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Abstract

The cell-matrix-contacts (costameres) and cell-celltacts (intercalated discs of car-
diomyocytes) of cross-striated muscle cells transmit raeal forces to the exterior. On
top of this mechanical function, both structures have begplied to be involved in signal
transduction processes.

Dramatic morphological changes in the overall structureaf-matrix-contacts of skeletal
muscle cells were revealed during differentiation. Moexpthis reorganisation was accom-
panied by alterations in protein composition. Immunoflsoence microscopy indicated that
signalling pathways which control the dynamics of focalteats in non-muscle cells seem to
be important only for early differentiation stages of skalenuscle cells.

To explore novel signalling pathways involved in regulgtithe formation of costameres,
signalling molecules engaged were identified. Thus, pexdhd ponsin transiently interact
at the precursors of costameres during muscle developnianaddition, biochemical data
indicate that a skeletal muscle specific module in the careominal part of ponsin can
recruit the adapter protein Nck2 to this complex. Hence,ttitee proteins might form a
ternary signalling complex involved in controlling the rganisation of cell-matrix-contacts.
Apparently, the activity of this signalling complex is régied by mitogen activated protein
kinases (MAPK).

A second approach has focussed on adaptational procestfessame structures observed in
pathological situations. In particular, the role of muskIM protein (MLP) in hypertrophic
cardiomyopathy (HCM) was investigated. It was shown that a H&Msing mutant MLP
protein fails to fold properly and that the consequent losstability is reflected in altered
binding properties: the mutant MLP protein shows decredseding to both N-RAP and
a-actinin. Hence, the molecular basis for HCM-causing mategiin the MLP gene might be
an altered homeostasis of the ternary complex MLP — N-RAPa&tinin.

Increasing evidence indicates that the functions of MLPrageiired not only for the integrity
of the myocardium. In addition, MLP seems to have regulafangctions in skeletal muscle

tissues.



Kurzzusammenfassung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen Signaltransduktigmozesse in den Strukturen der
Kraftubertragung quergestreifter Muskelzellen, d. h. in den &oeten (Zell-Matrix-
Kontakten) und den Glanzstreifen (Zell-Zell-Kontaktem Bardiomyozyten).

Es liel3 sich zeigen, dass sich die Morphologie der Zell-Mdfontakte wahrend der
Differenzierung von Skelettmuskelzellen dramatisghdert, was mit einer véanderten
Proteinzusammensetzung einhergeht. Immunfluoreszeal#en von Skelettmuskelzellen
verschiedener Differenzierungsstadien implizierensahs Signalwege, welche die Dynamik
der Fokalkontakte in Nichtmuskelzellen bestimmen, riur ffihe Stadien der Muskeldiffe-
renzierung Relevanz haberdrnen. Ausgehend von diesem Befund wurde begonnen, noch
unbekannte Signalwege zu identifizieren, welche die Adsbid) von Costameren kontrol-
lieren: In den Vorhuferstrukturen der Costamere gelang es, eine transietgsktion der
Proteine Paxillin und Ponsin zu identifizieren. Biochemétimtersuchungen legen nahe, dass
Ponsinuber eine Skelettmuskel-spezifische Insertion im Carbomyjteis das Adapterprotein
Nck2 in diesen Komplex rekrutiert. Es wird vorgeschlageassd die drei Proteine einen
termaren Signalkomplex bilden, der die Umbauvimge der Zell-Matrix-Kontakte kontrolliert

und dessen Aktivdt vonmitogen activated protein kinas@dAPK) reguliert wird.

Die Anpassungsvodmnge der Strukturen der Kraftertragung an pathologische Situtation
(Kardiomyopathien) in der adulten quergestreiften Muakul wurden ausgehend von einem
zweiten Protein, dermuscle LIM proteinMLP), untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
ein mutiertes MLP-Protein, das im Menschen eine hypergolardiomyopathie (HCM)
ausbst, strukturelle Defekte aufweist und weniger stabil \§eiterhin zeigte dieses mutierte
Protein eine verringerte Bindungsfigkeit an die beiden Liganden N-RAP unédActinin. Die
molekulare Grundlage der HCM-verursachenden MutationerMioP-Gen konnte folglich
eine VeaAnderung der Hobostase im tei@ren Komplex MLP — N-RAP «-Actinin sein.

Die Expressionsdaten eines neu generierten monoklonale-Amtikorpers deuten darauf
hin, dass die Funktionen des MLP nicht nir tlie Integriit des Myokards, sondern audir f

die der Skelettmuskulatur notwendig sind.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Herz- und Skelettmuskulatur

Alle hoher entwickelten Tiere besitzen diétigkeit, sich zielgerichtet zu bewegen. Diese
Bewegungsvorgnge werderiiber die willkiirlich kontrollierbare Skelettmuskulatur realisiert.
Gleichzeitig gewahrleistet eine spezielle Form der Muskulatur, die HerZuladur, die konti-
nuierliche Stomung und den Rcktransport des Blutes. Beide Muskulatur-Systeme werden zu
sammenfassend als quergestreifte Muskuldiazeichnet, in der spezialisierte Zellen mechani-
sche Kafte generieren: Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) giylohdrische oder Y-érmige,
50-120um lange Zellen mit ein bis zwei Zellkernen. Im Gegensatz damd Skelettmuskel-
zellen (Myotuben) polynukkere, zylindrische Synzytien von 1-40 mrange, die durch Fusion
von bis zu 100 Voduferzellen entstehen. Ein gemeinsames Merkmal beidéy@eh ist ihr
guergestreiftes Erscheinungsbild imngsschnitt, das durch die regélifige Anordnung von
dinnen und dicken Filamenten in den kontraktilen Elemerden,Myofibrillen, hervorgerufen

wird.

1Im nachfolgenden Text wird der BegrifMuskelzellen® synonymiir ,quergestreifte Muskelzellen“ verwen-
det; werden Glattmuskelzellen in die Betrachtung eingessken, ist dies explizit erghnt.
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1.1.1 Kraftgenerierung und Kraft Ubertragung

Die kleinste sich wiederholende Einheit der Myofibrilleb dgs Sarkomer. Der schematische
Aufbau ist in Abb. 1.1 skizziert. Dasttine Filamentsystem, das von Actin und assoziierten
Proteinen gebildet wird, ist in den Z-Scheiben verankeds Don Myosin und assoziierten
Proteinen gebildete System dicker Filamente ist in der Mel®averankert. Ein drittes Fila-
mentsystem, dessen Hauptkomponente Titin darstelltabgdeistet die elastische Verlipfung

von Z-Scheibe und M-BandeilFeine detaillierte Beschreibung dieser Strukturen seCéark

et al. (2002a) verwiesen.

Costamer Zellmembran
[ R

X Actin

= Desmin

Nebulin
| W W

'&—-— Plectin

v

Z-Scheibe M-Bande <
Sarkomer

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau der Sarkomere. alish dargestellt sind Strukturelemente der
Kraftibertragung (z. B. das Desmin-Filament-System und diea@uste); nach Carlsson und Thornell (2001).
Anmerkung: Das Protein Nebulin wird nur im Skelettmuskegiréxiert.

Unter Energieverbrauchdkinen die dnnen und dicken Filamente ineinander gleite@léit-
filamenttheorie*, vgl. Huxley und Niedergerke, 1954; Huyxlend Hanson, 1954) und so
die mechanische Kraft der Muskelkontraktion generiereaf Wolekularer Ebene wird die
Bewegung durch Konformatiodaderungen im Myosin-Moleék nach Hydrolyse von Adeno-
sintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP) und rsteiedliche Affiniaten ADP-
und ATP-beladener Myosine zu Actin realisierQUerbtickenzyklus®, Lymn und Taylor,
1971).
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Fur die Ubertragung der generierten mechanischen Kraft auf dieebende extrazellate
Matrix bzw. benachbarte Zellen mufd der kontraktile AppdetMyofibrillen mechanisch mit
diesen Strukturen verbunden werden. Daran ist zum eineNe&tirwerk von Desmin-haltigen
Intermedarfilamenten beteiligt, zum anderen wird die Verbindiibgr die Zellmembran durch
Zell-Matrix- und Zell-Zell-Kontakte (z. B. Costamere und @istreifen) realisiert.

Sarkomere sind in der Lage, auf extra- und intrazafell Stimuli zu reagieren und ih-
re Eigenschaften an \émnderte Bedingungen anzupassen. Als Beispiel seienakigh
Regulationsmechanismen des Titin-Filamentsystems aalfiffezTitin verfugt Uber eine
Kinaseaktiviait, die durch autoregulatorische Phosphorylierungseissg kontrolliert wird
(Mayanset al,, 1998). Die Bindung des Titin-Moléks ana-Actinin, eine Komponente der
Z-Scheibe, wird durch eine Phospholipid-ablige, intramolekulare Interaktion des Liganden
reguliert (Young und Gautel, 2000). Ebenso zeigt das M-Basielekiil Myomesin nach
Phosphorylierung durch die Proteinkinase A eine vermied@ffintat an Titin (Obermann
et al, 1997). Ein ungewhnlicher Mechanismusdnnte sogar die Steifheit der elastischen
Elemente im Titin kontrollieren: Es wurde vorgeschlageassdreversible Disulfid-Bicken
innerhalb der Immunglobulin-Doamen ausgebildet werderohknen, um die mechanischen

Eigenschaften des Titins in Antwort auf oxidativen Strasswdulieren (Mayanst al,, 2001).

1.1.2 Differenzierung von Skelettmuskelzellen

Eine Besonderheit von Skelettmuskelzellen ist, dass &lerend der Embryonalentwicklung
aus der Fusion vieler Valferzellen hervorgehen. Nach Induktion des myogenenr&mmges
werden proliferierende Myoblasten mitotisch arretier funsionieren zu vielkernigen Synzyti-

en. Infolge der Aktivierung myogener Transkriptionsfakto (z. B. MyoD, Myogenin) begin-

nen diese Zellen, muskelspezifische Proteine zu synthetige. B. Titin, sarkomere Actin- und
Myosin-Isoformen) und in Myofibrillen zu assemblieren. BeRlich reifen die Myotuben zu
kontraktilen Zellen und bilden spezialisierte Zell-MatKontakte, die Costamere, ausifst

et al, 1989).

Ahnliche Differenzierungsvoéinge treten auch bei Regenerationsprozessen in der adulten

Muskulatur auf: Ruhende, einkernige Stammzellen, die smgaien Satellitenzellen, werden
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bei Verletzungen von Muskelzellen aktiviert und beginreah zu teilen. Sie fusionieren mit-
einander oder mit gesédigten Myotuben und durchlaufen gleichzeitig das obechrésbene
myogene Programm (Charge und Rudnicki, 2004).

Es ist moglich, Satellitenzellen aus Skelettmuskel-Biopsien pliesen,in vitro zu kultivieren
und zur Differenzierung anzuregen (Van der Ven, 2001). Misen humanen Skelettmuskel-
zellen (HSkM) steht ein wertvolles Modellsystem zur \igyting, um Teilaspekte — z. B. die

Umorganisation des Zytoskelett@twrend der Differenzierung — im Detail zu untersuchen.

1.2 Das Zytoskelett

Alle eukaryontischen Zellen var§en Uber verschiedene Zytoskelett-Systeme, die die
Gestalt und Bewegung der Zellen sowig fTransportvorgnge innerhalb der Zellen Vor-
aussetzung sind. Aufgrund des Durchmessers der betailiglamente unterscheidet man
das Mikrofilamentsystem, bestehend aus polymerisiertetim A&-Actin) und assoziierten
Proteinen, das Intermeitifilamentsystem und das Mikrotubulisystem.

Nachfolgend sollen einige Aspekte des Actin-assoziiefigoskeletts von Nichtmuskelzellen

und Muskelzellen edutert werden.

1.2.1 Das Actin-Zytoskelett kultivierter Nichtmuskelzellen

Das Actin-Zytoskelett ist mal3geblich an den Bewegungsuuggn von Zellen beteiligt.
Die Dynamik seiner vieHltigen Gestalt wird durch die Akthat Actin-bindender Proteine
bestimmt (zusammengefasst in Schmidt und Hall, 1998).

Kultivierte adtarente Zellen bieten ein leicht zauggliches Modellsystem, das es égficht,
die Struktur und Dynamik des Actin-Zytoskeletts zu stuelierJe nach Grad der Motit
sind in den Zellen verschiedene Zytoskelettstrukturen rmogler weniger stark ausgejmt.
Beispielsweise sind motile Zellen durch Lamellipodia chkéedsiert, ein Netzwerk von
dynamischen, verzweigten Actin-Filamenten. Im Gegendarz bilden weniger motile Zellen
vermehrt Stressfasern und Fokalkontakte aus (Abb. 1.88s§asern sind ihdel kontraktiler

Actinfilamente, die u. a. Myosin II-MolaKe enthalten und in denerActinin-haltige Struktu-
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Abbildung 1.2: Das Actin-Zytoskelett von Nichtmuskelsgill Dargestellt sind F-Actin-haltige Strukturen (an-
gefarbt mit Phalloidin) einer PtK2-Zelldifiks). Der markierte Bereich ist zagzlich vergdRert dargstelltréchts.
Deutlich zu erkennen sind Stressfasern (Pfeile), die irmfaitakten (Pfeilspitzen) enden, sowie ein Lamellipo-
dium (*).

ren, diedense bodieddie Actinfilamente in periodischen Aldstden verankern. Damithneln
Stressfasern in ihrer prinzipiellen Architektur den Myafien der Muskelfasern (Kreis und
Birchmeier, 1980)Uber spezialisierte Zell-Matrix-Kontakte an ihren Enddie, Fokalkontak-
te, sind Stressfasern in der Lage, Spannung aufzubaueneswlalf die extrazellale Matrix
zu Ubertragen. Diese Kontrakt#it von Zellen kann nicht nun vitro beobachtet werden, sie
spielt auch eine wichtige Rolle bei der durch Myofibroblastermittelten Wundheilung (Hinz

und Gabbiani, 2003).

1.2.2 Fokalkontakte

Die Fokalkontakte kultivierter, adherenteéu®jerzellen gatren zu den am besten charak-
terisierten Zell-Matrix-Verbindungen mit einer Vielzaidentifizierter Komponenten (Za-
mir und Geiger, 2001). Exemplarisctoknen hier nur wenige Sdidselkomponenten ge-
nannt werden (Abb. 1.3): Integrine sind heterodimere Treersbran-Proteine, die aus je ei-
ner a- und -Untereinheit bestehen. Es existieren nach heutigem Kesstand 18- und

8 (-Untereinheiten. Diese werden zu mehr als 24 verschiedernegrinen kombiniert (Rupp
und Little, 2001), die mit verschiedenen Proteinen dera@dllubiren Matrix interagieren, z. B.
mit Collagen, Laminin oder Fibronectin (zusammengefasStupack und Cheresh, 2002).

Verschiedene Adapterproteinérknen an den zytoplasmatischen Teil der Integrine binddh: z
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Vinculin, a-Actinin, Talin und Paxillin (zusammengefasst in Hemle®9&). Diese Proteine
rekrutieren zusammen mit den Integrinen Signaltransdoktnolekile in die Fokalkontakte.
Stellvertretend seien hier nur die Proteinkinasen i@l adhesion kinas@=AK) und integrin
linked kinasgILK) genannt (Hannigaet al,, 1996; Critchley, 2000).

Weiterhin sind viele dieser Adapterproteine entwederktlie. B. Vinculin, a-Actinin, Fila-
min, Talin, Zyxin) oder indirekt mit dem Actin-Filamentggsn verkriipft bzw. interagieren mit
Proteinen, die die Dynamik des Actin-Zytoskelettes regyein, wie z. B. Ena/VASP und Nck
(Campelloneet al,, 2004; Holtet al., 1998; Liet al, 2001; Renfranz und Beckerle, 2002).

,—— o-Actinin

Actin-Zytoskelett
Actin
Vinculin
Adapter- und Paxillin
Signalproteine .
Talin
Transmembranproteine Integrin
lluldre Matri i i i
extrazellulare Matrix Fibronectin

Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau von Fokalkontaktee. Ebkalkontakte stellen eine Verbindung der Actin-
haltigen Stressfasern zu Proteinen der extrazetul Matrix dar, di¢iber Transmembran-Proteine (Integrine) und
Actin-assoziierte Adapter- und Signalproteine realisigird. Es sind nur ausgeihlte Proteine dargestellt (aus

Albertset al,, 2002; modifiziert).

Morphologisch werden drei Typen von Fokalkontakten umt@ieden —focal complexes
focal adhesionsund fibrillar adhesions— die hinsichtlich ihrer Proteinzusammensetzung
ebenfalls differieren (Tab. 1.1). Auch innerhalb dieseugren weisen die Fokalkontakte eine
erstaunliche Heterogeait in ihrer Proteinzusammensetzung in Ablgigkeit von Zelltyp,
Entwicklungsstadien sowie intra- und extrazeihen Stimuli auf (Zamiet al., 1999).
Fokalkontakte stellen nicht nur mechanische VerbindurdgsnZytoskeletts zur extrazelwen
Matrix dar, sie sind vielmehr auch in der Lage, Signale ziekigtren und weiterzuleiten.
Im Speziellen werden Fokalkontakte als Mechanosensorgkutirt (zusammengefasst in
Geiger und Bershadsky, 2002; Bershadsiyal, 2003). Als Antwort auf lokal detektierte
Krafte finden Umbauprozesse in den Zell-Matrix-Strukturett stieren Dynamik mafigeblich

von den Tyrosin-Kinasen FAK und Src — unter Kontrolle der @3&h Rac und Rho —
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Tabelle 1.1: Charakteristika verschiedener Typen von kokéakten (nach Geigeat al,, 2001). (*) pTyr - Protei-
ne, die an Tyrosinresten phosphoryliert sind.

focal complexes focal adhesions fibrillar adhesions
Lage Rand von Lamellipodia  Zellperipherie zentrale Regioder Zelle
Morphologie punktbrmig oval bis elongiert perlenschnurartig
GroRRe 1um 2-5um 1-10um (variabel)
typische Proteine  Paxillin avy Integrin as Integrin
Vinculin Paxillin Tensin
pTyr(*) Vinculin Vinculin
Talin
FAK
pTyr(*)

mitbestimmt wird. Umgekehrtdnnen die Fokalkontakte aktiv die selektive Umorganisatio
von Komponenten der extrazelfuken Matrix bewirken (Geigest al., 2001).
Diese Tatsachen machen deutlich, dass Fokalkontakteskiinale Signaltransduktionszen-

tren sind, die Signale von auf3en in die Zelle und umgekehtevieten konnen.

1.2.3 Spezialisierte Zell-Matrix- und Zell-Zell-Kontakte in Muskelzellen
1.2.3.1 Costamere

Costamere, die lateralen Strukturen der Kibértragung in Herz- und Skelettmuskelzellen,
wurden urspinglich als Vinculin-haltige, rippeidfmige Gebilde beschrieben, die unter der
Zellmembran auf ldhe der Z-Scheiben der Myofibrillen liegen (Abb. 1.4; Pagtial., 1983).
Beziglich ihrer Proteinzusammensetzung zeigen sie eine gewisalogie zu anderen Zell-
Matrix-Kontakten: Sie enthalten Vinculin, Talin und RXdgrin (zusammengefasst in Small
et al, 1992). Die Spezialisierung der Costamere wird ebenfallarer Ausstattung mit mus-
kelspezifischen Proteinkomponenten bzw. Isofomen déutticB. sind die muskelspezifischen
Proteine Dystrophin (Byerst al., 1991; Masudat al., 1992),muscle LIM proteiA (MLP; Flick
und Konieczny, 2000) und Melusin (Brancaceioal., 1999) sowie die muskelspezifische Fila-

min Isoform C (Thompsoet al., 2000) als costamerische Komponenten beschrieben worden.

2weitere Namencysteine rich protein 8CRP3) bzwcardiac LIM protein(CLP)
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Myofibrillen

Z-Scheibe

Costamere

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Lokalisation Costameren im Muskel (aus Ervasti, 2003).

Im Verlauf der Muskeldifferenzierung bilden sich CostarBémkturen relativ sgt aus. In Myo-
blasten und fihen Myotuben treten punkifimige Fokalkontakte auf. $ger bilden sich ein-
zelne Bngsgestreckte Zell-Matrix-Kontakte, dieimary longitudinal adhesion siteg?LAS),
aus denen die Costamere hervorgehen, wenn die Zellen Kdalitéglerlangen (Sclkderet al,
2002). Auch im adulten Muskel ist die Stalilitder Costamere mit der Kontraktiitder Zellen
verknipft. Wird diese z. B. pharmakologisch durch derf GAntagonisten Nifedipin blockiert,
erfolgt ein rascher Umbau der costamerischen Strukturearffet al., 1997).

Viele Tatsachen weisen darauf hin, dass die Costamere neleen mgchanischen
Kraftibertragung auf die extrazelue Matrix (Danowskiet al, 1992) ebenfalls eine wich-
tige Funktion in der Detektion und Transduktion von Signakeahrnehmen. Untersuchun-
gen an Mausmodellen unteiitsten das Konzept eines costamerischen MechanosensoRs: ML
defiziente Mause entwickeln eine dilatative Kardiomyopathie mit hyymgrhen Kardiomyozy-
ten (s. Abschnitt 1.3.2; Arbest al, 1997; Ehleret al,, 2001). Auf molekularer Ebenedknte
MLP uber die Interaktion mit den Proteinen Telethonin und Titen Dehnungszustand der
Kardiomyozyten detektieren und ein Wegfall dieser FunktiroMLP knock outTieren zur Er-
krankung fihren (Kroll et al,, 2002).

Die Costamere sind sicherlich auch Orte der Sighattragung weiterer Signalwege: Beispiels-
weise bewirkt eine myokardiale Is@imie eine dramatische Reorganisation des Proteins Vincu-
lin (Ganote und Heide, 1987; Steenbergeml., 1987). Weiterhin wurde Ponsin, das ebenfalls
als costamerisches Protein identifiziert wurde (Maredal., 1999), ausgiebig in Adipozyten

untersucht, wo es eine kritische Rolle in einem Phosphatidgitol-3-Kinase-unalidmgigen
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Signalweg der insulinvermittelten Glucoseaufnahme spigumannet al, 2000). Untersu-
chungen in L6-Myotuben zeigen jedoch, dass die Erkenrgiiissr diese Signalkaskade nicht
ohne weiteres auf Muskelzelléertragbar sind (JeBailet al,, 2004).

Die Anwesenheit einer Vielzahl solcher Signaltransduigioolekile in den Costameren wirft
die Frage auf, welche Sigridlertragungen an den Costameren stattfinden und wie di¢sehzei

und Aaumlich koordiniert werden.

1.2.3.2 Glanzstreifen

Glanzstreifen Disci intercalare$ sind spezialisierte Zell-Zell-Verbindungen der Herzhkels
zellen, in denen drei Arten von Zell-Zell-Kontaktstrukeardie mechanische und chemische

Verbindung benachbarter Zellen gé&hwleisten (Abb. 1.5; Perriaret al., 2003).

e

Myofibrille

gap junction
Macula adhaerens

G A
..@ ”W W Fascia adhaerens

e e

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Glanzstneféeis Leonhardt, 1990.) Glanzstreifen verbinden be-
nachbarte Herzmuskelzellen miteinander, wobei verseiedirten von Zell-Zell-KontakterMaculae adhaeren-
tes Fasciae adhaerentasnd gap junction} eine mechanische und chemische Kopplung&eleisten. here
Erlauterungen im Text.

Die transversale Strecke der stuf@mhigen Glanzstreifen wird voRasciae adhaerentegebil-

det, in denen transmembrane Cadherine die Myofibrilleer zytoplasmatische Proteine (z. B.
Catenin, Plakoglobin undebulin-related anchoring proteimN-RAP) verankern. In den longi-
tudinalen Abschnitten sinblaculae adhaerentg®esmosomen) unglap junctionsausgebildet.
Die Desmosomen verbinden die Interm@afiiamentsysteme benachbarter Zellen miteinander
und sorgen solir eine mechanische Stabilisierung. Als Sdsielkomponenten dieser Struktu-
ren sind die transmembranen Proteine Desmoglein und Dedlnosowie die zytoplasmati-

schen Proteine Desmoplakin, Plakophilin und Plakoglobimeannen. Diegap junctionsbe-
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stehen haup#hlich aus dem Transmembranprotein Connexin, welchesreard onenkaale
zwischen benachbarten Zellen ausbildet, die der chemrms€¢bmmunikation dienen.

Da bei der dilatativen Kardiomyopathie (s. Abschnitt 1) 3rrphologische Vé@nderungen in
den Glanzstreifen beobachtet wurden (Perretrdl., 2003), ist davon auszugehen, dass auch
diese Strukturen mechanische Signale detektieren undralgsot Umorgansisationsprozesse

einleiten lonnen.

1.3 Genetische Erkrankungen der Muskulatur

1.3.1 Erkrankungen der Skelettmuskulatur

Bereits im Jahre 1868 wurde die Duchenne-MuskeldystroplsicEebkrankheit des Bewe-
gungsapparates beschrieben, aber erst mehr als ein Jdarhggter konnten Deletionen im
Dystrophin-Gen als Ursache dieser Erkrankung nachgewieseden (Monacet al., 1986).
Die ldentifizierung von Krankheitsgenen kann Aufigddeliber funktionelle Zusammegahge
in der Muskulatur liefern. Unge#ilt ist beispielweise noclijber welche Mechanismen Mu-
tationen in verschiedenartigen Proteinen — wie z. B. dem i{gien-Protein Lamin A/C, der
Protease Calpain 3, den transmembranen Sarkoglycanen,-@amdén-Protein Telethonin so-
wie der Hauptkomponente des elastischen Filamentsysigtimg ¢ das gleiche Krankheitsbild
der Gliederdirteldystrophie (LGMD) verursachen (zusammengefasst shBy 1999; Nigro,
2003).

Auch Mutationen in Genen, diéif Proteine der Kraitbertragung kodieren, z. Buif das Inter-
medarfilamentprotein Desmin,danen Muskelerkrankungen aésén. Das Krankheitsbild ist
in diesem Fall heterogen und mikrokopisch durch die Ablaggrvon Desmin und assoziierten
Proteinen in Plaques gekennzeichnet (Gold&tral., 2004).

Es ist bekannt, dass Mutationen im Dystrophin Muskeldystien vom Duchenne- und Becker-
Typ ausbsen kbnnen (zusammengefasst in Biggaral, 2002). Andere Komponenten des
Dystrophin-Glycoproteinkomplexes wurden als Krankigatse @ir Gliedergirteldystrophien
(LGMD2C-2F) identifiziert (Bushby, 1999). Weiterhin stell&ene, die @ir Proteine in den
Integrin-assoziierten Strukturen der Costamere kodidandidatengenelf Myopathien dar:

Von Hayashkt al. (1998) wurde eine kongenitale Muskeldystrophie mit autteslerezessivem
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Erbgang beschrieben, die durch Mutationen in defUntereinheit des Integrins verursacht
wird. In den betroffenen Patienten war immunologisch keirintegrin nachweisbar, obwohl
arB1-Heterodimere die dominierende Integrin-Form des gesurgleslettmuskels darstellen
(Mayer, 2003). Die Hypothese, dass die Integrder Costameraif die Muskelfunktion not-
wendig ist, wird durch den Befund untdiistt, dass Integrinr;, knock outMause ebenfalls eine

progressive Muskeldystrophie zeigen (Magéal., 1997).

1.3.2 Dilatative und hypertrophe Kardiomyopathie

Kardiomyopathien sind definiert aJErkrankungen des Myokards, die mit einer kardialen Dys-
funktion assoziiert sind* (World Health Organization, 8)9Unter diesem Begriff werden
primare und sekuriite Erkrankungen zusammengefasst: BrarKardiomyopathien sind sol-
che, denen eine genetische Ursache zugrunde liegt sowteesdlr die keine Ursache bekannt
ist (,idiopatisch®). Sekundre Kardiomyopathien sind Erkrankungen infolge von éntitichen
Prozessen, Intoxikationen oder anderen Erkrankungen.

Die beiden kufigsten Formen der Kardiomyopathie, die dilatative uedhgpertrophe Kardio-

myopathie, sollen nachfolgendiner erhutert werden.

Dilatative Kardiomyopathie (DCM) Die DCM ist durch eine Erweiterung (Dilatation) des
linken oder beider Ventrikel und eine Eiung des enddiastolischen Volumens gekennzeichnet
(Abb. 1.6,C). Klinischaulert sich die Erkrankung in einer linksventréagn Funktions$trung,

aus der eine terminale Herzinsuffizienz resultieren kamus diesem Grund stellt die DCM ei-

ne der laufigsten Ursacheriif Herztransplantationen dar, obwohl diea¥alenz mit 36 pro
100 000 Einwohner niedrig ist. Etwa ein Drittel der Erkrangan wird durch eine Myokarditis
hervorgerufen,iir weitere circa 25 % der Patienten wird eine genetische lRpteg angenom-
men. In diesen &len wurden vor allem autosomal-dominante, seltener Xichromosomale

bzw. mitochondriale Ertignge beobachtet (Seidman und Seidman, 2001).

Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) Die HCM ist mit einer Pavalenz von 1:500 eine
der haufigsten vererbbaren Herzmuskelerkrankungen undadiégste Ursache desitklichen

Herztodes bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen (Mamn 1995). Sie ist gekennzeich-



Einleitung 12

Abbildung 1.6: Morphologische Vanderungen des Herzens bei HCM und DCM. Dargestellt sindHdas eines

HCM-Patienten &), ein gesundes HerBjJ sowie das Herz eines DCM-Patientd).(Deutlich erkennbar ist die
Verdickung der Kammer@nde (insbesondere des Septums) bei der HGM{w. die Erweiterung der Ventrikel
bei der DCM (); aus Seidman und Seidman (2001).

net durch eine Zunahme der Kammerwanddicken (Abb. A)6Klinisch werden Aufig ei-

ne diastolische Dysfunktion und Arrhythmien beobachtetiztere erbthen das Risiko eines
plotzlichen Herztodes. Die Patienten sind oft lange Zeit ggpmatisch, in der Regel treten
erst mit zunehmendem Alter Beeiathtigungen der kardialen Leistungbigkeit auf [ate on-

set disease Auch muss ein genetischer Defekt nicht zwaagfiy zur Erkrankungithren (un-
vollstandige Penetranz); einige Mutatiorégjer weisen selbst dann keine Krankheitsanzeichen
auf, wenn echokardiographisch bereitsafedterungen des Herzens diagnostiziert wurden (Spi-
rito et al, 1997).

Histologisch ist die Erkrankung typischerweise durch ditypertrophie der Myozyten, pleo-
morphe Zellkerne, eine Disorganisation der myofiargin Zytoarchitekturniyocyte disarray
und eine interstitielle Fibrose charakterisiert (Hugl2&€4).

Man geht davon aus, dass fast alle Erkrankualgsfenetisch bedingt sind, wobei autosomal-
dominante Mutationenjberwiegend in Sarkomerproteinen, dominieren (Elliod McKenna,
2004).

Es wurde zuachst davon ausgegangen, dass die HCM durch Mutationenkor8arproteinen
(Thierfelderet al,, 1994) und eine dadurch bedingte @ett Kontraktiliat des Myokards her-
vorgerufen wird (Marian, 2000). Im Gegensatz dazu wurdeDdi#/ als eine Erkrankung des
kardialen Zytoskeletts diskutiert (Towbin, 1998). Mit ddentifizierung neuer Krankheitsgene
(s. Tab. 1.2) zeichnete sich jedoch ab, dass diese Hypatlegser Revision beitfen: So wur-
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den Sarkomerproteine auch als Krankheitsgene der DCM fiageti. Beispielsweise &gnnen
Mutationen im Gen der schweren Kette des [3-Myosins sowoh| H@&E\Vauch DCM ausisen.
Auch Untersuchungen im Tiermodell implizieren, dass DCM k@M nicht als unabéngige
Krankheiten aufgefasst werden sollten, sondern vielm&humterschiedliche Auspgungen

des pathologischen Spektrums zu verstehen sind (Freetan2001).

Tabelle 1.2: Identifizierte Krankheitsgene der HCM und DGMgwahl; nach Seidman und Seidman, 2001; San-
giorgi, 2003; Elliott und McKenna, 2004).

Krankheitsgen Genlocus Haufigkeit
DCM R-Myosin schwere Kette 1491
kardiales Actin 15q14
Troponin T 1932
Desmin 2935
Dystrophin Xp21
Lamin A/C 1921
MLP 11p15
HCM R-Myosin schwere Kette 1491 35%
Myosin-Bindungsprotein C 11p11 15%
Troponin T 1932 15%
Troponin | 19q13 5%
a-Tropomyosin 15q22 1,3%
essentielle leichte Kette des Myosins 3p21 1%
regulatorische leichte Kette des Myosins 12qg24 1%
kardiales Actin 15q14
Titin 2931
MLP 11p15

~2-Untereinheit der AMP-aktivierten Proteinkinase 7936
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1.4 Ausgangspunkt und Zielstellung der Arbeit

Umfassende Kenntnisgier den Aufbau der krafbertragenden Strukturen in quergestreiften
Muskelgeweben und die darin ablaufenden Signaltransohgrozesse sind Grundvorausset-
zungen, um die vénderte molekulare Situation in erkranktem Gewebe vesstel lonnen.
Auf diesem Wissen@nnten zukinftige therapeutische Aatze beruhen, die nicht bei der Lin-
derung von Symptomen ansetzen, sondern eiinekkehr zur molekularen Ausgangssituation
zum Ziel haben.

Um die Kenntnisséiber die Strukturen der Krafbertragung in quergestreiften Muskelzellen,
insbesondere der Costamere, zu erweitern, wurde diese Tikemiaizwei unterschiedlichen
Ansatzen untersucht: Zum einen sollte eine detaillierte Asmlger Zell-Matrix-Kontakte
differenzierender Skelettmuskelzellen Erkenntnigber die Genese der Costamerahnend
der Differenzierung geben. Zum anderen wurden die Straktuter Kraftibertragung im
adulten Muskel analysiert.

Ausgehend von der Hypothese, dass die Zell-Matrix-Kortaldben einer rein mechanischen
Kraftibertragung eine wichtige Funktion bei der Detektion undnsduktion von Signalen
haben, war das Ziel beider Adize nicht nur eine beschreibende Charakterisierung dek-Str
turen und ihrer Proteinzusammensetzung, vielmehr satiemweise auf Signdlbertragungen
in den Strukturen gefunden werden.

Den Ausgangspunkt uf die Untersuchung von Differenzierungsvangen stellten
Immunfluoreszenz-Analysen vom vitro differenzierenden HSKM-Zellen dar. Es wurde
versucht, die Entwicklung der Costamere in diesen ZelleohdAnfarbung von,klassischen®
Fokalkontakt-Proteinen zu beschreibenaliend dieser morphologischen Vorarbeiten zeich-
nete sich fith ab, dass die Signalwege, welche die Dynamik der Fokadkemin kultivierten
Nichtmuskelzellen mal3geblich beeinflussen, keine odeeim& sehr untergeordnete Rolle in
Skelettmuskelzellen spielen (s. Kapitel 3.1).

Damit warf sich die Frage auf, welche — noch unidentifizieHeSignaltransduktionsprozes-
se die Entwicklung der Zell-Matrix-Kontakteakrend der Muskeldifferenzierung bestimmen.
Um mehriber die Natur dieser Signalwege zu erfahren, sollten unse Signalmoleldle

identifiziert und ihre Funktion in den Zell-Matrix-Verbindgen charakterisiert werden. Dabei
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LD1 PRR LD2 LD3 LD4 LD5 LIM1 LIM2 LIM3 LIM4

Paxillin —& (] (—{H H H H I
ILK Src - . FAK Fokalkontakt- PTP-

Vinculin Lokalisation PEST

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des Proteindlifedie Lage der LD-Motive (LD1-5, weiRe Boxen),
der Prolin-reichen Region (PRR, schwarze Box) und der LIMyAnen (LIM1-4, graue Boxen) ist gekennzeich-
net, ebenso die Bindungsregionen ausgj@ter Interaktionspartner.

schien der Ansatz vielversprechend, Bindungspartner &ekannten Adapterproteins zu su-
chen, das sowohl in Fokalkontakten kultivierter, adinter Nichtmuskelzellen als auch in Zell-
Matrix-Kontakten differenzierender Skelettmuskelzelexprimiert wird. Als Ausgangspunkt
wurde daher das Protein Paxillin géhlt (Salgiaet al., 1995): Dieses Protein ist ein klassisches
Adapterprotein in Fokalkontakten (Turnetral, 1990) und vermittelt eine Vielzahl transienter
Protein-Protein-Interaktionen (Abb. 1.7; Turner, 20@&zu ZAhlen mehrere Signalmoléle,

z. B. FAK (Turner und Miller, 1994), ILK (Nikolopoulos und Toer, 2001) sowie die Phos-
phatase PTP-PEST (Shenhal, 1998). Im sich entwickelnden Embryo wurde Paxillin pam
in allen mesodermal-abgeleiteten Strukturen nachgewi@dagelet al., 2002). Eine kritische
Bedeutung des Proteingrfdie Embryonalentwicklung wurde durch Studien von Paxikhock
out Mausen belegt. Diese Tiere sterben bereits séhr (E 9.5) und zeigen Defekte in den
Somiten (aus denen die Skelettmuskelzellen entstehen)nurderzen (Hagekt al, 2002).
Experimente mit isolierten Kardiomyozyten dieser Embgmzeigten jedoch, dass die Herz-
muskelzellen prinzipiell in der Lage sind, zu spontan kaktiten Kardiomyozyten zu differen-
zieren. Dies legt nahe, dass Paxillin nicht pnzur Assemblierung der Myofibrillen bétigt
wird, sondern eine wichtige Rolle bei der Sigilaértragung zwischen Zellen bzw. zwischen
Zellen und der extrazellalen Matrix spielt.

Mit Hilfe der Hefe-Doppel-Hybrid-Technik wurde das Sigmadlekill Ponsin als Bindungspart-
ner des Paxillins identifiziert. Die Interaktion beider t&ioe sollte eingehend charakterisiert
und ausgehend davon die Funktionen des Ponsins in HinblicEignalvorgnge in differen-

zierenden Skelettmuskelzellen beleuchtet werden (s.t&lepR).
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Mit einem zweiten Ansatz wurden die Strukturen der Kib#rtragung im adulten Gewebe in
die Untersuchungen einbezogen. In Hinblick auf die Theknatie an diesen Orten Signale de-
tektiert und verarbeitet werden, ist insbesondere died-iatgressant, wie diese Strukturen auf
veranderte molekulare Situationen reagieren. So stellt stdpielsweise im Fall der hypertro-
phen Kardiomyopathien die Frage, warum aaderungen im Myokard erst nach Jahren oder
sogar Jahrzehnten die Leistur@sigkeit des Herzens beeiathtigen, obwohl die genetische
Ursache der Erkrankung bereits seit Geburt des Patienstatie

Konkret wurde dieser Themenkomplex am Beispiel des ProtditR untersucht. Die Unter-
suchung dieses Proteins erschien aus verschiedenen Spaitkten interessant: MLP ist ein
muskelspezifisches CRP-Protein, das in Kardiomyozyten umgsimen (Typ 1) Skelettmus-
kelzellen exprimiert wird (Arbeet al, 1994; Schneideet al, 1999). In diesen Zellen sind
verschiedene Lokalisationen beschrieben worden: MLP erderseits als Kernprotein (Ar-
beret al, 1994; Konget al,, 1997), andererseits auch als Zytoskelett-assoziiert#siR (Louis

et al, 1997) identifiziert. Die genaue zytoplasmatische Lokais wird in der Literatur kon-
trovers diskutiert: Obwohl das Protein nach Arle¢ial. (1994, 1997) in den Z-Scheiben loka-
lisiert ist, deuten Arbeiten von Flick und Konieczny (20Q0)d die identifizierten Bindungs-
partner N-RAP (Ehleet al, 2001) und 3-Spectrin (Flick und Konieczny, 2000) daraut, hi
dass MLP algdual compartment proteiauch eine funktionelle Rolle in den Strukturen der
Kraftiibertragung, z. B. in den Costameren und Glanzstreifen,ramh{Abb. 1.8) und dort als

Komponente eines Mechanosensors fungieriy|Ket al., 2002).

LIM1 LIM2
T 1 T 1

L44P
A

S54R E55G
¥

MLP

MyoD [3-Spectrin

L1
Telethonin a-Actinin

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des Proteins Wig’Lage der LIM-Don&nen (LIM1 und LIM2) sowie
der sich anschlieBenden Glycin-reichen Abschnitte (GRILGIR2) ist gekennzeichnet. Die beiden Zinkfinger der
LIM-Domanen, die jeweils durch vier Aminasarereste ein zweiwertiges Zink-lon koordinieren, singeateutet,
ebenso sind die Bindungsregionen bekannter Interaktaotrsgr dargestellt. Man beachte, dagsdie Bindungs-
region des N-RAP auf dem MLP keine Daten vorliegen. Die LageRICM- und HCM-assoziierten Mutationen
ist durch Pfeile angedeutetahere Efhuterungen im Text.
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Aufgrund des kardialen Rimotyps der MLFknock outMause war eine Beteiligung des Pro-
teins auch an humanen Kardiomyopathien zu vermutenadlalish wurden inijngster Zeit he-
terozygote Mutationen im MLP/CRP3-Gen von DCM-PatientenlKet al,, 2002) und HCM-
Patienten (Geiegt al, 2003) beschrieben. Diese Mutationen kodiefereinzelne Aminogure-
Austausche: Die DCM-assoziierte Mutation (W4R) liegt vor dsten LIM-Donéne, vahrend
alle drei HCM-assoziierten Mutationen (L44P, S54R E55G, Q5B8(zweiten Zink-Finger der
ersten LIM-Doné&ne identifiziert wurden. i die MLP W4R Mutation wurde die geéste Bin-
dung an den Liganden Telethonin als Ausgr fir eine DCM verantwortlich gemacht (K&

et al, 2002), hingegen liegeiber die Pathogenese bei HCM-assoziierten MLP-Mutationen
keine Erkenntnisse vor.

Aus diesem Grunde sollten im Rahmen dieser Arbeit molekuldmeerschiede zwischen
Wildtyp-Protein und mutierten MLP-Varianten, wie sie innvBlCM betroffenen Patienten be-
schrieben wurden, herausgearbeitet und davon ausgehengise auf die Funktion von MLP

in der gesunden quergestreiften Muskulatur gefunden wesld<apitel 3.3).



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Kits

Die Herkunft der meisten Verbrauchsmaterialen und KitsnsiText beschrieben. Weiterhin
wurden alle Restriktionsenzyme von Fermentas (St. Leon)ROtigonukleotide (Primer) von
TIB-Molbio (Berlin), Feinchemikalienir die Elektrophorese von Biorad (Mchen), Zellkul-
turmedien und -zwgze von Gibco/Invitrogen (Karlsruhe) und weitere Chendratowie Ver-
brauchsmaterialien von Roth (Karlsruhe) bzw. Sigma (Taadlflen) bezogen.ii¥ das Ansetzen

von Losungen wurde steriles Reinstwasser (Millipore-Qagliterwendet.

2.1.2 Geate
Tabelle 2.1: Geite
Gerat Name Hersteller
PCR-Maschine Trio-Thermoblock mit Deckelheizung Bioraetr
Gel-Dokumentation Gel Doc 2000 System mit QuantityOne Soéw Biorad
Agarose-Elektrophorese  Sub-Cell GT Biorad
Protein-Elektrophorese Kapillargele, Mini-Protean Is&m Biorad
Protein-Transfer Trans-Blot Cell Biorad
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell Biorad
Zentrifugen Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus
Tisch-Kuhlzentrifuge Universal 32-R Hettich

Kuhlzentrifuge RC-5B Plus Sorvall
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Tabelle 2.1: Fortsetzung

Gerat Name Hersteller
Elektroporation Gene Pulser Il Biorad
Sonotrode UP50H Hielscher
ELISA-Reader Milenia Diagnostic Products
UV-VIS-Spektrometer Cary 50 Varian
Vakuumtrocknung Alpha 1-2/ Jota-RVC Christ
ICP-AES IRIS Advantage Duo ER/S Thermo Jarrell Ash

FujiFilm BAS-1800l Fuiji

Genotyp:

E. coliBL21(DE3)Codon Plus

Genotyp:

S. cerevisia¢ 40
Genotyp:

HPLC SMART SystempRPC C2/C18 SC 2.1/10&sle Amersham
Massenspektrometer Reflex Il MALDI-TOF Bruker-Daltonik
API QSTAR pulsar | mit Nano-ESI-Quelle MDS Sciex
COs-Inkubator Ultima Revco
Gefriermikrotom HM 500 OM MICROM
Mikroskop Axioplan2-Mikroskop mit Plan-Neofluar-Objek#3x Zeiss
VISICAM-1300 CCD-Kamera und MetaMorph Software  Visitron
LSM510 konfokales Mikroskop Zeiss
mit Argon-Laser (488 nm) und HeNe-Laser (543 nm)
Bildbearbeitungssoftware LSM Image Browser 2.3 Zeiss
Adobe Photoshop 7.0 Adobe Systems
CorelDraw 11.0 Corel
2.1.3 Bakterien- und Hefe-Samme
Tabelle 2.2: Eigenschaften der Bakterien- und Hefayhe
Stamm Anwendungsgebiete Herkunft
E. coliJM109 Klonierungsstamm Stratagene
Genotyp: FtraD36 proATB* lacl? A(lacZ)M15/A(lac-proAB) (Heidelberg)
ginv44 e14gyrA96 recAl relAl endAl thi hsdR17
E. coliBL21(DE3)pLysS Expression rekombinanter Proteine Nomage

B F dcm omf hsdS(r; my) gal A(DE3) [pLysS Carfi] (Heidelberg)
Expression rekombinanter Proteine rat&iene
B F ompl hsdS(r; my) demt Tet” gal \(DE3) endA

Hte [argU proL CanT]

Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente Invitrogen

MATx his35200 trp1-901 leu2-3112 ade?2 Vojtekal. (1993)

LYS2::(4lexAop-HIS3) URA3:: (8lexAop-lacZ)GAL4
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2.1.4 Zelllinien und Primarkulturen

Tabelle 2.3: Zelllinien und Priérkulturen

Name  Eigenschaften Donor Herkunft

Ptk2 Epitheliale Zelllinie Potorous tridactylugNiere) ECACC #88031601

HSkM  humane Skelettmuskelzellen Homo sapiengRiickenmuskel) Van der Veet al. (1992)
Primarkultur aus isolierten, Van der Veret al. (1993)
adulten Satellitenzellen

C2C12 Myoblasten-Zelllinie Mus musculugBeinmuskel) ECACC #91031101

NRC Neonatale RattenkardiomyozyterRattus norvegicugHerz) Langeet al. (2002)

Priméarkultur aus isolierten,
neonatalen Kardiomyozyten

2.1.5 Plasmide und cDNA-Bibliotheken

Alle Plasmide veiigentuber eine Ampicillin-Resistenzkassette (Ausnahmen: ptexRana-

mycin, pTRG - Tetracyclin). Falls notwendig, wurde die vartlane Klonierungskassette er-

setzt, so dass geeignete Restriktionsschnittestellen @diu. BamHI und Sall bzw. Xhol) zur

Verfligung standen. Vektorkarten aus@ler Plasmide befinden sich im Anhang E.

Tabelle 2.4: Eigenschaften der verwendeten Plasmide

Plasmid Anwendungsgebiete (Eigenschaften) Herkunft

pGEMT T/A-Klonierung Promega (Mannheim)

pET23aEEF prokaryotische Expression modifizierter pETRRavagen)
(His6- und EEF-Tag) Obermaret al. (1996)

pET23aT7 prokaryotische Expression modifizierter pET28avagen)
(His6- und T7-Tag) Obermanet al. (1996)

pGEX-4T-1  prokaryotische Expression (GST-Tag) AmershBamiburg)

pACT2 Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente Clontech (BD Bimswes, Heidelberg)
(GALA4 activation domaimdybridanteil, LEU2)

pLexPd Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente modifizierter pAgClontech)
(LexA DNA binding domaihlybridanteil, TRP) Stenmarket al. (1995)

pMypT7 eukaryotische Expression modifizierter pCAT 3-Erdea (Promega)
(Myomesin-Promotor, T7-Tag) Pacholsky (2003)

pMypG eukaryotische Expression modifizierter pCAT3-Erdear{Promega)

(Myomesin-Promotor, EGFP-Tag)

Pacholsky (2003)
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Tabelle 2.5: cDNA-Bibliotheken

cDNA-Bibliothek Plasmid  Herkunft
Human Heart MATCHMAKER cDNA Library pACT2  Clontech
Human Skeletal Muscle MATCHMAKER cDNA Library pACT2  Clorde
BacterioMatch Human Fetal Heart cDNA Library pPTRG Stratagye

2.1.6 Kulturmedien

2.1.6.1 Molekularbiologie

Tabelle 2.6: Kulturmedienr die Molekularbiologie

Name Zusammensetzung

LB-Medium 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl pro LiteH {,5
SOB-Medium 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,59 g NaCl, 0,19@) gro Liter, pH 7,0
SOC-Medium 5 mM MgGl, 5 mM MgSQ,, 20 mM Glucose in SOB-Medium
YPD-Medium 20 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 20 g Glucose pitet, ipH 6,5

DOB-Medium 1,7 g Yeast Nitrogen Base, 20 g Glucose, 5 g{NBO, pro Liter, pH 5,8
mit entsprechenden Aminagresupplementen (-L, -W, -H, -LW, -LWH; Clontech)

Fur Festmedien wurde 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt.

2.1.6.2 Zellkultur

Tabelle 2.7: Kulturmedieniir die Zellkultur

Name Zusammensetzung

PtK-Medium 10 % FCS, 4 mM L-Glutamin, 2 mM Na-Pyruvat, 100 URenicil-
lin, 1 ug/ml Streptomycin in DMEM

C2C12-Proliferations-Medium 15 % FCS, 4 mM L-Glutamin, 100n! Penicillin, 1 ug/ml Strep-
tomycin, 1 % NEAA in DMEM

C2C12-Differenzieruns-Medium 0,4 % Ultroser G, 4 mM L-Glotin, 100 U/ml Penicillin, lug/ml
Streptomycin, 1 % NEAA in DMEM

HSkM-Proliferations-Medium 20 % FCS, 2 % Ultroser G, 4 mM lu@min, 100 U/ml Penicillin,
1 pg/ml Streptomycin, 1 % NEAA in DMEM

HSkM-Differenzieruns-Medium  SKMD-Fertigmedium (Pronedic Heidelberg)

Fiur C2C12- und HSkM-Zellen wurde DMEM ohne Phenolrot verwendet



Material und Methoden 22

2.1.7 Antibiotika

Fur die Molekularbiologie wurden folgende Antibiotikakar#rationen eingesetzt:

Tabelle 2.8: Antibiotika

Antibiotikum Arbeitskonzenration
Carbenicillin 100ug/ml
Chloramphenicol 34g/ml
Kanamycin 50ug/mi
Tetracyclin 50ug/ml

2.1.8 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten praren Antilorper sind im Anhang (Tab. B.1) zusammenge-
stellt. Geeignete Sekuadantilorper (Meerrettichperoxidase-Konjugate (HRP Q) Western-
blots; Fluoreszenzfarbstoff-Konjugaté fimmunfluoreszenz) wurden von Dianova (Hamburg)

bzw. Molecular Probes (MoBiTec,d@&ingen) bezogen und sind in Tab. B.2 aufgelistet.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Standardmethoden wurden nach Auswdiel.(1987) und Sambroodt al. (1989) durchgafhrt.

2.2.1 Reverse Transkription

Gesamt-RNA wurde aus kultivierten undifferenzierten urtédenzierten HSkM-Zellen (s. Ab-
schnitt 2.5.1) mit Hilfe de&RNA Isolation Kit(Stratagene) isoliert (Scbderet al., 2000). Fir
Reverse-Transkriptase-Reaktionen wurde jewejlg RNA von differenzierten HSKM (Tag 3)
mit Hilfe desExpand Reverse Transcriptase KRoche Diagnostics, Mannheim) und eines spe-
zifischen Primers bei 42C 1 h lang in cDNA umgeschrieben. Die Reaktionsprodukte wurde

sofort in PCR-Reaktionen eingesetzt oder bei~C@elagert.
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2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Mit PCR-Reaktionen wurden Teilstke aus cDNA Sequenzen spezifisch amplifizidit. &a-
lytische PCRs wurde ein Tag-DNA-Polymerase-System (Pyfgesn mit Ammoniumsulfat,
Fermentas) nach Angaben des Herstellers verwendet. Ein RGREA(5QuI) enthielt ca. 50 ng
Matrizen-DNA, je 20 pmol der beiden Primer, je 2001 dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Roth) und

1 U Taqg DNA-Polymerase. Die Reaktionsmischung wurde folgemdemperaturprofil unter-

worfen:
Denaturierung 2,5 min bei 94C
35 Zyklen 1) Denaturierung 45 sec bei 9@
2) Annealing 30 sec bei 6TC (55-65°C)
3) Elongation 1 min pro kb bei 72C
Finale Elongation 10 min bei 72C
Kihlung 4°C

Fur praparative PCR-Reaktionen wurden ein Pfu-DNA-Polymerasée8y¢Fermentas) oder
dasExpand Long Template PCR Syst@®oche Diagnostics) nach Angaben der Hersteller ver-
wendet.Uber die Primer wurden ggf. geeignete Restriktionsschalleh eingefihrt. Eine Ta-

belle mit den Sequenzen der verwendeten Primer befindeinsiéimhang (Tab. D.1).

2.2.3 Zielgerichtete Mutagenese und andere, PCR-basierte Kloniergs-

strategien

cDNAs, die ir die mutierten MLP-Proteine W4R, L44P und S54R E55G kodieneirden

von C. Geier (Humboldt-Universit Berlin) zur Verfigung gestellt. Zielgerichtete Mutagenese
wurde verwendet, um eine cDNAIf MLP C58G herzustellen (Geiet al, 2003). Die cDNA
wurde zutachst in zwei Teilgicken mittels PCR amplifiziert und daki#er geeignete Primer
ein Basenaustausch eingbft. In einer zweiten PCR wurden die beiden Téitke als Template
eingesetzt, um eine kontinuierliche, mutierte cDNA zu &dma

Eine ahnliche Strategie (ohne Eiitirung von Fehlbasen) wurde verwendet, um aus partiellen
cDNAs eine kontinuierliche cDNA zu erhalten, falls keinespanden Restriktionsschnittstellen
vorhanden waren. Dazu wurde die cDNA in zwei Téitdten amplifiziert, die in einem kurzen
Sequenzbereictiberlappten. Die beiden Teilstke wurden in einer zweiten PCR als Template

eingesetzt und so eine kontinuierliche cDNA erhalten.
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2.2.4 Restriktionsverdau

Um isolierte Plasmide hinsichtlich des klonierten Insemtsiiberpiifen, wurden analytische
Restriktionsverdaue durchggdrt. Dazu wurden ca. 100 ng DNA mit 1-2 U Restriktionsendo-
nuklease in 1Qul geeignetem Puffer (Fermentas) bei 7 1 h lang inkubiert. Er praparative
Ansatze wurde die 10-fache Menge an DNA und Restriktionsendeaskn eingesetzt und die

Inkubationszeit auf 5—16 h edht.

2.2.5 Gelelektrophorese

Es wurden Gele mit 1-2 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer (40 mMsTAcetat, 1 mM EDTA,
pH 8,3), versetzt mit Ethidiumbromid (g/ml), verwendet. Die Proben wurden mit 0,2 Vo-
lumina Gelladepuffer (Fermentas) gemischt und auf das Ggke#&ragen. Als Gi3enstandard
dienten Marker-DNAs bekannter &3e (z. BGeneRuler 1 kb DNA Laddgfermentas). Analy-
tische Minigele wurden bei 100 V, gBere Gele bei 150 V in TAE-Puffer aufgetrennt. Anschlie-
Rend wurden die Gele dokumentiert (GelDoc, Biorad), ineeende Banden unter UV-Licht

ausgeschnitten und mit Hilfe d€dAquick Gel Extraction Ki{Qiagen, Hilden) aufgereinigt.

2.2.6 Ligation

Vektoren und Inserts mit passenden &siven Enden (z. B. Mlul und Sall) wurden durch Re-
striktionsverdaue erhalten. 200 ng Plasmid-DNA wurdeneiiem 3-fachen molaredber-
schuss Insert-DNA und 0,5 U T4-DNA-Ligase in Ligase-Pufi@esamtvolumen 1@l, Fer-
mentas) bei 16C Uber Nacht inkubiert und anschlie3erinl Transformationen eingesetzt.
Alternativ konnten ungeschnittene Tag-PCR-Produkte mit dGEbei 4 °C ligiert werden

(, T/A-Klonierung", pPGEMT Vector SystenPromega). Die transfomierten Bakterien wurden in
diesem Fall einer Blau-Weil3-Selektion (Test auf 3-Galadése-Aktivitat) unterzogen (s. u.).

2.2.7 Transformation in E. coli

100 ul transfomationskompetente Bakterien (JM109 bzw. BL21; tédltsng beschrieben in
Obermanret al, 1996) wurden mit 1Qul Ligationsansatz (s. Abschnitt 2.2.6) oder 50 ng zir-

kularer Plasmid-DNA gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nagtem Hitzeschock von
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80 sec bei 42C (Wasserbad) wurde der Ansatz 5 min auf Eisigek mit 1 ml SOC-Medium
versetzt und 1 h bei 37C im Schuttler inkubiert. Nach Sedimentation (Tischzentrifugejrde
das Pellet in 10Q: SOC-Medium aufgenommen und auf LB-Agar-Platten mit entdpea-
den Antibiotika-Zu&tzen ausplattiert undber Nacht bei 37C inkubiert. Fir Blau-Weil3-
Selektionen wurde den Platten 0,5 mM IPTG und.@@ml X-Gal zugesetzt.

Alternativ konnten Bakterien auch durch Elektroporati@angformiert werden (beschrieben in
Kempa, 2001). Verwendete Parameter waren hierbei: Spgn2yankV, Kapaziat 25 mF und
Widerstand 300 2.

2.2.8 Isolierung von Plasmid-DNA

Fur Plasmid-Isolierungen im Mini-Maf3stab wurden 3—-10 ml Ldfum (versehen mit ent-
sprechenden Antibiotika) mit einer einzelnen Kolonie amgt und tiber Nacht bei 37C im
Schittler inkubiert UbernachtkulturlUNK).

Fur die meisten Anwendungen erfolgte die Isolierung voniidsDNA ausUbernachtkulturen
durch TELT-Puffer-Lyse und anschlie3end#léng (Pacholsky, 2003). DNAIf Sequenzierun-
gen wurde mit deriVizard Plus SV Miniprep KitPromega) aufgereinigt. Quantifizierungen von
DNA-Mengen wurden relativ zu StandarddgssRuler DNA LaddeFermentas) mit Hilfe der
QuantityOne-Software (Biorad) vorgenommen.

Die Praparation giRerer DNA-Mengen erfolgte ausgehend von 25-5@MK mit Hilfe des
Plasmid Midi Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben. Die Reinheit und Konaeoitr der DNA
wurden spektroskopisch durch Messung der Absorption b@in®é und 280 nm in TE-Puffer
(20 mM Tris/HCI, 1 m EDTA, pH 8,0) bestimmt.

Um die Integritt der Klonierungsendprodukte aberpiifen, wurden die Plasmide durch kom-

merzielle Anbieter (AGOWA, Berlin; SeqLAB, @tingen) sequenziert.
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2.3 Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente

2.3.1 Transformation in L40
2.3.1.1 Patransformation

Plasmidfreie L40-Hefen wurdeiaber Nacht bei 30C in YPD kultiviert. 1,5 ml der Kultur
wurden pelletiert (5009, 5 min), in 500ul Transformationsmischung (s. u.) resuspendiert und
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zusatz vopHDMSO wurden die Hefen einem
Hitzeschock von 12 min bei 42C (Wasserbad) ausgesetzt, pelletiert, mit Wasser gewasche
und in 1 ml YPD-Medium 1 h bei 30C gesclittelt. Die Hefen wurden erneut mit Wasser
gewaschen, in 8@l TE aufgenommen und auf entsprechende Selektionsmedi@B-{Dfur
pPACT2, DOB-W fur pLexPd) ausplattiert. Nach 3-5 Tagen bei°8wurden transformierte

Kolonien sichtbar.

Transformationsmischung: 33,3 % (w/v) PEG-4000, 0,1 M latst, 200:g/ml ssDNA, 2u.g/ml Plasmid-
DNA in TE-Puffer

TE (10-fach): 100 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, pH 7,5

2.3.1.2 Kotransformation

Die Ansatzgol3e wurde je nach Art des Experiments variiefir Bie Kotransformation mit
einer cDNA-Bibliothek wurde eine ptransformierte L40 Kolonie in 50 ml Selektionsme-
dium (DOB-W) inokuliert und 12-20 h bei 30C im Schuttler inkubiert. Mit Hilfe einer
Neubauer-Ahlkammer wurde die Zellzahl bestimmt, eine entsprecheMi@éamge Kultur
pelletiert und in 300 ml YPD resuspendiert, so dass einalitéile von ca. B0 /ml erreicht
wurde. Die Hefen wurden bei 30C bis zu einer Zelldichte von-20" /ml kultiviert (ca.
3-4 h), pelletiert, mit Wasser gewaschen und in 6 ml 100 mMdetat aufgenommen. Nach
15 min Inkubation bei 30C wurde erneut pelletiert, in 21,6 ml Transformationsmisah
(s. u.) resuspendiert und 30 min bei 3D inkubiert. Nach Zugabe von 0,1 Volumina DMSO
erfolgte ein Hitzeschock von 15 min bei 4 (unter Schwenken, Wasserbad). Die Hefen
wurden mit Wasser gewaschen, in 80 ml YPD befBQL h lang gesdittelt, erneut gewaschen
und auf ca. 30 Selektionsplatten (14 cm, DOB-LWH) ausplatti#ur Bestimmung der
Transformationseffizienz wurden definierte @ndungen auf DOB-LW ausplattiert. Nach 5-7
Tagen bei 30C wurden kotransformierte Kolonien sichtbar.

Fur gezielte Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente wurde dagdékall wie folgt modifiziert: Die
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pelletierten Hefen wurde in 1,5 ml 100 mM LiAcetat aufgenoemmJe 10Q:I davon wurden
mit 700 ul Transformationsmischung, die jedochufy Plasmid-DNA enthielt, resuspendiert.
Die Ansatze wurden nach dem Hitzschock (12 min) wi@tpansformierte Hefen behandelt
(s. 0.) und auf Selektionsplatten (DOB-LW) ausplattiert.

Transformationsmischung: 33,3 % (w/v) PEG-4000, 0,1 M latat, 250ug/ml sSDNA, 25ug/ml cDNA-
Bibliothek in TE-Puffer

2.3.2 Selektion auf Aminoguremangelmedien

Das Prinzip des verwendeten Hefe-Doppel-Hybrid-Systeathmehrfach beschrieben worden
(Fields und Song, 1989; Vojtedt al,, 1993; Clontech, 2000).

Die Abwesenheit von Leucin bzw. Tryptophan im Medium (DOBOB-W) wurde benutzt,
um auf Transformation mit pACT2 bzw. pLexPd zu selektiereotr&nsformierte Hefen wur-
den auf DOB-LW selektiert.

Pratransformierte Hefen wurden mit Histidin-MangelmediudOB-H) auf Autoaktivierung
uberpiift. Wiesen die Hefen autoaktivierendes Potential auf,deuallen weiteren Medien
1-5 mM 3-Aminotriazol (3-AT) zugesetzt.

Eine Aktivierung deHIS3 Reportergenes (d. h. Test auf Interaktion) wurde auf DOB-LWH
Plattentberpiift. Durch zugesetztes 3-AT (0,5-5 mM) konnte diargé der Aktivierung semi-

guantitativ abgesdizt werden.

2.3.3 [R-Galactosidase-Assays

Neben denHIS3-Reportergen veiigen L40-Heferiber einlacZ-Reportergen, dessen Aktivie-
rung durch Messung der 3-Galactosidase-Akiivifualitativ und quantitativ analysiert werden

kann.

2.3.3.1 Festphasen-Assay

Hefen wurden auf Nitrozellulose (Schleicher und @thDassel) angeimpft und auf entspre-
chenden Mangelmedien bei 3C 2—-3 Tage kultiviert. Die Hefen wurden durch wiederholtes

Einfrieren in flissigem Stickstoff und Auftauen lysiert, die Nitrozellsdoauf ein Filterpapier,
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getrankt mit X-Gal-Farbebsung (s. u.), gelegt und bei 3C inkubiert. Die Blau&rbung wurde
nach 30 min bis 4 h dokumentiert.

X-Gal-Farbebsung:  3Qul B-ME, 170ul X-Gal (50 mg/ml in DMF), 10 ml Z-Puffer
Z-Puffer: 60 mM NaHPQ,, 40 mM NaH,PQ,, 10 mM KCI, 1 mM MgSQ, pH 7,0

2.3.3.2 FUssigphasen-Assay

Die Messung der 3-Galactosidase-Ak&titn Flissigphase eraglicht quantitative Aussagen
uber die Aktivierung detacZ-Reportergenes (Clontech, 2000).

4 ml YPD-Medium wurden mit 1 ml einer HefddNK angeimpft und bei 30C im Schittler

3 h lang inkubiert. Bei der Ernte wurde die OD bei 600 nm bestimna ein Aliquot (1,5 ml)
pelliert, mit Z-Puffer gewaschen und in 100 Z-Puffer resuspendiert. Nach Lyse durch 5
Einfrier-Auftau-Zyklen (s. 2.3.3.1) wurden 70@ R-ME/Z-Puffer zugegeben und die Re-
aktion durch 160ul ONPG-Substratisung gestartet. Die Inkubation erfolgte bei ]D bis
Gelbfarbung beobachtbar war (2-16 h). Nach Abstoppen der Reakiiio00 1 1 M Na,CO;
wurden Zelltiimmer abzentrifugiert (13000 rpm, 15 min) und die OD tiserstandes bei
420 nm bestimmt. Als Leerwert diente eine gleichartig bele#te Probe ohne Hefen. Die
3-Galactosidase-Aktivat A ergibt sich wie folgt (Miller, 1972):

1000 - OD 9
N t-V. O.D600
t Inkubationszeit, V Verdnnungsfaktor (hier 15), O3, und ODy,, Optische Dichten bei 420 nm und 600 nm

3-ME/Z-Puffer: 0,27 ml 3-ME auf 100 ml Z-Puffer
ONPG-Substrafisung: 4 mg/ml ONPG in Z-Puffer

2.3.4 Isolation von Plasmid-DNA aus Hefen

Um mogliche Interaktionspartner aus einem cDNA-Bibliothekse®n zu identifizieren,
wurden Beuteplasmide (pACT2) aus kotransformierten Hefefieis, die eine deutliche
Aktivierung beider Reportergene zeigten. Dazu wurden 5 nékSensmedium (DOB-L)
angeimpft und bei 30C uUber Nacht gesdlitelt. Die Hefen wurden pelletiert, mit 0,3 ml
Hefe-Lysispuffer (s. u.), 0,3 ml Phenol/Chloroform/Isodatiohol (25:24:1) und 0,3 ml
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Glasperlen (d = 0,2 mm, Roth) gemischt und 2 min gevortexthNamtrifugation (13000 rpm,
5 min) wurde die vassrige Phase mit 0,2 Volumina 3 M NaCl und 0,75 Volumina Ispanol
gefallt, zentrifugiert (13000 rpm, 5 min), das Pellet mit 70 %h&tol gewaschen und in 20
Wasser géist. Rir die nachfolgende Elektrotransformatiorncoli wurde 1ul isolierte DNA
verwendet.

Hefe-Lysispuffer: 0,2 % (w/v) Trition X-100, 1 % SDS, 100 mMallIl, 20 mM Tris/HCI,
1 mM EDTA, pH 8,0

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Expressionskulturen

Fur die Expression rekombinanter Proteine wur@ercoli BL21 S&amme verwendet, die mit
cDNA-Fragmenten — kloniert in prokaryotische Expresspasmide — transformiert wurden.
200 ml LB- bzw. SOC-Medium (mit entsprechenden Antibiotikajrden 1:100 mit einddNK
angeimpft, bei 37C bis zu einer Olg), von 0,8-1,0 kultiviert und die Proteinexpression durch
Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert. Zur Expression von LIM-Caomen wurde dem Medi-
um 0,2 mM ZnC} zugesetzt. Die Kulturen wurden weitere 3-4 h lang bePB0gescililttelt,
anschliel3end pelletiert (5000 10 min) und bis zur Aufreinigung bei -2@ gelagert.

2.4.2 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Soweit nicht anders vermerkt, erfolgen alle nachfolgerteigmritte bei 4C.

2.4.2.1 Aufreinigung unter Verwendung des His6-Tags

Die Reinigung erfolgte mit Hilfe deQiaExpressionist-Kiunter nativen Bedingungen (Qia-
gen). Das Bakterienpellet wurde aufgetaut (15 min), in 5 ndigguffer (s. u.) resuspendiert
und 30 min lysiert. Nach Ultraschallbehandlung (3x 10 sec3@eW) wurden unbsliche
Bestandteile sedimentiert (18000 20 min) und detUberstand mit 1 ml Ni-NTA-Agarose
(Qiagen) unter Schwenken inkubiert. Die Ni-NTA-Agarosersiauf eine Leeiile (Qiagen)

uberfuhrt, dreifach mit 5 ml Waschpuffer (s. u.) gewaschen undugdbnes Protein mit
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5x 250l Elutionspuffer (s. u.) eluiert. Die Fraktionen mit deradihsten Proteingehalt wurden
zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.
Ni-NTA-Lysispuffer: 50 mM NaHPO,, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 1 mg/ml Lysozym, Protease-
inhibitoren, pH 8,0
Ni-NTA-Waschpuffer: 50 mM NakPQOy, 300 mM NacCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0

Ni-NTA-Elutionspuffer: 50 mM NaHPQy, 300 mM NacCl, 250 mM Imidazol, Proteaseinhibitoren, pH 8,0
Proteaseinhibitoren: bM E64, 1ug/ml Leupeptin, 1Q:g/ml Trypsin-Inhibitor, 0,25:g/ml Pepstatin A

2.4.2.2 Aufreinigung unter Verwendung des GST-Tags

Zur Reinigung von GST-Fusionsproteinen erfolgt die Lyse wHglaschallbehandlung von
Bakterienpellets wie unter 2.4.2.1 beschrieben (Lysigof u.). Vor der Zentrifugation wurde
Triton X-100 zugegeben (Endkonzentration 1 %). Disliche Proteinfraktion wurde mit
500 ul GSH-Agarose Glutathione-Uniflow ResinClontech) 1 h unter Schwenken inkubiert,
dreimal mit 5 ml PBS gewaschen und gebundenes Protein mit Gx.PBlutionspuffer (s. u.)
eluiert. Die Fraktionen mit demdchsten Proteingehalt wurden gegen PBS dialysiert und zur

weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

GST-Lysispuffer: 1 mg/ml Lysozym, ProteaseinhibitorePBBS
GST-Elutionspuffer: 5 mM GSH, 50 mM Tris/HCI, Proteasehitaren, pH 8,0
PBS: 0,14 M NacCl, 3 mM KClI, 2 mM KHPOy, 10 mM NaHPQ,, pH 7,4

2.4.3 Proteinbestimmungsmethoden
2.4.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Fur die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurdeRiagein Assay Kii{Biorad) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Die Proteine wurdeBB werdinnt, mit Reagenz ver-
setzt und nach 5 min die OD bei 650 nm im ELISA-Reader bestimistKalibrierstandards
dienten Verdnnungen vony-Globulin in PBS (0-200.g/ml). Es wurden routine&fig Drei-
fachbestimmungen durchggdrt.



Material und Methoden 31

2.4.3.2 Proteinbestimmung mit Hilfe von Extinktionskoeffizenten

Eine Alternative zu relativen Proteinbestimmungsmethaostellt die Messung der Extinktion
bei bekannter Amindauresequenz dar.

Die Extinktion (bei 280 nm) von Protei@ungen wurde in 6 M Guanidin-Hydrochlorid
(GuHCI) an einem UV-VIS Spektrometer bestimmt. Mit Hilfe eminkrementsystems, das
die Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Cystein beksichtigt (Pacet al,, 1995), wurden
Extinktionskoeffizienten (s. u.) berechnet und die Prdtanzentration ermittelt.

Verwendete molare Extinktionskoeffizientefin I/mol/cm):
NRAP LI: 17510, NRAP LIr02: 35430, MLP WT: 23650, MLP C58G: 225 «-Actinin 2: 125620

2.4.4 Zinkbindungsexperimente

Definierte Mengen gereinigter, rekombinanter Proteiné—«®,mg) wurden lyophilisert und
mit 0,25 ml Salpetedure (65 % (w/v), Suprapur, Merck) bei Rlber Nacht oxidiert.
Die Proben wurden mit 10 ml Wasser aufigitf und der Zinkgehalt durch Messungen bei
213,8 nm (Zinklinie 122. Ordnung) an einem Induktiv-gekelpgn-Plasma-Atom-Emissions-
Spektrometer (ICP-AES) bestimmt. Als Leerwert diente ele&bartig behandelte Probe ohne
Protein. Mit Hilfe der bekannten eingesetzten ProteinnegRgoteinbestimmung eines Aliquots

nach 2.4.3.2) wurde das Veiinis gebundene Zink-lonen pro Mol@kberechnet.

2.4.5 Thermolysin-Verdau

Proteinbsungen (ca. 1 mg/ml in PBS) wurden mit Thermolysin (E.C.3.22, Sigma; 3000-
facher molarer Unterschuss) bei 37 inkubiert. Nach definierten Zeitpunkten wurde der Ver-
dau durch Zugabe von SDS-Probenpuffer gestoppt. Nach Desraing (2 min bei 95C)
wurden die Proben durch SDS-PAGE nach&yder und Von Jagow analysiert.

2.4.6 Gelelektrophorese
2.4.6.1 SDS-PAGE nach Laemmli

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Beatiggn erfolgte routine&tfiig mit
einem SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese-SystemS$BGE) nach Laemmli (1970).
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Dazu wurden diskontinuierliche Gele (Trenngele 8 bis 14 % FRoth), Sammelgel 3 % PAA)
verwendet. Die Protein-Proben wurden vor dem Auftragen®i#b Volumina Probenpuffer
(s. u.) versetzt und 2 min bei 9% denaturiert. Nach stromkonstanten Lauf (15 mA pro
Gel) wurden die Gele mit Coomassie G250 (Serva, Heidelbexffylot oder die Proteine auf

Nitrozellulosemembranen transferiert.

SDS-Probenpuffer (5-fach): 5 mM EDTA, 30 % Glycerol, 60 mMsCI, 15 % SDS, 7,5 % [3-ME,
0,1 % Bromphenolblau, pH 6,8

Acrylamid-Ldsung: 30 % Acrylamid/Bis-Acrylamid (37,5:1)

Trenngel-Puffer: 375 mM Tris/HCI, 0,2 % SDS, pH 8,8

Sammelgel-Puffer: 125 mM Tris/HCI, 0,2 % SDS, pH 6,8

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,8
Coomassie-&rbebsung: 0,1 % Coomassie G250, 50 % (v/v) Methanol, 20 % (v/g)gssure
Entfarber: 10 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsre

2.4.6.2 SDS-PAGE nach Sdgger und Von Jagow

Fur die Auftrennung von kleinen Proteinfragmenten und Reptiwurde ein SDS-PAGE-

System nach Ségger und Von Jagow (1987) verwendet. Es tigtfUber eine bessere

Trennleistung und unterscheidet sich vom Laemmli-Systanmddass Stufengradientengele
(16,5 % PAA, 10 % PAA, 4 % PAA) und getrennte Anoden/Katho@erfer (s. u.) verwendet

werden.

Gelldsungen: 16,5 % PAA, 12 % Glycerol in Gelpuffer
10 % PAA, 12 % Glycerol in Gelpuffer
4 % PAA in Gelpuffer

Gelpuffer (3-fach): 3 M Tris/HCI, 0,3 % SDS, pH 8,45
Anodenpuffer: 0,2 M Tris/HCI, pH 8,9
Kathodenpuffer: 0,1 M Tris/HCI, 0,1 M Tricin, 0,1 % SDS, pH28,

2.4.6.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese

(non equilibrium pH gradient electrophoresjNEPHGE)

Fur die Auftrennung nach Ladungseigenschaften wurden NHRHKGpillargele (s. u.)
gegossen (O’Farrebt al,, 1977). Die Proben wurden mit 5 Volumina 1 % 3-ME in Ethanol
gefallt (30 min, -80°C) und zentrifugiert (22009, 20 min, 4°C). Das Pellet wurde mit 1 %
3-ME in Ethanol gewaschen, getrocknet, in|INEPHGE-Probenpuffer (s. u.) aufgenommen
und 30 min bei 37C inkubiert. Die Proben wurden auf die Kapillargele aufggén und mit
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10 ul Overlaypuffer (s. u.liberschichtet. Die Auftrennung erfolgte bei 40@ker 4 h, wobei
Zytochrom c als Markerprotein diente. Nach Beendigung desdsawurden die Gele aus den
Kapillaren herausgetickt, 5 min mitAquilibrierungspuffer (s. u.) inkubiert und bei -8C
gelagert.
Die Auftrennung nach dem Molekulargewicht in der zweitermBnsion erfolgte mittels
SDS-PAGE nach Laemmli.

NEPHGE-Kapillargele: 9 M Harnstoff, 4 % Acrylamid, 2 % NP;40,5 % Ampholyte 7-9,

0,5 % Ampholyte 8-10
NEPHGE-Probenpuffer: 9,5 M Harnstoff, 2 % NP-40, 2 % AmpiwIy-9, 1 % R-ME

Overlaypuffer: 8 M Harnstoff, 5 % NP-40, 1 % Ampholyte 7-9, S3%ME
Kathodenbsung: 10 mM HPGQ,
Anodenbsung: 20 mM NaOH

Aquilibrierungspuffer: 60 mM Tris/HCI, 2 % SDS, 100 mM DTT) 26 Glycerol, 0,05 % Brom-
phenolblau, pH 6,8

2.4.7 Proteintransfer
2.4.7.1 Semidry-Methode

Der Proteintransfer auf Nitrozellulose (Roth) im Semiddhren erfolgte zwischen mit
Transferpuffer getinkten Filterpapieren (Whatman, Roth; 20 % (v/v) Methanol DSS
Laufpuffer) 90 min lang bei 54 mA pro Gel. Die Effizienz des fiséers wurde durch&bung
mit Ponceau-Rot (s. Abschnitt 2.4.7 i)erpiift.

2.4.7.2 Tankblot-Methode

Fur einen besonders effizienten Transfer und grof3e Proteinel0 kD) wurde ein

Tankblotpuffer-System (s. u.) bei 4C verwendet. Die Strom&tke und Transferdauer
wurden an die ProteingRe angepasst (1-3 Ah; z. B. 3 h bei 330 nilA50 kD sowie 15 h bei

200 mA fur 200 kD).

Ponceau-Rot-&bebsung: 0,1 % (w/v) Ponceau-Rot, 3 % (w/v) Trichloressige
Tankblotpuffer: 25 mM Tris, 18 % (v/v) Methanol, 192 mM GlIy¢i0,01 % SDS
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2.4.8 Immundetektion

Die Nitrozellulose-Membranen wurden mit Magermilchpultadockiert (Humana, 4 % (w/v)
in TBST). Nach Inkubation mit prigwrem Antilorper (verdinnt in Blockierbsung; RT 1,5 h
oder 4°C uber Nacht) wurde mehrfach mit TBST gewaschen und anschiic@t Se-
kundarantilorper inkubiert (HRPO-Konjugate veidnt in TBST; 1 h bei RT). Nach weiterem
Waschen wurden die gebundenen konjugierten Enzyme durcimiCineineszenz (ECL)
detekiert.

Eine quantitative, densitometrische Auswertung digtafier Blots erfolgte mit Hilfe der
QuantityOne-Software (Biorad).

TBST: 50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7,9

ECL-Kit: SuperSignal West Pico Chemiluminescent Subst(Bterce, Perbio, Bonn)
ECL-Filme: Hyperfilm ECL (Amersham)

2.4.9 Immunprazipitation

Fur Immunp@zipitationsexperimente wurden rekombinante Proteiaed(2 nmol) und An-
tikorper (ca. 1:g) in IP-Puffer (s. u.) gemischt und bei°€ 1 h inkubiert. Nach Zugabe von
40 ul Protein-G-Beads (Dynabeads, Dynal Biotech, Hamburg) wureiéere 30 min bei 4C
unter Schwenken inkubiert. Die Beads wurden anschlie3ezithdh mit IP-Puffer ohne BSA
gewaschen und die gebundenen Proteine mjtIZDS-Probenpuffer (2-fach) eluiert.
Kompetitionsexperimente (s. Abschnitt 3.3.2.2) wurdernteunidentischen Bedingungen

durchgetihrt, die Proteinmengen jedoch variiert (40 pmol bis 1 nmaPRWVT).

IP-Puffer: 1 % BSA, 0,05 % Triton X-100, Proteaseinhibitore PBS

2.4.10 Antigen-Antikorper-Blockierungsassay

Um die Spezifiit eines polyklonalen Antirpers zuuUberpiifen bzw. durch selektive
Absattigung regionsspezifische Seren zu erhalten, wurdeniverthgen des Antikpers
(10-fache Konzentration deiiblichen Verdinnung) mit rekombinanten Proteinfragmenten

(100 pg/ml) bei 4°C uber Nacht inkubiert. Als Kontrolle diente eine Inkubatiorit einem
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nicht-relevanten Kontrollprotein. Nach Zentrifugatidk8000 rpm, 3 min) wurden die Aatze

fur Westernblot- und Immunfluoreszenz-Analysen eingesetzt

2.4.11 Westernblot- und Dotblot-Overlay-Experimente

Fur Dotblot-Overlay-Experimente wurden Vémhungen rekombinanter Proteine (jel)l auf
Nitrozellulose-Membranen (BA-85, Schleicher und &lhaufgebracht. Als Kontrolle diente
BSA (1 mg/ml). Die Streifen wurden luftgetrocknet.

Fur Westernblot-Overlay-Experimente dienten auf Nitrbdete transferierte Proteine (je
5 19), die zuvor durch SDS-PAGE aufgetrennt wurden.

Nach Blockierung mit Magermilchpulver bei°€ tber Nacht (s. Abschnitt 2.4.8) wurden die
Membranen mit Protein, veidint in Blockierbsung, 1,5 h bei RT inkubiert. Die Membran-
streifen wurden dreifach mit TBST gewaschen und gebundem¢siPlber seinen Immunotag

nachgewiesen (s. Abschnitt 2.4.8).

2.4.12 Invitro Phosphorylierung

Fur in vitro Phosphorylierungen wurden je /& rekombinante Proteinfragmente mit 20 U
aktivierter, rekombinanter p4@itogen activated protein kinas@42-MAPK; New Eng-
land BioLabs, Frankfurt/M.) und 10@M ATP (1 uCi ~-[33P]-ATP, Hartmann Analytic,
Braunschweig) in 2Qul Kinase-Puffer (s. u.) 30 min bei 30C inkubiert. Die Reaktionen
wurden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer und anschlief¥@edaturierung (95C, 2 min)
gestoppt. Nach Auftrennung der Proben durch SDS-PAGE wuddegetrockneten Gelgber
Nacht autoradiographiert.

Fur Westernblot-Overlay-Experimente und zweidimensien&lektrophorese erfolgte die
Phosphorylierung nur mit nicht-markiertem ATP (2 mM)irFdie zweidimensionale Elek-
trophorese wurden auch Phosphorylierungen mit Tritomgkt¢n von HSkM-Zellen (1Q.g
Gesamtprotein, s. Abschnitt 2.5.3) durchiget.

Kinase-Puffer: 50 mM Tris/HCI, 10 mM Mgg] 1 mM EGTA, 2 mM DTT, 0,01 % Brij 35,
0,5 mM SoV, Proteaseinhibitoren, pH 7,5
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2.4.13 HPLC

Fur die Identifizierung von Phosphopeptiden wurden rekomnti@ Proteinfragmente mit und
ohne p42-MAPK in 10-facher Ansatzifse inkubiert (s. Abschnitt 2.4.12), mit O, Trypsin
(sequencing gradeRoche Diagnostics) in 50 mM NHICO; (pH 7,8) bei 37°C Uiber Nacht
verdaut und anschlief3end lyophilisiert. Die erhalteneptie wurden in 10Qul 0,1 % (v/v)
Trifluoressig&ure gebst unduber Umkehrphasen HPLC auf einer C1&u& aufgetrennt. Die
Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten von 0—-80 %)(MAcetonitril in 0,1 % (v/v)

Trifluoressiggure.

2.4.14 Massenspektrometrie

Ein Aliquot (1 ul) der Elutionsfraktionen (s. Abschnitt 2.4.13) wurde awid Probenhal-
ter mit 1,5l Matrixldsung (15 mg/ml DHB in 30 % Ethanol) gemischt und luftgetroetk
Anschliel3end wurden die Massenspekten an einem MALDI-Bpektrometer im Reflektor-
Modus aufgenommen.

Fur Fragmentierungsspektren wurde ein Fragmention im QupathMassenspektromter se-
lektiert und durch Kollision mit Argon die Fragmentierunggeregt. Da das Gar mit einer
Nano-ESI-Quelle ausgestattet war, konnten die Elutiaksfsnen hierbei ohne Vorbehandlung

eingesetzt werden.

2.5 Zellbiologische Methoden, Indirekte Immunfluoreszenz

und Mikroskopie

2.5.1 Zellkultur

Standard-Zellkulturtechniken (Auftauen, Passagieresh Himfrieren) wurden nach Freshney
(2000) und den Empfehlungen dEuropean Collection of Animal Cell Culturd&ECACC)
durchgetihrt. Alle verwendeten Zellen wurden bei 3Z, 5 % CQ und 100 % relativer Luft-

feuchte kultiviert. Die verwendeten Kulturmedien sind abI2.7 angegeben.
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2511 PtK2-Zellen

PtK2-Zellen wurden als leicht transfizierbares Modellsgsfur Nicht-Muskel-Zellen verwen-
det. Die Kultivierung erfolgte in PtK-Medium. Die Zellen wden fir Transfektionen bei einer

Konfluenz von 80 % eingesetzt.

25.1.2 HSKkM-Zellen

HSkM-Zellen wurden als Modellsysterirfdie myogene Differenzierung verwendet (Van der
Ven et al, 1992, 1993). Unter proliferierenden Bedingungen (HSkMliFarations-Medium)
wurden die Zellen bis zur fast volisdigen Konfluenz vermehrt. Die myogene Differenzierung
wurde durch den Wechsel einer konfluenten Kultur auf HSkNtebenzierungs-Medium indu-
ziert, welches nach 2 Tagen zu 50 % erneuert wurde.

In der Regel fusionierten die Zellen innerhalb von 2 Tagen altinuklearen Myotuben und

bildeten innerhalb von 4 Tagen kontraktile Myofibrillen aus

2.5.1.3 C2C1l2-Zellen

C2C12-Zellen dienten als transfizierbares Modellsystamdfe Muskeldifferenzierung. Die
Zellen wurden entweder unter proliferierenden Bedinguriggtiviert (C2C12-Proliferations-
Medium) oder bei 100 % Konfluenz die myogene Differenzierunduziert (C2C12-
Differenzierungs-Medium). Auch bei diesen Zellen erfel@ Tage nach Induktion der Dif-

ferenzierung ein 50 %-iger Mediumwechsel.

2514 NRC

Die Isolation, Kultur und Transfektion neonataler Rattedikamyocyten wurde von E. Ehler
(King’s College London, GB) durchgeélfirt (Langeet al, 2002).
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2.5.2 Transiente Transfektionen

Fur Transfektionehwurde das Transfektionsreagenz FuGene6 (Roche Diagrastick An-
gaben des Herstellers verwendet. Es wurden PtK2- und C2CHEnRZ80 % Konfluenz) in
35 mm Kulturschalen transfiziert. Dazu wurde ein GemischZaug der zulbertragenden
DNA mit 6 ul Transfektionsreagenz in 10d DMEM in das Kulturmedium gegeben. Nach
12-24 h erfolgte ein Mediumwechsel, C2C12-Zellen wurden idalreDifferenzierung indu-
ziert. Die Expressionsanalyse der rekombinanten Protgiiodgte 36—48 h nach Transfektion

fur PtK2 und 2—4 Tage nach Induktion der Differenzieruiig@2C12-Zellen.

2.5.3 Herstellung von Zell- und Gewebeextrakten
2.5.3.1 SDS-Totalextrakte

Gefrorene Gewebeproben (Biopsiematerial) wurden untdrldhg mit flissigem Stickstoff
pulverisiert und in SDS-Probenpuffer (2-fach, vorgemt auf 65°C) aufgenommen. Kultivier-
te Zellen wurden zweifach mit kaltem PBS gewaschen und dike@elach Zugabe von vor-
gewarmten SDS-Probenpuffer (2-fach) mit einem Zellschaber dex Kulturschale abgést.
Anschlie3end wurde in beiderafen 15 min bei 65C inkubiert, sonifiziert (10 sec, 20 W) und
unlosliche Anteile durch Zentrifugation abgetrennt (1300@ A5 min). Die Extrakte wurden

bei -80°C gelagert.

2.5.3.2 Triton-Extrakte

Kultivierte Zellen (100 mm Schalen) wurden zweifach mittkad PBS gewaschen, mit einem
Zellschaber von der Kulturschale abgst, in 1,5 ml PBS (mit Proteaseinhibitoren und 0,5 mM
SoV) aufgenommen und durch Zentrifugation pelletiert (908 min, 4°C).

Das Zellpellet wurde in Extraktionspuffer (s. u.) resuspert und 1 h auf Eis lysiert. Durch
anschlie3ende Zentrifugation (2209015 min, 4°C) wurden unbsliche Anteile abgetrennt.
Der Proteingehalt der Extrakte wurde nach Bradford bestintia Extrakte mit Glycerol

(10 % (v/v) Endkonzentration) versetzt und bei <€gelagert.

1Da keine stabilen Transfektionen durchigiaft wurden, wird der Begriff Transfektion* synonymiir ,transi-
ente Transfektion* verwendet.
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Extraktionspuffer: 1 % Triton X-100, 20 mM Tris/HCI, 2 mM EBT 138 mM NaCl, 5 mM DTT,
100 mM KClI, 0,5 mM SoV, Proteaseinhibitoren, pH 7,6

2.5.4 Gefrierschnitte von Geweben

Eine Ratte Rattus norvegicyswurde durch Genickbruch gkt und die Organe (z. B. Herz,
M. soleu$ prapariert. Die enthommenen Organe wurden sofortiissigem Stickstoff schock-
gefroren und bei -80C gelagert. Desweiteren stand bei <€Dgelagertes humanes Biopsiema-
terial zur Verfigung.

Es wurden 5-1Q:m dicke Gefrierschnitte an einem Gefriermikrotom bei *ZDangefertigt,
diese auf Objekttigeruberfihrt, 30 min bei RT getrocknet und bis zur Fixierung bei <80

gelagert.

2.5.5 Fixierung und Permeabilisierung von Zellen und Gefrierschitten
2.5.5.1 Methanol-Aceton-Methode

Gewebe-Gefrierschnitte und auf Dechkgérn kultivierte HSkM-Zellen wurden routin@fig
mit dieser Methode fixiert; HSkM-Zellen wurden zuvor zwetfanit PBS gewaschen (RT).
Fur die Fixierung und Permeabilisierung wurde mit Methaiah(n, -20°C) und anschliel3end
mit Aceton (1 min, -20°C) behandelt. Die fixierten Proben wurden luftgetrocknet bad-

80°C gelagert.

2.5.5.2 Formaldehyd-Triton-Methode

Auf Deckglasern kultivierte PtK2-Zellen wurden routinéfsig mit dieser Methode fixiert, da
dies die Anirbung von F-Actin mit Phalloidin-Derivaten edglichte. Die Zellen wurden zwei-
fach mit PBS gewaschen und mit 3,7 (v/v) % Formaldehyd in PBS ih(bei RT fixiert. Nach
Waschen mit PBS schloss sich eine Permeabilisierung mitvdyd % Triton X-100 in PBS
(20 min bei RT) an. Die Zellen wurden erneut mit PBS gewaschehkurzfristig bei 4°C

gelagert.
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2.5.6 Indirekte Immunfluoreszenz

In der Regel wurden Doppelmarkierungerof/griin“) bzw. Dreifachmarkierungenrot/gran/
blau®) durchgeiihrt. Die dazu verwendeten praren Antildrper sind in Tab. B.1 zusam-
mengefasst. Als Sekuadantilorperkonjugate wurden gegen Immunglobuline (lg) gerighte
Antikorper der Ziege verwendet (Spezies- und z. T. Ig-Subklasgenifisch; Tab. B.2), die mit
Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert waren. F-Actin wurdeder Regel mit CPITC-Phalloidin
angefrbt (Smallet al., 1988; Sigma).

Fixierte Zellen auf Deckglsern und Gewebsschnitte wurden mit PBS gewaschen, mit
10 % NGS in PBS blockiert (30 min, RT) und mit Vé&nsghungen der pridren Antildrper in
PBST inkubiert (1 h). Nach zweifachem Waschen mit PBST (5 miajden die Proben mit
geeigneten Seku@adantilorper-Konjugaten (und ggf. Phalloidin-Konjugat), vénat in PBST,

1 h lang inkubiert, erneut gewaschen und mit Mowiol (Calb&nh Heidelberg) eingebettet.
Nach Trocknungiuber Nacht konnten die Bparate mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes
analysiert werden.

PBST: 0,05 % Tween-20 in PBS
Mowiol: 10 % Mowiol 4-88, 25 % Glycerol, 0,1 M Tris/HCI, 0,4 %-Nropyl-gallat, pH 8,5

2.5.7 Mikroskopie und Bildbearbeitung

Fur mikroskopische Aufnahmen wurde ein Axioplan2-MikrogkZeiss, Jena) mit einem
Neofluar-Objektiv (63x/1,250I, Zeiss) und einer CCD-Kamera (Visitron, Puchheim) ver-
wendet. Dabei standen verschiedene Fitters zur Verfigung (Zeiss, Tab. B.3). Ausgéhite
Praparate wurden mit einem konfokalen Mikroskop analysiaufmann, 2004).

Die Aufnahme der einzelnen Emissionskén erfolgte mit der MetaMorph-Software, die

digitale Nachbearbeitung mit Bildbearbeitungsprogrami@etobe Photoshop, CorelDraw).
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2.6 Sonstige Methoden

2.6.1 Bioinformatische Analysen und Werkzeuge

Fur die Suche nach Datenbankeagen und BLAST-Analysen (Altschet al., 1997), insbe-
sondere von Nukleirgaire-Sequenzen, wurden die online ugiiaren Angebote dédational
Center of Biotechnology InformatidiNCBI) genutzt.

Aminosauresequenzen wurden mit den Werkzeugen ‘Predict Protguropean Molecular
Biology Laboratory EMBL) und ‘ProSite’ Expert Protein Analysis SysteiixPaSy) analy-
siert. Cluster-Analysen wurden mit Hilfe des Programmess@LW’ (Thompsoret al., 1994;
EMBL) durchgefihret und die Ergebnisse mit ‘TreeView’ dargestellt.

Fur sonstige Analysen und Darstellungen wurde das PrograBioidit’ verwendet.

Datenbankeintige, BLAST  http://www.ncbi.nIm.nih.gov

Predict Protein http://www.embl-heidelberg.de/pregliotein/predictprotein.html
ProSite http://us.expasy.org/prosite

Clusal W http://www.ebi.ac.uk/clustalw

TreeView http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treswhtml

BioEdit http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.hitm

2.6.2 Statistische Auswertung von Daten

In der Regel wurden Doppel- bzw. Dreifachbestimmungen dyefinrt, somit lagen zu einem
Experiment mehrere Messwerte vor. Aus diesen wurden deelMirt und die Standardabwei-
chung berechnet. Audflig abweichende Messwerte wurden mit Hilfe des Ausreilgsts nach
Grubbs (1969)iberpiift (Signifikanznivevau 5 %) und identifizierte Ausreil3enwter Mittel-
wertberechnung ausgeschlossen.

Verschiedene Messreihen wurden mit Hilfe d&sident’st-Tests auf signifikante Unterschie-
de gepiift, eine Irrtumswahrscheinlichkeit 5 % wurde als signifikant angenommen (Sachs,
1984).

In Abbildungen sind in der Regel die Mittelwerte und die daghigigen Standardabweichun-
gen (als Fehlerbalken) dargestellt, in einigétién sind die Daten auf 100 normiert (Mittelwert

der Kontrollgruppe) .



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Integrine und assoziierte Proteinen in den Zell-Matrix-

Verbindungen differenzierender Skelettmuskelzellen

Die wichtige Rolle des Dystrophin-Sarkoglycan-Komplexes dber Verankerung der Sarko-
mere an der Zellmembran und bei der Kidertragung ist weitgehend akzeptiert (Ervasti,
2003), nicht zuletzt aufgrund der Erkenntnisdeer Erkrankungen im Zusammenhang mit
Proteinen dieses Komplexes (s. Abschnitt 1.3.1). Deuthemiger istiber die Rolle eines
zweiten Systems von Protein-Komplexen in den Zell-MaKoatakten bekannt, die Integrine
und assoziierte Proteine. Eine Aufgabe dieser Arbeit wadieses System von Proteinen in
den sich entwickelnden Costameren zu charakterisieren.

Es wurde zuachst davon ausgegangen, dass die Integrin-assoziietrigktusen in querge-
streiften Muskelzellen weitgehend analog zu denen derlkoktakte sind (s. Abschnitt 1.2.2)
und die Dynamik dieser Strukturen haugathlich durch die Aktiviat von Tyrosin-Kinasen
— insbesondere von FAK und Src — moduliert wird.

Zunachst standen morphologische Vorarbeiten im Vordergrdiedgden Umbau von Fokalkon-
taktenuiber PLAS zu Costameren in kultivierten, differenzierenel&kM-Zellen beschreiben
sollten. Dazu wurden die Expression und Lokalisation voRafantakt-Proteinen in kulti-
vierten HSkM-Zellen verschiedener Stadien durch Immumélspenz-Analysen untersucht:

Neben Antilorpern gegen Vinculin, den ersten beschriebenen Costaragkelk] Paxillin
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und FAK wurden Antikbrper gegen die muskelspezifische 31D-Integrin-Isoformm gegen
phosphorylierte Tyrosin-Reste verwendet. Ob die Zell-Mationtakte differenzierender
HSkM-Zellen eineahnliche Heterogerit in der Proteinzusammensetzung wie Fokalkontakte
kultivierter Nichtmuskelzellen aufweisen (Zamir und Gaig2001), sollte durch &bungen
mit einem gegen Tensin-gerichteten Aritiker analysiert werden.

Diese Untersuchungen ergaben, dass Vinculin in allen @iffeierungsstadien gleiclafiig
exprimiert wurde und folglich einen differenzierungsuné@hgigen Marker iir Zell-Matrix-
Kontakte darstellt. Das muskelspezifische R1D-Integpitep kolokalisierte mit Vinculin

nach Beginn der myogenen Differenzierung (Abb. 3.1).

Fokal -
_—
kontakte > PLAS Costamere
Vinculin | |
Tensin
R1D-Integrin —_— ]

Paxillin S
Pj-Tyrosin e
FAK —

Beginn der Differenzierung

Abbildung 3.1: Zeitliche Expressionsmuster ausgklter Fokalkontakt-Komponenten im Verlauf der Differen-
zierung kultivierter HSkM-Zellen. Die linke Spalte zeigtedListe der Proteine, gegen die Aniiper in der
Immunfluoreszenz-Mikroskopie eingesetzt wurden. Die Ads&z gibt den Verlauf der Differenzierung von den
Fokalkontakten zu den Costameren an. Die grauen Balkdarsti#n fir das jeweilige Protein typischen Verlauf
der Expression dar.

Die Vinculin-Farbung belegte, dass die Zell-Matrix-Kontakte differemender Muskelzellen
— im Gegensatz zu den recht einheitlichen Fokalkontaktemproiiferierenden Myoblas-
ten — eine erstaunliche Heterogéniaufwiesen: Zum einen befanden sich an den Enden
der elongierten Myotuben relativ groReadhige Fokalkontakte, ahrend zahlreiche kleine
Kontakte in zentralen, dem Substrat zugewandten Regiorfaatan. Die Vor&uferstrukturen

der Costamere, die PLAS, waren ebenfalls hagdtich in zentral gelegenen Regionen zu
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beobachten, bildeten sich aber an der Substrat-abgewa@fiterseite. Da das Protein Tensin
in all diesen Strukturen gleich prominent vertreten wdbrt gs keine Hinweise darauf, dass die
morphologisch verschiedenen Zell-Matrix-Kontakte (Tiesrgichen)fibrillar adhesionsoder
(Tensin-armenjocal adhesiongvgl. Tab. 1.1) zugeordnet werdedrnten.

Die Anfarbung der beschriebenen Strukturen mit andgk&ssischen* Fokalkontakt-Markern
lieferte Uberraschende Ergebnisse: Obwohl FAK in den Fokalkomalkieoliferierender
Myoblasten prominent angifot wurde, nahm die Expression des Proteins kurz nach Beginn
der Differenzierung dramatisch ab und war in adulten Costamaicht mehr nachweisbar
(Abb. 3.2). Ebenso waren nach Beginn der Differenzierungeim£ell-Matrix-Kontakten keine
an Tyrosin-Resten phosphorylierten Proteine mehr detbltieDie Expression des Proteins
Paxillin nahm ebenfalls mit zunehmendem FortschreitenDiterenzierung ab, war jedoch
langer als FAK und Phospho-Tyrosin in den Strukturen nactiveei(Abb. 3.1).

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass Tyrosin-Phodmrangen durch die Kinasen
FAK und Src, wenniuiberhaupt, nur in proliferierenden Myoblasten undhin Differen-
zierungsstadien die Dynamik der Zell-Matrix-Kontakte infassen nnen. kir spatere

Differenzierungsstadien und adulte Costamere haben digeal®&ege keine Bedeutung.
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Costamer-Marker Overlay

Myokard

Abbildung 3.2: Lokalisation von Costamer-Markern und FAKdifferenzierenden HSkM-Zellen und adultem
Gewebe (Myokard der Ratte). Es ist angegebanwfieviele Tage die HSkM-Zellein vitro differenziert wur-
den (Reihen 1-3). Erste Spalte: Costamer-Marker (Pormivgite Spalte: FAK, dritte Spalte: Zwei-Kanal-Bild
(Costamer-Marker rot, FAK gin). Die Expression von FAK nimmt nach Beginn der myogendfeRinzierung ab,
in adulten Costameren ist FAK nicht mehr nachweisbar (Réjhangefarbte Zell-Matrix-Strukturen in differen-
zierenden HSkM-ZellerPfeile - elongierte Fokalkontaktéfeilspitzen kleine Zell-Matrix-Kontakte, * - PLAS.
Anmerkung: Die parallele Atéifrbung des Costamer-Markers Vinculin und der FAK ist auigrder gleichen Ig-
Subklasse der Antikrper nicht nibglich. Die Ponsin-Brbung ist identisch mit der Aafbung von Vinculin in
Zell-Matrix- und Zell-Zell-Kontakten.
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In der Literatur werdetipid rafts als spezialisierte Orte der Signaltransduktion diskti{mu-
sammengefasst in Bickel, 2002; Zajchowski und Robbins, 20D2bei handelt es sich um
Mikrodomanen in der Zellmembran, die durch eine spezielle Lipidausansetzung und ein-
geschankte Diffusion (iquid-ordered statgcharakterisiert sind. In diesen Strukturen wurde ei-
ne erldvhte Konzentration an Signalmol@kn beobachtet, die teilweise durch posttranslationa-
le Modifikationen in der Membran verankert werden (z. B. Gplwosphatidylinositol-Anker).
Die Caveolaestellen eine Untergruppe dipid rafts dar und sind durch die Anwesenheit von
Caveolinen, integralen Membranproteinen, gekennzeicldeeMutationen im muskelspezifi-
schen Caveolin 3 eine Gliedéngeldystrophie verursacheknen (Minettiet al,, 1998), wurde
vermutet, dasBpid raft vermittelte Signalwege bei der Differenzierung der Costamelevant
sein lonnten.

Um diese Hypothese Ziberpiifen, wurden Immunfluoreszenzfbungen mit Antikrpern ge-
gen Proteine ddlipid rafts durchgeiihrt. Da die untersuchtdipid raft Proteine (Caveolin 1,
Caveolin 2, Caveolin 3, Flotillin 1 und Flotillin 2) zu keinemepunkt der Differenzierung
in den Zell-Matrix-Kontakten detektiert wurden, ist davanszugehen, dass aulipid raft-
vermittelte Signalprozesse nur eine untergeordnete Rélleend der Differenzierung von Ske-
lettmuskelzellen spielen.

Folglich missen andere, noch unidentifizierte Signalkaskaden denaUrdber Zell-Matrix-
Kontakte wahrend der Differenzierung von Skelettmuskelzellen lalli¢ren. Die Natur dieser
Signalwege und der involierten Proteine ist noch unbekandtsoll im nachfolgenden Kapitel

identifiziert werden.
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3.2 Identifizierung und Charakterisierung eines neuen

Paxillin-Liganden: Ponsin

3.2.1 Identifizierung von Paxillin-Liganden mit Hilfe der Hefe-Doppel-
Hybrid-Technik

3.2.1.1 Ermittlung potentieller Paxillin-Liganden in einer Skelettmuskel-cDNA-
Bibliothek

Ausgehend vom Adapterprotein Paxillin sollten neue Sigiaédkiile identifiziert werden, die
Aufschlussetiber noch unbekannte Signalkaskadexhvend der Muskeldifferenzierung liefern
konnen. Zur Identifizierung neuer Liganden wurde das HefpdebHybrid-System, eine effi-
ziente, molekularbiologische Methode zur Identifizieruregier Protein-Protein-Interaktionen,
verwendet (Fields und Song, 1989). Das Paxillin-SubkakstPxn PRR’, das die Prolin-reiche
Region enthielt, wurde in den pLexPd Vektor klonierigérkonstrukt, Abb. 3.3). Die Prolin-
reiche Region wurde aus zwei @rden gewhlt: Zum einen waridr diesen Sequenzabschnitt
des Paxillins nur ein Bindungspartner, Src-Kinase (Wehgl, 1993), bekannt. Zum ande-
ren wiesen Subkonstrukte mit anderen Teilen des Paxitlins, mit den &éinf aminoterminalen
LD-Motiven und den vier carboxyterminalen LIM-Ddmen, zu starke Autoaktivierung im ver-
wendeten System auf.

Rund 500000 Hefen, die das Beutekonstrukt und emd¢konstrukt (Skelettmuskel-cDNA-
Bank in pACT2) koexprimierten, wurden auf Aktivierung de$S3-Reportergenes getestet.
Die 300 positiven Klone wurden anschlieBend auf die Aktivig deslacZ-Reportergenes
uberpiift. Aus 23 Klonen, die die dchste [3-Galactosidase-Akt@it aufwiesen, wurde das
Koderplasmid isoliert und durch Sequenzierung identifiZieab. B.4).

Zwei der sequenzierten Klone kodiertdir tarboxyterminale Bereiche des Proteins Pdnsin
(Ribon et al, 1998a; Mandaet al, 1999; Linet al, 2001a), ein weitererif das verwand-
te Vinexin-beta (auch SCAM-1; Kiokat al, 1999, 2002). Vilhrend der Vinexin-Klon den
vollstandigen kodierenden Bereich enthielt, begannen die beidesifKlone unmittelbar vor

der zweiten der drei SH3-Dainen (bei Aminogure 798 der klonierten Ponsin-cDNA, vgl.

lweitere Namenc-Cbl associated proteifCAP), SH3P12; Name des Gens: SORBS1
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Abb. C.7). Aufallig war, dass beide Klone eine 278 Ami@osen lange Insertion zwischen der
zweiten und dritten SH3-Doame enthielten.

Die ubrigen 20 Klone wurden alg-alsch-Positive* bewertet, die vermutlich autoaktivietes
Potential aufweisen (gezeigirfKlone 1 und 9; vgl. Bartet al,, 1993; Hengen, 1997).

3.2.1.2 Eingrenzung der Paxillin-Bindungsregion im Ponsin

Mit Hilfe von gezielten Hefe-Doppel-Hybrid-Experimentenirde die Paxillin-Bindungsregion
im Ponsin-Molekil eingegrenzt. Dazu wurden verschiedene SubkonstruldePd@sins in
pACT2 kloniert (Kbderkonstrukte), und Hefen, die das uismliche Beutekonstrukt sowie
eines der KWderkonstrukte koexprimierten, wurden auf Aktivierungdee Reporter-Gene
Uberpiift.

In diesen Versuchen zeigten alle Ponsin-Fragmente, diewigite SH3-Dorane enthielten,
Bindung an Paxillin. Diese zweite SH3-Dé@me ist folglich notwendig und ausreichend f
eine Bindung von Ponsin an Paxillin. Die Interaktion wurdehhidavon beeinflusst, ob sich
an die Bindungsregion des Ponsins die Insertion oder diiekdritte SH3-Dormne anschliel3t
(Abb. 3.3).

Die Spezifiit der Interaktion belegten weiterhin Experimente, in dem&efen, die das
Koderkonstrukt ‘Ps SH3.2-C’ enthielten, mit dejieeren” pLexPd Vektor kotransformiert
wurden: Wurde statt des Paxillin-Beutekonstruktes nur ddéAIBindungs-Hybrid-Anteil als
Beutekonstrukt verwendet, war keine Aktivierung der Repgearee mehr nachweisbar.

In der Regel stellen PXXP-Motive LigandeiirfSH3-Don@&nen dar (Kayet al, 2000; Mu-
sacchio, 2002). Im Paxillin-Beutekonstrukt ist nur eine Ragmnit diesem Konsensus-Motiv
enthalten, die Prolin-reiche Region (PPPVPPPP, Andincen 45-52, Abb. C.6). Daher kann
man davon ausgehen, dass dieser Abschnitt die Bindung anwdigezSH3-Dordne des
Ponsins vermittelt.

Da Vinexin-beta und Ponsin im Bereich der SH3-Caoran stark konserviert sind (67-74 %
Identitat auf Aminoswurebene), ist zu vermuten, dass auch hier die zweite SH3D®
eine Bindung an Paxillin im Hefe-Doppel-Hybrid-System vétein kann. Diese potentielle

Interaktion soll im Rahmen dieser Arbeit nicht untersuchtdea.
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LD1 PRR LD2 LD3 LD4LD5 LIM1 LIM2 LIM3 LIM4

—& { — —{ HESHESHEHE
Koderkonstrukt (Paxillin) = = =
Pxn PRR ——

SoHo SH3SH3  Insertion  SH3 Aktivierung Reportergene
(H1 -~~~ HIS3 lacZ

Beutekonstrukte (Ponsin)

Ps SH3.1-C M * +
Ps SH3.2-C B + +
Ps SH3.2-C AEx31 M + +
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Ps SH3.2-Ex31 | 2 R + +
Ps Ex30-C e e aasd | ] ;
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Ps SH3.2 2] + -
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Abbildung 3.3: Eingrenzung der Paxillin-Bindungsstelie Carboxyterminus des Ponsins durch Hefe-Doppel-
Hybrid-Experimente. Hefezellen, die das ukspgliche Paxillin-Beutekonstrukt ‘Pxn PRR’ und eines densin-
Koderkonstrukte koexprimierten, wurden auf Aktivierung &eportergene getestet (+ messbare Aktivierung).
Zum Vergleich sind die vollsindigen Proteine schematisch dargestellt. Alle Ponsitkokie, die die zweite SH3-
Domane enthielten, zeigten Bindung an Paxillin (Region graudrgehoben).
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3.2.2 Biochemische Beétigung der Paxillin-Ponsin-Interaktion

Die Bindung von Ponsin an Paxillin wurde mit biochemischertidden besittigt. Dazu wur-
den verschiedene Paxillin- und Ponsin-Subkonstrukte akayotische Expressionsvektoren
kloniert, mit Hilfe dieser Plasmide ik. coli BL21 Stammen rekombinantes Protein expri-
miert und anschliel3end aufgereinigt. Die drei zur Wgting stehenden Expressionsvektoren
pPpGEX-4T-1, pET23aEEF und pET23aT7 statteten die rekonnibémeProteine mit unterschied-
lichen Immunotags aus (GST-, EEF- bzw. T7-Tag) und erlaubteihre immunologische Un-
terscheidung mit Hilfe Tag-spezifischer Ariilper (s. Kapitel 2).

Eine schematische Darstellung aller verwendeten FAK-illRrevund Ponsin-Konstrukte befin-

det sich im Anhang (Abb. B.1, ausklappbar).

3.2.2.1 Besitigung der Bindungsregion und Spezifiit der Bindung

Dotblot-Overlay-Experimente Fur Dotblot-Overlay-Experimente wurde das ukspgliche

Paxillin-Beutekonstrukt als EEF-markiertes Protein auftrddellulose immobilisiert
(‘Pxn PRR’) und die Bindung verschiedener, T7-markierter RoH®nstrukte tberpiift

(Abb. 3.4).

In Ubereinstimmung mit den Hefe-Doppel-Hybrid-Experimenteeigten das Konstrukt,
das dem urspimglich identifizierten Ponsin-Klon entspricht (‘Ps SH&3J, und die zwei-
te SH3-Donane Bindung an Paxillin. Diese Bindung ist spezifisch (keine kRea mit

Kontrollprotein), mengenaldmgig und attigbar (Abb. 3.4).

Westernblot-Overlay-Experimente Die Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen Paxillin
und Ponsin wurde weiterhin in Westernblot-Overlay-Expemten charakterisiert. Dazu wur-
den die Prolin-reiche Region des Paxillins (‘Pxn PRR’) und @igkres, aminoterminales Kon-
strukt (‘Pxn N-LD3’), das neben der Prolin-reichen Regioctadie LD-Motive 1-3 enthielt,
als GST-Fusionsproteine verwendet. Diese beiden Prodgimfente und GST wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulo&bertragen und mit Ponsinkonstrukten, die jeweils
eine der drei SH3-Dodmen des Ponsins r&sentierten, inkubiert. Gebundenes Ponsinfrag-

ment wurddiber seinen T7-Immunotag nachgewiesen (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.4: Besitigung der Paxillin-Ponsin-Interaktion in Dotblot-Olasr-ExperimentenLinks Westernblot

der aufgereinigten, rekombinanten Proteinfragmented)gewieseriiber Tag-spezifische Aniikper. Die Moleku-
largewichte der Markerproteine sind in kD angegelitgchts Dotblot-Overlay-Experimente. Verschiedene Men-
gen eines Paxillin-Fragments wurden immobilisiert und d@h angegebenen Ponsin-Fragmenten inkubiert (je
500 pmol). Gebundenes Protein wurdeer seinen T7-Immunotag nachgewiesen. Immobilisiertea Biente

als Kontrollprotein. Sowohl das Hefe-Doppel-Hybrid-Kankt (‘Ps SH3.2-C’) als auch die zweite SH3-Dane
(‘Ps SH3.2’), nicht aber die dritte SH3-Dd@me (‘Ps SH3.3’) zeigten Bindung an Paxillin.

5
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R e &
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D DT 3D
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Abbildung 3.5:Uberpiifung der Spezifit der Paxillin-Ponsin-Interaktion in Westernblot-OagrExperimenten.
Links Westernblot der aufgereinigten, rekombinanten GSTdrasgroteine (Paxillin), nachgewiesaher einen
GST-Antikdrper. Mitte: Aufgereinigte, rekombinante Ponsin-Fragmente (markigt T7-Tag) und aufgereinig-
tes, rekombinantes FRNK (markiert mit EEF-Tag). Gezeigtl SCoomassie-gafbte SDS-PAGE-Gele. Die Mo-
lekulargewichte der Markerproteine sind in kD angegelf@thts Westernblot-Overlay-Experimente. GST und
die beiden Paxillin-Fragmente (je 50 pmol) wurden durch $SIA&E aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert,
mit den angegebenen Ponsin-Fragmenten bzw. FRNK inkulgeB00 pmol) und gebundene Proteiilger ihre
Immunotags nachgewiesen. Nur die zweite SH3-Boendes Ponsins bindet an beide Paxillin-Konstrukte; FRNK
bindet ausschlie3lich an deénigere Paxillin-Fragment.
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Die Bindung an Paxillin ist eine spezifische Eigenschaft degiten SH3-Dorane des Pon-
sins, keine Bindung wurdeif die erste oder dritte SH3-Ddmne beobachtet. Wie zu erwarten,
wies die zweite SH3-Doéane des Ponsin eine Bindung sowohl an die Prolin-reiche Redgon
auch an eindngeres, aminoterminales Paxillin-Konstrukt, das die Bimysregion entit, auf,

wahrend eine unspezifische Bindung an GST nicht beobachteewur

3.2.2.2 Einfluss weiterer Bindungspartner auf die Paxillin-®nsin-Interaktion

Sowohl Vinculin als auch FAK wurden als Bindungspartner deeiren SH3-Dorane des
Ponsins beschrieben. Im Falle des Vinculins wurde von Miagid. (1999) durch Westernblot-
Overlay-Experimente mit rekombinantem, radioaktiv martém Protein gezeigt, dass die
zweite SH3-Dorane des Ponsins an die Prolin-reiche Region im Carboxytesrdes Vin-
culins bindet. Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese Intéwakhicht reproduziert werden:
Obwohl das verwendete Vinculin-Konstrukt dem von Maretal. entsprach, konnte eine Bin-
dung dieses Fragments (EEF-markiertes Protein) an Poitihgezeigt werden (Daten nicht
gezeigt). Es ist zu vermuten, dass der hier verwendete iexpetelle Ansatz, der auf Immun-
detektionen basierte, nicht sensitiv genug war, um diesedktion mit geringer Affinét nach-
zuweisen.

Ribon et al. (1998b) zeigten durceST pull dowrExperimente mit Extrakten von NIH-3T3-
Zellen, die stabil mit Ponsin transfiziert wurden, indirdi¢ Interaktion von FAK mit Ponsin:
FAK wurde in der Protein-Fraktion nachgewiesen, die mitakeeiten SH3-Doréne des Pons-
ins (als GST-Fusionsprotein) interagierte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die direkte Interaktion von Rt Ponsin mit rekombinanten
Proteinen untersucht: In Westernblot-Overlay-Experiteehkonnte keine Bindung von Ponsin
an immobilisierte, EEF-markierte FAK nachgewiesen wer(aten nicht gezeigt). Da FAK
ein Bindungspartner des Paxillins ist (Hildebraetdal,, 1995; Zachary, 1997) und in dieser
Arbeit gezeigt wurde, dass Paxillin an Ponsin bindet (s.be$tand die Nglichkeit, dass kei-
ne direkte Interaktion zwischen FAK und Ponsin bestehtdeaomdass diese Interaktion durch
Paxillin vermittelt wird. Um diese Hypothese #berpiifen, wurde der carboxyterminale Teil
der FAK, der sowohl zwei Prolin-reiche Regionen als auch dilih-Bindungsstelle entt

(vgl. Abb. B.1), als EEF-markiertes Protein in Westernliyierlay-Experimenten eingesetzt.
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Dieser carboxyterminale Teil der FAK besitzt keine katialgtie Aktivitat und wird alsFAK-
related non kinaséFRNK) bezeichnet (Schallet al.,, 1993).

Zunachst liel3 sich zeigen, dass FRNK an den Aminoterminus deliifagPxn N-LD3’) bin-

det (Abb. 3.5), nicht aber an die Prolin-reiche Region. Diesgebnisse bestigen, dass das
zweite LD-Motiv des Paxillins eine Bindungsstellérfdie FAK darstellt (Tumbarell@t al,,
2002).

Um zuiberpiifen, ob die Interaktion des FRNK mit Paxillin die Bindung vaonBin an Paxil-
lin behindert, wurde geblottetes Paxillin-Protein mitegikonstanten Menge Ponsin in Gegen-
wart steigender Mengen FRNK als Kompetitor inkubiert (Able)3Auch zehnfacher molarer
Uberschuss von FRNK hatte keinen Einfluss auf die Interaktisischen Paxillin und Pon-
sin. Dies impliziert, dass FRNK und die Prolin-reiche Regies &axillin nicht um die zweite
SH3-Donéne des Ponsin konkurrieren. Da die gleichzeitige BindumgRansin und FRNK an
Paxillin nachgewiesen wurde (Abb. 3€chts aul3ey ist anzunehmen, dass die drei Proteine
einen terd@ren Komplex bilden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass diganLiteratur beschrie-
bene Bindung von FAK an Ponsin (Ribet al., 1998b) indirekter Natur ist undber Paxillin

vermittelt wird.

Overla Kompetitor
Y FRNK-EEF ;)4 [ ]
Ps SH3.2-T7 + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ +
geblottet
Pxn N-LD3 -——-ﬂ-d‘ ’.‘
detektiert: Ps SH3.2 FRNK

Abbildung 3.6: Kompetition von FRNK und Ponsin um Paxillm\iVesternblot-Overlay-Experimenten. Das ge-
blottete Paxillin-Fragment ‘Pxn N-LD3’ (50 pmol) wurde niit7-markiertem Ponsin (‘Ps SH3.2’; 250 pmol)
inkubiert und gebundenes Ponsiber T7-Antilorper nachgewiesen. Steigende Mengen EEF-markierten FRNK
Proteins (0 pmol; 25 pmol; 125 pmol; 250 pmol; 500 pmol; 14231 und 2,5:mol) hatten keinen Einfluss auf die
Wechselwirkung. Zum Vergleich wurdé@rfden letzten Ansatz zatzlich gebundenes FRN#ber seinen EEF-Tag
nachgewiesen.
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3.2.3 Klonierung einer Ponsin-cDNA
3.2.3.1 Klonierungstrategie

Die vollstandige Sequenzierung eines der Hefe-Doppel-Hybrid-Klengab, dass dieser den
carboxyterminalen kodierenden Bereich (1,4 kb) sowie d3ekB,lange 3 -untranslatierte Re-
gion (UTR) enthielt. Um eine vollandige Ponsin-cDNA zu erhalten, die die Insertion zwischen
der zweiten und dritten SH3-Ddine enthielt, waren mehrere Klonierungsschritte notwendi
(Abb. 3.7).

Zunachst wurde mit Hilfe eines pACT2-spezifischen Vartg-Primers und eines Insertions-
spezifischen Bckwarts-Primers(bergang Exon 36-:31) Ponsin-DNA, die die Insertion ent-
hielt, aus einer cDNA-Bibliothek amplifiziert (2). Dieses P@Redukt wurde als Matrize ge-
nutzt, um die Exone 16—29 zu amplifizieren (Bper eine BamHI-Schnittstelle wurde dieses
Stiick mit dem urspinglichen Hefe-Doppel-Hybrid-Klon, kloniert in pMypG (IJusammen-
gefugt (4, 5).

Der Aminoterminus des Ponsins wurde durch RT-PCR auf igelidNA vonin vitro diffe-
renzierten HSkM-Zellen erhalten, in pGEMT kloniert urithf Klone vollséndig sequenziert
(7). Fur weitere Schritte wurde der Klon ausga#ht, dessen Sequenz am besten mit den Daten-
bankvorhersageibereinstimmte (geringste Anzahl an Amiaaseaustauschen; s. u.).

Da keine geeigneten Schnittstellen zur \dgriing standen, wurde die volistdige cDNA durch
PCR erhalten, indem auf beiden Tdilsken PCRs durchgélirt (6, 8) und didiberlappenden
Produkte als Matrize eingesetzt wurden, um die vafidige Ponsin-cDNA zu amplifizieren (9).
Dieses PCR-Produkt wurde in pGEMT kloniert (10) und vier Klen#standig sequenziert.

Im Vergleich zur genomisch vorhergesagten Aménggsequenz wiesen die cDNA-Klone
5 bis 9 Aminogwureaustauschauf (Abb. C.7, vgl. Tab. B.6). Es ist anzunehmen, dass es sich
dabei sowohl um PCR-Fehler als auch um Sequenzfehler im geabem Datenbankeintrag
sowie umsingle nucleotidé?olymorphismen handelroknte (Brookes, 1999).UF weitere Ex-
perimente wurde der Klon mit der geringsten Anzahl an Austhan verwendet und als ‘Ps FL’

bezeichnet. Seine Sequenz ist im Anhang dargestellt (AY. C.

’beobachtete Amin@sireaustausche @dfigkeit): SOP (4), K68R (2), F530L (2), D625G (2), Q648R, (4)
H722R (1), 1726T (2), K764E (1), E808G (2), S1011P (1), GM 14), E1148G (1), R1151G (2)
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BamHI
(1) Hefe-Doppel-Hybrid-Klon in pMypG

BamHI

(2) PCR auf cDNA-Bibliothek (a)

1

BamHI
(3) nested PCR auf (2)

BamHI

4) Verdau von (1) und (3) mit BamHI

BamHI

(5) Ligation, Klonierung in pMypG —D—M
(6)  PCRauf (5) —Ey--~E

(7) RT-PCR auf HSkM mRNA, (9) (h, i)
T/A-Klonierung in pGEMT D'D

8)  PCRauf (7) tl =

9) PCR mit (6) und (8) (9) 0
als Matrize D‘D _nM

(10) T/A-Klonierung des
PCR-Produkts in pGEMT D'D nn’ IR 'n

Ps FL

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der Klonierumgeeivollstndigen Ponsin-cDNA (‘Ps FL’). Im Ponsin
sind die Lage der Sorbin-Homologie-Region (SoHo, weil3edBdxder drei SH3-Doémen (schwarze Boxen) und
der Insertion (Wellenlinie) angegeben. In Klammern angege Buchstaben bezeichnen die verwendeten Primer
(s. Tab. D.1), die verwendete BamHI-Schnittstelle ist gelzeichnet. Weitere Ealiterungen zu den Teilschritten
(1-10) im Text (Abschnitt 3.2.3.1).
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3.2.3.2 Expression alternativ gespleil3ter Exone

Die Exone 3,5, 7,12, 13, 14, 15, 19, 20, 21, 25, 30 und 31 imiRgaen wurden als alternativ
gespleil3te Exone identifiziert (Liet al, 2001b; Abb. 3.8). Daraus resultiert auch eine Vielzahl
von beschriebenen Ponsin-Isoformen (Maredail., 1999; Linet al,, 2001a; Zhangt al., 2003;
Alcazaret al.,, 2004).

Durch die Klonierung von 5”- und 3"-gelegenen partiellem™Né3 (Schritt 5 und 7 in Abb. 3.7)
konnten Aussageifiber die Expression dieser alternativ gespleildten Exon&keiettmus-
kel getroffen werden. Zum Vergleich wurden 3’-gelegenesiRdragmente auch aus einer
Herzmuskel-cDNA-Bibliothek amplifiziert, kloniert und effalls sequenziert. Die Ergebnis-
se sind in Tab. 3.1 zusammengefasst.

Die Exone 3, 5 und 7 waren, mit einer Ausnahme, in allen seqjagan Klonen anzutreffen,
wahrend keiner der Klone Exon 14 oder 15 enthielt. Weiterlaim&n die Exone 12 und 13 in
einem Teil der Klone vor. Audillig war, dass beide Exone als Block enthalten oder abwesend
waren. Im 3"-Bereich waren die Exone 19, 20, 21, 25, 30 und 3%kealettmuskel exprimiert.
Ein Vergleich mit einer Herzmuskelbank ergab, dass die Exaii 21, 30 und 31 Skelettmuskel-

spezifisch exprimiert seindanten, da sie in Herzmuskel-Klonen nicht angetroffen ward

13 15 20
3 5 7 12 14 19 21 25 30 31
O HIEININIERIN NI L
Ps FL LEL 0 L DT PR T T ]
SoHo SH3 Insertion SH3

L H ] =R~~~

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Organisateshumanen Ponsin-Gens. Dignge der Exone wird
duch die lange der Boxen reflektiert, alternativ gespleil3te Exong giau hervorgehoben und nummerietén.
Mitte: Die Darstellung zeigt, welche alternativ gesplei3tentexim der klonierten Ponsin-cDNA (‘Ps FL) enthal-
ten sind. Zum Vergleich ist das kodierte Ponsin-ProteindaitSorbin-Homologie-Region (SoHo, weil3e Boxen),
den drei SH3-Doranen (schwarze Boxen) und der Insertion (Wellenlinie) esteglt inten).
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Tabelle 3.1: Alternativ gespleifldte Exone in klonierterrtiplen Ponsin-cDNAs. Angegeben sind das Vorhanden-
sein (+) oder die AbwesenheitJ der Exone in sequenzierten Klonen, die aus SkelettmudhiBIA amplifiziert
wurden. Far den carboxyterminalen Bereich (Exone 19-31) ist auctiedpsessionsmuster im Herzen angegeben.
Falls das Exon nicht in allen Klonen anwesend/abwesendgedien hochgestellte Ziffern an, in wievielen der
sequenzierten Klone dieses Exon gefunden wurde.

Exon 3 5 7 12 13 14 15 19 20 21 25 30 31
Skelettmuskel (#/5 + + +/-2/5 +/-2/5 _  _ 4+ + 4+ + + +
Herz + - -+ -

3.2.3.3 Expressionsmuster der Exone 30 und 31 in verschiedenkluskelgeweben

Bis jetzt wurde in der Literatur keine volishdige Ponsin-cDNA beschrieben, die beide Exone
30 und 31 enthielt, welchdif eine Insertion zwischen der zweiten und dritten SH3-Boen
kodieren. Mehrere Datenbankeiégle (insbesondere ESTs, Tab. B.6) belegen jedoch, dass
diese Kombination tagchlich exprimiert wird. Da die sequenzierten Klone, dies a&iner
Skelettmuskel-cDNA-Bank amplifiziert wurden, diese Konation enthielten, sie aber nicht

in Klonen einer Herzmuskelbank gefunden wurde, sdiberpiift werden, ob diese Inser-
tion tat@chlich Skelettmuskel-spezifisch ist. Dazu wurden PCRs ardgchieedenen cDNA-
Bibliotheken durchgefhrt (Abb. 3.9).

| I
-

- -
Ponsin C-Terminus: / [ | | | [ [ |
30 31
PCRI PCR 1l
20 —
1,0 —
0,5 —
0,25 —

Abbildung 3.9: Expression der Exone 30 und 31 in verschiedéviuskel-GeweberOben: Schematische Dar-
stellung des Ponsin-Carboxterminus. Die Pfeile markietienPositionen der verwendeten Primer (Sequenz s.
Tab. D.1).Unten: Gele mit PCR-Produkterinks Primer-Kombination I+l1l,rechts Primer-Kombination II+lll;
verwendete cDNA-Bibliotheken: 1 - humanes adultes Herhydmaner adulter Skelettmuskel, 3 - humarigales
Herz, K - Kontrolle ohne Matrize. Die Molekulargewichte déarker-DNAs sind in kb angegeben.
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Ein Primer-Paar wurde so géWwlt, dass das PCR-Produkt die Insertion einschliel3t, daezwe
Paar amplifizierte nur die dritte SH3-Dé@me. Da fir die Primer-Sequenzen Bereiche in nicht
alternativ gespleil3ten Exonen giwt wurden, konnte aus der @3e des ersten Amplifikates
auf die Anwesenheit der Insertion (1419 bp mit Insertiory B ohne Insertion) geschlossen
werden. Die zweite PCR diente als Kontrolig flie Spezifiat der Reaktion (261 bp).

Alle Ponsin-PCR-Produkte, die aus Skelettmuskel-cDNAs dixzipit wurden, enthielten
die Insertion. Hingegen war die Insertion nicht in PCR-Pradnkaus Herzgeweben nach-
weisbar. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass deetiors im Carboxyterminus eine

Skelettmuskel-spezifische Eigenschaft von Ponsin-Rreteist.

3.2.4 Expression und Lokalisation des endogenen Ponsins in quergestreif

ten Muskelzellen

Die Expression von Ponsin in Muskelgeweben wurde in Webtetnhund Immunfluoreszenz-
Anwendungen mit Hilfe eines kommerziellen Ariilpers analysiert (s. Tab. B.1). Da das Epi-
top des Antilorpers in einem nicht alternativ gespleif3ten Exon liedgteent der Antilorper alle

exprimierten Isoformen.

3.2.4.1 Westernblot-Analyse

Die Expression von Ponsin wurde auf Westernblot-Ebene tal@xtraktenin vitro differen-
zierter HSkM-Zellen sowie adulter Muskelgewebe unters(ghb. 3.10).

Im adulten Skelettmuskel ist Ponsin als prominente Bande&OrkD nachweisbar. Die Unter-
schiede zum berechneten Molekulargewicht (139,3 kD) simdldeineniberdurchschnittlich
hohen Anteil von Prolin (10 %) eréitbar. Unproteolysiertes rekombinantes Ponsin (‘Ps FL
in pET23aT7) zeigte eine vergleichbare elektrophoreéiddobilitat. Da keine schneller mi-
grierenden Banden in der Skelettmuskel-Probe beobachteiewpist davon auszugehen, dass
alle nachgewiesen Ponsin-Varianten die carboxyterminglertion (GoRRe 29,7 kD) enthalten.
Eine Aussage zur Expression der Exone 12 und 13 (s. AbséhBi®.2) im nachgewiesenen
Ponsin-Protein war nicht a@glich, da der GiRen-Unterschied von Isoformen mit und ohne
Exon 12 und 13 gering ist (5,2 kD).
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HSkM
0 1 2 4 5 8 H R
205 —
116 —
97 — " -

WB: anti-Ponsin

Abbildung 3.10: Expression endogenen Ponsins in humaneskdliextrakten. Auftragung von links: Totalextrakte
von HSkM-Zellen (0-5, die Ziffern geben an, wieviele Tage dellenin vitro differenziert wurden), von adultem
Skelettmuskel (S) und adultem Myokard (H). Zum Vergleidirékombinantes Ponsin (‘Ps FL', R) aufgetragen;
in dieser Probe ist die am langsamsten migrierende Bandergasteolysierte Protein, schneller migrierende
Banden stellen Abbauprodukte dar. Die Molekulargewictde Markerproteine sind in kD angegeben. Anmer-
kung: Kiirzere Expositionszeiten belegen, dass auch in den Probed 8 genau eine Bande detektiert wird; die
elektrophoretische Mobikit dieser Bande stimmt der in den Proben 1, 2 uiidd&ein.

In prolifererierenden HSkM-Zellen war Ponsin nicht nactskar, es wurde jedoch bereits
einen Tag nach Induktion des myogenen Programmes exptirvérfortschreitender Diffe-
renzierung nahm die Ponsin-Menge in den Myotuben starkzailén Differenzierungsstadien
war nur eine prominente Ponsin-Bande zu beobachten, die desirAim adulten Skelettmus-
kel entspricht.

Schwieriger zu interpretieren sind die Befunde im Herzmluske adulten Myokard des
Menschen (Abb. 3.10) und der Ratte (Daten nicht gezeigt) wasif als Doppel-Bande (ca.
160 und 175 kD) nachweisbar. &hrend die schneller migrierende Bande dedlf&r nach der
Skelettmuskel-Variante entsprach, war die langsamerienggrde Band sogar so grof3, dass sie
nicht durch ein Ponsin-Protein, dass alle alternativ geRf#n Exone en#it, erklart werden
konnte (149,0 kD). Diese Ergebnisse stehen im WiderspructeruExpressionsdaten auf
MRNA-Ebene, nach denen Herz-Varianten des Ponsins (ohnesEx& 20, 30 und 31; vgl.
Abschnitt 3.2.3.2) eine maximale &te von 122,7 kD aufweiseriidten. Ob die beobachtete
elektrophoretische Mobikit der Ponsin-Varianten im Herzen das Resultat umfangneiche
posttranslationaler Modifikationen ist, oder diese Vaeannoch unidentifizierte alternativ

gespleifdte Exone enthalten, wird Gegenstand weiterersinteungen sein.
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Abbildung 3.11: Expression von Ponsin undActinin im Myokard von DCM-PatientenLinks In Western-
blots detektiertes Ponsin und sarkometeActinin in Kontrollgeweben (Ktr) und Extrakten von DCM-fRenten
(DCM). Ponsin wurde mit einem polyklonalen SerumActinin mit dem monoklonalen Antirper (mAB) EA53
nachgewiesenRechts Densitometrische Auswertung der Blots. Der Ponsin-Gelvatde auf dem-Actinin-
Gehalt der gleichen Probe normiert und der Mittelwert destkulkollektives auf den Wert 100 gesetzt. Relativ
zum Kontrollkollektiv sind der Mittelwert und Standardadiehung des DCM-Kollektives aufgetragen. Rechts der
Mittelwerte sind die mit gleichem Skalierungsfaktor mplitzierten Werte der einzelnen Proben des Kollektives
aufgetragen. * signifikanter Unterschigd< 0, 04).

Durch Kooperation mit verschiedenen medizinischen Hmucgen standen unserer Arbeits-
gruppe Myokardproben von DCM-Patienten zur Vigiling. Damit bot sich die Blichkeit

zu Uberpiifen, ob Ponsin im erkrankten Myokard aedert exprimiert wird. Die explantierten
Herzen dieser DCM-Patienten und abgelehnte SpenderhdezKnrarollgewebe wurden vom
Deutschen Herzzentrum Berlin und dem Herz- und DiabetesmanNordrhein-Westfalen
(Bad Oeynhausen) zur Véigung gestellt (s. Tab. B.5 im Anhang). Von allen Gewebeprobe
(6 Kontroll- und 6 DCM-Proben) wurden Totalextrakte hergéstund der Proteingehalt
auf Coomassie-gafbten Gelen abgesatzt. Nach Angleichung der Proteinmenge wurden
die Proben erneut durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nithapske-Membranen transferiert
und Ponsin sowie sarkomeresActinin im Westernblot nachgewiesen (Abb. 3.11). Bei der
anschliel3enden desitometrischen Auswertung der Geleanufié detektierten Ponsin-Banden
auf den Gehalt amx-Actinin in der gleichen Probe normiert. Die normierten Weder
einzelnen Proben sind in Tab. B.5 zusammengefasst.

Sarkomeresxy-Actinin wurde aus verschiedenen {faden als Referenzprotein ausgdn:
Das laufig verwendete Grundstoffwechsel-Enzym GAPDH erwiek sicVorversuchen als
Referenzprotein ungeeignet, da seine Detektion und Quaetiing in den untersuchten
Proben nicht zufriedenstellend reproduzierbar war. Aleué&ntersuchungen von Aquila
et al. (2004) haben gezeigt, dassActinin — im Gegensatz zu Desmin bzw. 3-Tubulin —

weder in hypertrophierten noch in terminal-insuffizientelerzen signifikant vemderte
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Expression aufweist. Neben praktischen GesichtspunkterB( Verfugbarkeit geeigneter
Antikorper) hat die Verwendung eines sarkomeren Markers sdicle@en Vorteil, dass

zellulare Hypertrophie-Effekte oder Fibrose des Gewebesdisichtigt werden.

Ponsin war in den untersuchten Herzproben ebenfalls alp&bande detektierbar, schneller
migrierende Banden wurden nicht beobachtet. In Kontratkaerzeigte sich eine erhebliche
Schwankungsbreite der normierten Ponsin-Gehalte. DiB8dsergab sich auchiir weitere
Proteine (z. B. MLP, vgl. Abb. 3.42).

Im an DCM erkrankten, terminal-insuffizienten Myokard wadé® Ponsin-Gehalte dramatisch
reduziert. Auftillig war eine Probe (Bahn 11 in Abb. 3.11; Probe ‘1706’), ifclker der Anteil
der langsamer migrierenden Bande@rhwar. Ob es sich hier um die vermehrte Expression
einer Isoform oder um posttranslationale Modifikationendst, konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht gekért werden.

Zusammenfassenddst sich feststellen, dass Ponsin im terminal-insuffigieRlerz signifikant

vermindert exprimiert ist.

3.2.4.2 Immunfluoreszenz-Untersuchungen

Um die subzelludre Lokalisation des Ponsins in quergestreiften Muskedfpen zu analysieren,
wurden Immunfluoreszenzafbungen von Skelett- und Herzmuskel der Ratte durchgef
Dabei sollten Doppelmarkierungen mit Paxillin Aufschlwistiber geben, ob die Interaktion
der beiden Proteinia vivo Relevanz fir Strukturen der Zell-Matrix-Kontakte hat.

In beiden Gewebetypen wies Ponsin eine costamerischeisakah auf (Abb. 3.12), was sich
durch konfokale Mikroskopie und Gegé@nbung mit einem Z-Scheiben-Marker belegen liel3:
Die periodische Ardrbung Zellmembran-assoziierter Strukturen aghelder Z-Scheiben ent-
sprach dem Erwartungsbild eines costamerischen Protaihamgsschnitt (Pardet al., 1983).

In Kardiomyozyten befand sich Ponsin ataich in den Glanzstreifen. IBbereinstimmung
mit Daten von Mandagt al. (1999) kolokalisierte Ponsin mit Vinculin in diesem ZefityDa-
ten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu konnte Paxillin niclatdulten Skelett- oder Herzmus-
kelzellen nachgewiesen werden (Abb. 3.12). Technischbl&re bei den Immunfluoreszenz-

Farbungen konnten ausgeschlossen werden, weil das Pretdiict in den Blutgeif3en nach-
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weisbar war (Daten nicht gezeigt).

Da Paxillin und Ponsin keine Kolokalisation in adulten Gbem aufwiesen, sollte gdjdt
werde, ob die Interaktion der beiden Proteine eine Rolle @ €ntwickelnden Muskeln
spielen lbnnte. Dazu wurden Immunfluoreszenz-Analygewitro kultivierter HSkM-Zellen
durchgefihrt. In Ubereinstimmung mit den Westernblot-Befunden war Ponsipraiiferie-
renden HSkM-Zellen nicht nachweisbaralwend Paxillin in den Fokalkontakten lokalisiert
war (Abb. 3.13, erste Reihe). Einen Tag nach Beginn der myagBiféerenzierung war Pon-
sin deutlich exprimiert und zeigte Kolokalisation mit Pé®iin den Zell-Matrix-Kontakten
(Abb. 3.13, Reihe 2). Doppelmarkierungen mit mAB T12 (getetigegen ein Titin Z-Scheiben-
Epitop) in differenzierenden HSkM-Zellen belegten, dass Beginn der Ponsin-Expression
etwa zeitgleich mit der des Titins nachweisbar war (Datemtngezeigt). Da Titin fith nach
Beginn der Differenzierung exprimiert wird (Van der Loepal., 1996), ist Ponsin als eines der
ersten muskelspezifisch exprimierten Proteine der Zelid&ontakte zu bewerten.

In weiter differenzierten Zellen vegatkte sich die Expression des Ponsins, welches weiterhin
mit Paxillin in verschiedenen Zell-Matrix-Strukturen kéhlisierte. Gleichzeitig zeigte Paxillin
eine abnehmende Signalinte@siin diesen Strukturen (Abb. 3.13, Reihen 3-4).

Aus diesen Untersuchungen kann geschlussfolgert werdess die Interaktion zwischen
Paxillin und Ponsin ein transientes Ereignialwend der Differenzierung der Skelettmuskel-
zellen ist und nur in Voduferstrukturen der Costamere stattfindét; ,freife” Zell-Matrix-

Strukturen adulter Gewebe hingegen keine Bedeutung hat.
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Abbildung 3.12: Lokalisation von Ponsin in adulten quettgen Muskelgeweben der Ratte. Dargestellt sind
konfokale Bilder des SkelettmuskeM (soleusReihen 1-3) sowie des Herzens (Reihen 4-5). Erste Spaltsir®
zweite Spalte: Titin Z-Scheibe (Reihen 1-2) bzw. PaxilRethen 3-5), dritte Spalte: Zwei-Kanal-Bild (Ponsin
rot, Titin bzw. Paxillin giin). Ponsin wies in diesen Geweben costamerische Lokalisatf, im Myokard befand
es sich zuatzlich in den Glanzstreifen (*). Der mAB gegen Titin (T12)lhte spezifisch Z-Scheiben arahvend
Paxillin in adulten Muskelzellen nicht nachweisbar war.
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3.2.4.3 Expression der Skelettmuskel-spezifischen Inseati in differenzierenden Skelett-

muskelzellen

Die Daten zur Expression der Exone 30 und 31 auf Nuk&insebene implizieren, dass alle
Ponsin-Varianten im Skelettmuskel die Insertion exprieme(s. Abschnitt 3.2.3.3). Um diese
Aussage auch auf der Ebene der Protein-Expression zatigest, wurde in Kooperation
mit der AG Prof. Micheel (Universitt Potsdam) ein polykonales Serum gegen den Carboxy-
terminus des Ponsins generiert. Dazu wurde eine Maus mit Kenstrukt ‘Ps SH3.2-C’
immunisiert. Mit Hilfe dieses Serums konnten endogenessiPokultivierter HSkM-Zellen
sowie rekombinante Ponsin-Fragmente, die Epitope des maenungskonstruktes enthiel-
ten, detektiert werden (Abb. 3.14, Ansatz C). Nach &bgung des Serums mit dem zur
Immunisierung benutzten Antigen (‘Ps SH3.2-C’) waren dfggmale nicht mehr nachweisbar
(Abb. 3.14, Ansatz A). Dies beweist die Spe#fiter beobachteten Signale.

Durch eine selektive Blockierung des Serums mit dem rekoamtéen Ponsin-Fragment
‘Ps SH3.2-CAEx30,31" wurde eine Insertions-spezifische Serumfrakeidralten (Abb. 3.14,
Ansatz B). Mit Hilfe dieser Serumfraktion wurden rekombiteonsin-Fragmente, welche
die Insertion enthielten (‘Ps SH3.1-C’, ‘Ps SH3.2-C’ sowie ‘Px30,31") in Westernblot-
und Immunfluoreszenz-Anwendungen detektiert, nicht alragfente ohne die Insertion
(‘Ps SH3.1-CAEx30,31' und ‘Ps SH3.2-Q\Ex30,31"). In differenzierenden HSkM-Zellen
konnte mit der Insertions-spezifischen Serumfraktion gedes Ponsin in den Zell-Matrix-
Kontakten nachgewiesen werden (Abb. 3.l#,rechts). Diese Strukturen entsprachen exakt
den Strukturen, die auch mit dem kommerziellen Ponsink®mngtier angedrbt wurden, der
mit allen Pomsin-Varianten reagiert. Somit belegen dieggeEmente, dass die untersuchten
Skelettmuskelzellen in allen angebten Strukturen Ponsin-Varianten mit der Skelettmuskel

spezifischen Insertion exprimieren.
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Abbildung 3.14: Expression der Skelettmuskel-spezifisdhsertion in HSkM-Zellen; Eduterungen auf S. 67.
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Abbildung 3.14 (Seite 66):

Nachweis der Expression der Skelettmuskel-spezifischeertion in HSkM-Zellen mit Hilfe einer Insertions-
spezifischen Serumfraktion.

| - Durch selektive Blockierung eines polyklonalen Serums mém rekombinanten Ponsin-Fragment
‘Ps SH3.2-CAEX30,31" wurde eine Serumfraktion erhalten, die spezifiadtder Insertion reagierte (Ansatz B).
Zum Vergleich wurden das urdjprgliche Serum (C) und ein Ansatz, der vdlistlig blockiert wurde (A), verwen-
det (rahere Efhuterungen im Text).

Il - Detektion rekombinanter Proteine mit den lirbeschriebenen Aédszen (A-C) im Westernblot. Rekom-
binante, T7-markierte Ponsin-Konstrukte wurden durch $IB&E aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert
und mit den verschiedenen Aatgen inkubiert. Proben-Auftragung von links: 1 - ‘Ps SH3Kontrollprotein),

2 - '‘Ps SH3.2-CAEx30,31’, 3 - ‘Ps Ex30,31', 4 - ‘Ps SH3.2-C’. Zum Vergleich é&ne Ponceau-Rotdfbung der
vier Proteine dargestellt (‘Proteine’).

Il - Anwendung der Arétze in Immunfluoreszenz-Analysdrinks und Mitte:PtK2-Zellen wurden mit Ponsin-
GFP-Fusionsproteinen transfizielitks - ‘Ps SH3.1-C’ Mitte - ‘Ps SH3.1-CAEx30,31’) und die rekombinanten
Proteine mit den verschiedenen Atwen angéfrbt. Die Insertions-spezifische Serumfraktion B reagias-
schlieRlich mit dem Konstrukt, das die Insertion enthikitik). Spalte 1 - GFP-Fusionsprotein, Spalte 2 - Serum,
Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (GFP gn, Serum rot)Rechtsin in vitro differenzierten HSkM-Zellen (Differenzie-
rungstag 4) wurde endogenes Ponsin mit Hilfe derddzes nachgewiesen (Spalte 2). Zum Vergleich wurde Ponsin
mit einem unabBngigen Antildrper angedrbt (Spalte 1, kommerzieller Ponsin-Ariifper mit aminoterminalem
Epitop). Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (aminoterminales Bpitgiiin, Serum rot). Die Arérbung von Zell-Matrix-
Kontakten mit Hilfe der Insertions-spezifischen Serumtirak B belegt, dass HSkM-Zellen die Skelettmuskel-
spezifische Insertion exprimieren (Maf3stabsbalken ).

3.2.5 Transfektionsstudien
3.2.5.1 Transfektionsstudien in Nichtmuskelzellen

Ziel der nachfolgenden Transfektionsstudien war zu uantdrsn, welche Bereiche des Ponsin-
Proteins @ir die Lokalisation in den oben beschriebenen Struktureantevortlich sind. Dazu
wurden 13 verschiedene Konstrukte als GFP-FusionspsstigiiPtk2-Zellen transfiziert, wel-
che ein leicht transfizierbares Nichtmuskel-Modellsystiarstellen (Abb. 3.15, 3.16 und 3.17).
Die verwendeten Konstrukte sind im Anhang schematischeséegit (Abb. B.1, ausklappbar).

Die Paxillin-Bindungsregion im Ponsin Die Paxillin-Bindungsregion ‘Ps SH3.2’ zeigte in
diesen Zellen eine schwache Lokalisation an Stressfas@lfrokalkontakten, also an Struktu-

ren, die mit dem Actin-Zytoskelett assoziiert sind (AblS. Die schwache, kontinuierliche

Seigentlichenhanced green fluorescent prot@@GFP), nachfolgend als GFP bezeichnet
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Ps SH3.2-GFP Paxillin-T7 Overlay

Ps SH3.2-GFP

Ps SH3.2-GFP FAK-T7 Overlay

Abbildung 3.15: Transfektion von Ponsin, Paxillin und FAKRtK2-Zellen. Die Paxillin-Bindungsregion im Pon-
sin ‘Ps SH3.2’ wurde als GFP-Fusionsprotein, allein odsammen mit potentiellen Bindungspartnern, in PtK2-
Zellen exprimiertLinks: Immunfluoreszenz-#rbungen fixierter, doppelt-transfizierter Zellen, die $¥43.2’ und
rekombinantes, T7-markiertes Paxillin (erste Reihe) Bz%K (Reihe 2) koexprimierten; Spalte 1 - ‘Ps SH3.2',
Spalte 2 - Paxillin bzw. FAK, Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (Pon giiin, Paxillin bzw. FAK rot). Zum Vergleich ist
eine Transfektion von ‘Ps SH3.2" allein dargestetiochts.

Dekoration der Stressfasern ist kritisch zu bewerten uadh@ht spezifisch einzuordnen, da
auch transfiziertes GFP allein diese in fixierten Zellen a@gyDaten nicht gezeigt). In doppelt-
transfizierten Zellen, die dieses Ponsin-Konstrukt un@maknantes Paxillin koexprimierten,
kolokalisierten beide Proteine prominent in den Fokalkktgn, wahrend eine Dekoration der
Stressfasern kaum beobachtet wurde (Abb. 3.15). Im Gegedazu war die transfizierte FAK,
die ebenfalls in den Fokalkontakten lokalisierte, nichdém Lage, diese SH3-Daime des Pon-
sins zu den Fokalkontakten zu rekrutieren. Dies dtegtdie Paxillin-Ponsin-Interaktion und
ist ein weiterer Hinweis darauf, dass FAK keine direkte Bimglan dieses Ponsin-Konstrukt

aufweist.
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Carboxyterminale Trunktions- und Deletions-Konstrukte Da die Paxillin-Bindungsregion
allein nur eine schwache Lokalisation zeigte, stellte sighFrage, welche Region bzw. Re-
gionen des Ponsindif seine Lokalisation verantwortlich sind. Dazu wurdenseéiedene
Trunkations- und Deletions-Konstrukte als GFP-Fusiootgine in PtK2-Zellen exprimiert.
Die Ergebnisse sind in Tab. 3.2 zusammengefasst. Eindamdige, umfassende bildliche Dar-
stellung aller Transfektionsergebnissérde den Rahmen dieser Arbeit sprengen, daher sind
nachfolgend nur ausgéhlte Konstrukte dargestellit.

Die einzelnen SH3-Do#énen (‘Ps SH3.1’, ‘Ps SH3.2’ und ‘Ps SH3.3’) zeigten ein tedhheit-
liches Bild: Die Konstrukte dekorierten die Stressfasemtkwierlich und zeigten eine wenig
prominente Anfrbung der Fokalkontakte (Abb. 3.15 rechts und Abb. 3.16 &8)hDabei ist

zu vermuten, dass diese subzeihal Lokalisation vom GFP-Fusionsanteil verursacht wurde
(s. 0.). Die dritte SH3-Dofmne wies zuatzlich eine Kernlokalisation auf und war auch an den
Zell-Zell-Verbindungen detektierbar.

Das Konstrukt ‘Ps Ex30,31’, das die Skelettmuskel-spetiésinsertion kodiert, wies vor al-
lem eine diffuse Lokalisation im Zytoplasma auf. Gelegehtivurde das Protein auch im Kern
detektiert oder zeigte unspezifische Bindung an Stressfaser Fokalkontakte (Abb. 3.16 Rei-
hen 3-4.)

Die Kombination der zweiten und dritten SH3-Dane (‘Ps SH3.2-Q\Ex30,31") entsprach
im Wesentlichen den Transfektionsergebnissen der eieadfionstrukte, wurde aber nicht in
Zell-Zell-Verbindungen detektiert.

Das Konstrukt ‘Ps SH3.2-C’, das dem Ponsin-Bereich entsprdeh im Hefe-Doppel-
Hybrid-Screen als Paxillin-Bindungspartner identifizienirde, unterschied sich in der sub-
zellularen Lokalisation stark von den bisher untersuchten Koktn: Es wies keine
Stressfaser-Lokalisation auf und war stattdessen prarineden Fokalkontakten detektier-
bar. Weiterhin lokaliserte es in Zell-Zell-VerbindungeAbp. 3.16 Reihen 1-2). Bei den
auffalligen punktbrmigen Aggregaten wurde zachst vermutet, dass diese ves#el Struk-
turen anérbten, sie wiesen jedoch keine Kolokalisation mit Vesilalkern auf (z. B. Cla-
thrin, Daten nicht gezeigt). Da statt dieser Strukturen éomatalen Rattenkardiomyozyten
grol3e Protein-Aggregate beobachtet wurden (vgl. Abb)3idt@lavon auszugehen, dass es sich

um unspezifische Aggregate handelt, die aus difErexpression resultieren. Das Konstrukt
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‘Ps SH3.2-CAEX31’ zeigte prinzipieldhnliches Verhalten wie ‘Ps SH3.2-C’, die Lokalisation
in den Fokalkontakten war jedoch scheher ausgepot.

Aus diesen Befunden kann geschlussfolgert werden, dasdiesbmbination verschiedener
Domanen im Carboxyterminus des Ponsins, d. h. der zweiten utidrd8H3-Donane und der
Insertion, die Rekrutierung des Proteins zu den Fokalkdetalbewirkt. Dabei scheint der kur-

ze Abschnitt, der von Exon 31 kodiert wird, nicht notwendigsein.

Tabelle 3.2: Transfektion carboxyterminaler Ponsin-Knrige in PtK2-Zellen. Zusammengefasst sind die
subzelluéren Lokalisationen der transfizierten GFP-Fusionspretet+ starkes Signal in allen Zellen, + in
allen Zellen beobachtet, (+) schwaches Signal bzw. nurggelfich beobachtet, - nicht beobachtet. Eine
schematische Darstellung der Konstrukte befindet sich itmafig (Abb. B.1). Die Konstrukte ‘Ps SH3.2-C’ und
‘Ps SH3.2-CAEx31’ unterscheiden sich in ihren subzeditdn Signalen deutlich von den anderen Konstrukten,
die aus weniger Modulen bestehen.

Konstrukt Fokal-  Stress- Zell-Zell- Kern diffus-zyto-  pun ktf drmige
kontakte fasern Verbindungen plasmatisch Aggregate

Ps SH3.2-C ++ - + - - +

Ps SH3.2-CAEx31 + - + - - +

Ps SH3.2-CAEx30,31 (+) + - + - -

Ps Ex30,31 (+) (+) - + + -

Ps SH3.1 (+) + - - - -

Ps SH3.2 (+) + - - - -

Ps SH3.3 +) + + + - -
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Ps SH3.2-C-GFP Vinculin Overlay

Ps Ex30,31-GFP

Overlay

Ps SH3.3-GFP

Abbildung 3.16: Transfektion carboxyterminaler Ponsionktrukte als GFP-Fusionsproteine in PtK2-Zellen. Dar-
gestellt sind Immunfluoreszenzfungen fixierter Zellen, die ‘Ps SH3.2-C’ (Reihen 1-2§ BX30,31’ (Reihen
3-4) bzw. ‘Ps SH3.3’ (Reihe 5) exprimierten (Spalte 1). Diegénfirbung mit Vinculin visualisiert Fokalkon-
takte und Zell-Zell-Verbindungen (Spalte 2). F-Actin wanahit CPITC-Phalloidin angéfbt (Spalte 3). Spalte 4 -

Drei-Kanal-Bild (GFP gian, Vinculin rot, F-Actin blau). Die Kerréfrbung im Vinculin-Kanal ist eine unspezifische
Reaktion des Seku@dgdantilorpers.
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Langere amino- und carboxyterminale Konstrukte sowie vollgandiges Ponsin Struktu-
rell lasst sich das Ponsin-Moligkin zwei Abschnitte teilen: Der aminoterminale Teil (Exeon
1-25) entlt eine Region, die Homologie zum Peptidhormon Sorbin aistwBiese Sorbin-
Homologie-Region (SoHo) soll durch Interaktion mit dem BnotFlotillin in der Lage sein,
Ponsin zdipid rafts zu rekrutieren (Kimurat al., 2001). Weitere Do@nen oder andere Struk-
tureinheiten lassen siciifden aminoterminalen Teil aus der Pareequenz nicht vorhersagen.
Der carboxyterminale Teil des Ponsins (Exone 26—34) kofliedrei SH3-Donnen, zwischen
die im Skelettmuskel eine Insertion einggf ist (vgl. Abb. 3.8).

Die Transfektion &ngerer Konstrukte sollte Aufschluss daer geben, welche Abschnittérf
die Lokalisation des Proteins verantwortlich sind und Wwel&ffekte dieUberexpression der
Abschnitte auf die transfizierten Zellen hat. Diese Untelsugen wurden in Nichtmuskelzel-
len (PtK2) durchgefhrt, die kein endogenes Ponsin enthielten und —im Gegensaken meis-
ten Muskelzellsystemen — leicht transfizierbar waren. PZléRen erwiesen sich als besonders
geeignet @ir diese Fragestellung, da diese Zellen wenig motil sindsomitiber ausgegte
Stressfaser- und Fokalkontaktstrukturen wrigen.

Die Ergebnisse der Transfektionsstudien sind in Tab. 3samimengefasst. Ausgahite Kon-
strukte sind in Abb. 3.17 dargestelltjrfeine schematische Darstellung der Konstrukte sei auf
den Anhang verwiesen (Abb. B.1).

Alle Konstrukte, die die drei SH3-Doamen enthielten, zeigten eine deutliche Lokalisation in
den Fokalkontakten (Abb. 3.17 Reihen 2—4). Ein Konstruks,dizn vollsindigen aminotermi-
nalen Abschnitt, nicht aber die SH3-Damen enthielt (‘Ps N-Ex25’), wurde nicht zu den Fo-
kalkontakten rekrutiert. Stattdessen zeigte es raukleind Stressfaser-Lokalisation (Abb. 3.17
Reihe 5).

Sowohl das Konstrukt ‘Ps SH3.1-0Ex30,31’, das lediglich aus den drei SH3-Dénen
bestand, als auch ein analoges Konstrukt mit der Skelekishgpezifischen Insertion
(‘Ps SH3.1-C’) zeigten prominente Fokalkontakt-Lokalisaén (Abb. 3.17 Reihe 4). Daraus
kann geschlussfolgert werden, dass das ZusammenspigdH@eD8manen fir die Lokalisation
von Ponsin in Zell-Matrix-Kontakten verantwortlich isiecdSkelettmuskel-spezifische Insertion
ist hierfur nicht erforderlich. Interessanter Weise zeigte das Kaksohne die Insertion eine

deutlichere Lokalisation in Zell-Zell-Verbindungen.
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Das vollséindige Ponsin-Protein ‘Ps FL’ wurde in transfizierten Zekdenfalls in den Fokal-
kontakten detektiert (Abb. 3.17 Reihen 2-3). Mit zunehmeko@ressionsgrke dieses GFP-
Fusionsproteines unterschieden sich die Zellen erhebtiolden nicht-transfizierten Nachbar-
zellen: Auffallig war eine veanderte Morphologie der Fokalkontakte, diese waren z. iF. ve
groRert bzw. unregelafdig geformt und nicht wiéblich in der Peripherie der Zellen anzu-
treffen. Bei noch strkererUberexpression des Proteins wurden Actin-assoziierteskgiett-
Strukturen, insbesondere die Stressfasern und Fokakéentersbrt. Als Folge wurden Ponsin
und andere Proteine der Fokalkontakte (z. B. Paxillin undciin) in unregelmfigen Struk-
turen (Aggregaten“) detektiert (Abb. 3.17 Reihen 2-3).

Ahnliche Beobachtungen wurden mit Konstrukten gemachiligi&orbin-Homologie-Region,
die drei SH3-Doranen und die Skelettmuskel-spezifische Insertion engmeba das Kon-
strukt ‘Ps Ex16-C’ nur mit geringer Effizienz transfizierbaarywvurde ein analoges Konstrukt
‘Ps Ex16-CAEx20,21’ ohne die alternativ gespleil3ten Exone 20 und 2veredet. Dieses
zeigte ebenfalls — je nach Grad déberexpression — Fokalkontakt-Lokalisation und die Ten-
denz, die Integrét der Stressfasern zu beeinflussen. Im Gegensatz zu ‘Ps kdewlieses
Konstrukt gelegentlich auch in Zell-Zell-Verbindungerchgewiesen. Die Eigenschaft, Aggre-
gate zu bilden, schien mit der Anwesenheit der Skelettmisglezifischen Insertion (Exone 30

und 31) zu korrelieren.

Tabelle 3.3: Transfektion amino- und carboxyterminalengtoukte sowie vollgtndigen Ponsins in PtK2-Zellen.
Zusammengefasst sind die subzedlhein Lokalisationen der transfizierten GFP-Fusionspreteit+ starkes
Signal in allen Zellen, + in (fast) allen Zellen beobacht{ef, schwaches Signal bzw. nur gelegentlich beob-
achtet, - nicht beobachtet. Ein schematische Darstell@rgkdnstrukte befindet sich im Anhang (Abb. B.1).
(*) - Effekt abhangig vom Expressionslevel, (**) - nur wenige Zellen anadyisar (geringe Transfektionseffizienz).

Konstrukt Fokal-  Stress- Zell-zell- Kern Aggregate Effekt auf Actin-
kontakte fasern Verbindungen * Zytoskelett (*)

Ps FL ++ - - - + ++

Ps N-Ex25 - (+) - + - -

Ps Ex16-C (**) ++ - - - - ++

Ps Ex16-CAEx20,21 ++ - +) - + ++

Ps SH3.1-C ++ - (+) - (+) -

Ps SH3.1-CAEx30,31 ++ - + ) - -
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Kontrolle Paxillin F-Actin Overlay

Ps FL-GFP Paxillin Overlay

F-Actin

Abbildung 3.17: Transfektion amino- und carboxytermin&enstrukte sowie des volighdigen Ponsins in PtK2-
Zellen; Erhuterungen auf S. 75.
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Abbildung 3.17 (Seite 74):

Transfektion amino- und carboxyterminaler Konstrukte isodes vollsandigen Ponsins in PtK2-Zellen. Darge-
stellt sind ImmunfluoreszenzaFbungen fixierter Zellen, die ‘Ps FL' (Reihen 2-3), ‘Ps SHB’ (Reihe 4) bzw.

‘Ps N-Ex25’ (Reihe 5) als GFP-Fusionsprotein exprimiert8palte 1). Die Gegeafbung mit Paxillin (Spal-

te 2) visualisiert Fokalkontakte (Pfeilspitzen). F-Actiurde mit CPITC-Phalloidin angéfbt (Spalte 3). Spal-

te 4 - Drei-Kanal-Bild (GFP dim, Paxillin rot, F-Actin blau). Die Region, die durtiberexpression des Ponsin-
Konstruktes eine anormale Actin-Zytoskelett-Morphotogiufweist, ist durch Pfeile gekennzeichnet. Man beachte,
dass im Falle von ‘Ps FL’ eine Zelle mit hoher Expressicirgst (Reihe 2) sowie eine Zelle mit geringer Expressi-
onssérke (Reihe 3) ausgéhlt wurden. Zum Vergleich sind gleichartig §efte, untransfizierte Zellen abgebildet
(Reihe 1).

3.2.5.2 Transfektionsstudien in Muskelzellen

Nachdem Transfektionenstudien in Nichtmuskelzellen iggzeatten, dass die drei SH3-
Domanen zusammeruf die Lokalisation des Proteins in Zell-Matrix-Kontaktaasreichend
sind und dieUberexpression von Ponsin die Morphologie Actin-assdziieZytoskelett-
Strukturen vedindert, wurde das Verhalten transfizierter Ponsin-Preteizwei verschiedenen

Muskelzell-Systemen untersucht.

Transfektion von Ponsin in C2C12-Myotuben Proliferierende C2C12-Zellen wurden mit
Ponsin-Konstrukten als GFP-Fusionsproteine transfizied anschlieRend bis zu 4 Tage
vitro differenziert. Nach Induktion des myogenen Programmei®iiiesrten diese Zellen. Die
mehrkernigen Myotuben begannen, sarkomere Proteine zimegpen und in Pamyofibrillen
einzubauen, die §per zu quergestreiften Myofibrillen reiften. Da die rekonamten Proteine
unter Kontrolle eines trunkierten Myomesin-Promotorsnd&n, wurden auch sie erst nach
Beginn der Differenzierung exprimiert.

In C2C12-Zellen wurde eine partielle Kolokalisation des rakmanten Ponsins (‘Ps FL') mit
Pramyofibrillen beobachtet (Abb. 3.18, Reihe 1jalwend reife Myofibrillen keine Assoziation
mit Ponsin zeigten (Daten nicht gezeigt). Die Gegebfing mit Vinculin und Paxillin belegte,
dass didJberexpression von Ponsin auch in diesem Zelltyp einentEsuf die Morphologie

der Zell-Matrix-Kontakte auibte. Beide Proteine kolokalisierten in transfizierten &elinit
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Ponsin in elongierten, PLAS-artigen Zell-Matrix-Kontaft die in dieser Auspigung nicht in
untransfizierten Zellen detektiert wurden (Abb. 3.18, \&iah der Reihen 2 und 3).

Wie bereits in PtK2-Zellen beobachtet, zeigten Transteldn der Konstrukte ‘Ps Ex16-C’
und ‘Ps Ex16-CAEx20,21" ahnliche Resultate wie ‘Ps FL' (Daten nicht gezeigt). Die
Transfektionen érzerer, carboxyterminaler Konstrukte waren weniger agsaftig, da nur
eine sehr geringe Anzahl differenzierter Zellen detektigerden konnte, die gleichzeitig

GFP-Fusionsproteine exprimierten.

Transfektion von Ponsin-Konstrukten in Kardiomyozyten Neonatale Rattenkardiomyo-
zyten stellen ein transfizierbargsvitro Modellsystem @ir Herzmuskelzellen dar (Lange al.,
2002). Im Gegensatz zu C2C12-Zellen erfolgt die Transfekdienrekombinanten Proteine in
differenzierte Zellen mit ausgeggten sarkomeren Strukturen. DiedParation der Zellen aus
neonatalen Rattenherzen, ihre Kultur und transiente Teahehen der beschriebenen Ponsin-
GFP-Fusionsproteine wurden von E. Ehler durchbet

In diesem Zelltyp zeigten vollahdiges Ponsin (‘Ps FL’), zwei aminoterminal trunkiertenko
strukte ‘Ps Ex16-C’ und ‘Ps Ex16-GEx20,21’ sowie das Konstrukt ‘Ps SH3.1-C’, das die
drei SH3-Dondnen sowie die Skelettmuskel-spezifische Insertion dhtl@m einheitliches
Bild: Alle Konstrukte wurden in den Fokalkontakten detekti@bb.3.19), in denen die GFP-
Fusionsproteine mit Vinculin und Paxillin kolokalisienteé/Veiterhin gab es auch Hinweise auf
eine costamerische Lokalisation, und einige transfiziéetiéen zeigten eine Lokalisation des
rekombinanten Proteins in Zell-Zell-Verbindungen. Allenstrukte hatten die Tendenz, unspe-
zifische Aggregate zu bilden.

Die Tatsache, dass in diesem Zellsystem kein (negativéek&der Konstrukte auf die Morpho-
logie des Actin-Zytoskeletts beobachtet wurdénkte darin begmdet sein, dass diese Zellen

einen sehr geringetnirn overder sarkomeren Proteine aufweisen (E. Ehler,@rshe Mittei-

lung).
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Titin (Z-Scheibe) Overlay

Ps FL-GFP
' Bl

Ps FL-GFP Vinculin

Kontrolle Vinculin Overlay

Abbildung 3.18:Uberexpression des volisidigen Ponsins in C2C12-Myotuben. Dargestellt sind Aetlée 4 Ta-

gein vitro differenziert wurden und ‘Ps FL' als GFP-Fusionsproi@erexprimierten (Reihen 1-2, Spalte 1). Erste

Reihe: Das Ponsin-Konstrukt zeigte partielle Kolokalmatmit Piamyofibrillen (angedrbt mit Titin mAB T12
(Spalte 2), Pfeilspitzen). Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (Ggn, Titin rot). Reihe 2: In transfizierten Zellen rekru-
tierte rekombinantes Ponsin Vinculin (Spalte 2) in morplg@ch veanderte Zell-Matrix-Kontakte (Pfeilspitzen).
Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (GFP @n, Vinculin rot). Zum Vergleich wurde eine Vinculin-gebte, untransfizierte
Zelle abgebildet (Reihe 3).



Ergebnisse 78

Ponsin-GFP Vinculin Titin (M-Bande) Overlay

Abbildung 3.19: Expression von Ponsin-GFP-Fusionspnateneonatalen Rattenkardiomyozyten. Es ist eine Zel-
le dargestellt, die das Konstrukt ‘Ps Ex164XEx20,21" exprimierte (Spalte 1). Zum Vergleich wurden \itio
(Spalte 2) und Titin (M-Banden-Epitop, angebt mit m8, Spalte 3) ebenfalls angdft. Spalte 4 - Drei-Kanal-Bild
(GFP giin, Vinculin rot, Titin blau). Das Ponsin-Konstrukt zeidtekalisation in den Fokalkontakten (Pfeilspit-
zen) sowie Zell-Zell-Verbindungen (Pfeile) und bildetespazifische Aggregate (*). Durchggirt von E. Ehler.

3.2.6 Funktionen der Skelettmuskel-spezifischen Insertion

Nachdem die Transfektionsstudien ergeben hatten, daSkdiettmuskel-spezifische Insertion
im Carboxyterminusiir die subzellidre Lokalisation des Ponsins nicht notwendig ist, lag die

Vermutung nahe, dass dieser Bereich regulatorische Fungktibaben é&nnte.

3.2.6.1 Vermutete Funktionen aufgrund der Aminoswuresequenz

Die Skelettmuskel-spezifische Insertion im Carboxytermsides Ponsins ist 278 Amirésren
lang und wird zum ¢il3ten Teil vom alternativ gespleif3ten Exon 30 (258 Aménwen) so-
wie von einem weiteren alternativ gespleil3ten Exon, Exon(&1 Aminosauren), kodiert
(Abb. 3.20).

Eine Analyse der Sequenz mit bioinformatischen Programengab, dass die Insertion kei-
ne Sequenz-Homologie zu bekannten Proteinen oder dereraimmaufweist. Vorhersagen
zur Sekundrstruktur zeigten, dass weder ausgepe o-helikale Bereiche nocly-Faltblatt-
Strukturen zu erwarten sind. Die Sequenz irgtfiber eineruberdurchschnittlich hohen Anteil
an Serin und Prolin (17,6 % bzw. 10,8 %). Bei detaillierter Beltung stellte sich heraus, dass
der aminoterminale Bereich eine Prolin-reiche Region@nh{PPLPPLP, Amindsuren 50-56
der Insertion, Abb. 3.20), die von einem Cluster von SP- und/idBiven umgeben ist. Eine sol-

che Prolin-reiche Region ist ein potentieller Ligarid EH3- bzw. WW-Doranen (Kayet al.,
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psrsatasfpg FSSHSKLITP APSSLPHSRR ALSPEMHAVT SEWISLTVGV
#1 #2

(&) 50 60 70| (B) 80 90

PGRRSLALTP PLPPLPEASI YNTDHLALSP RASPSLSLSL PHLSWSDRPT

#3 #4 #5 #6
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PRSVASPLAL PSPHKTYSLA PTSQASLHMN GDGGVHTPSS GIHQDSFLQL
#7 #8 #9

150 160 170 180 190

PLGSSDSVIS QLSDAFSSQS KRQPWREESG QYERKAERGA GERGPGGPKI

200 210 220 230 240
SKKSCLKPSD VVRCLSTEQR LSDLNTPEES RPGKPLGSAF PGSEAEQTER
#10

250 260 270 280

Abbildung 3.20: Aminoauresequenz der Skelettmuskel-spezifischen Insertionarbayterminus des Ponsin.
Die 278 Aminog&uren lange Insertion ist in GroBbuchstaben gedruckt, ideede Bereiche in Kleinbuchsta-
ben. Der Teil der Insertion, der von Exon 31 kodiert wird,gestrichelt unterstrichen. Die Prolin-reiche Region
(Aminosauren 50-56) ist kursiv dargestellt, die SP- und TP-Motiad sinterstrichen und durchnummeriert. Das
PQQP-Motiv, das von der Insertion unterbrochen wird, istdilBoxen markiert. In den fett gedruckten Peptiden
(A: Aminosauren 45-71; B: Amindgauren 72-92) wurden durch Massenspektrometrie Phosjdmanygien nach
Inkubation mit p42-MAPK nachgewiesen.

2000; Maciast al,, 2002). Dieser Sequenzabschnitt eéitlzwei PXXP-Konsensus-Motive und
konnte sowohl intramolekulare Bindungen zu einer der SH3-Bmn des Ponsins als auch zu
SH3-Donénen anderer Proteine vermitteln.

Die SP- und TP-Motive stellen potentielle Konsensus-Mofiw die Phosphorylierung durch
MAPK dar (Davis, 1993), welche zur Familie der Serin- undédmin-Kinasen gejren. Ei-
ne genauere Analyse der zehn SP- und TP-Motive und der siehenden Sequenzbereiche
ergab, dass sechs dieser MotAdenlichkeiten in der Aminoauresequenz aufweisen und sich
mehr oder weniger gut dem Konsensus-Motiv ‘R/L A L S/T P’ zuwd lassen (Abb. 3.21,
Motive #2, #3, #4, #5, #7 und #8). Drei dieser Motive sind atiohar innerhalb der &ugetiere
konserviert.

Interessant ist weiterhin die Tatsache, dass die Insegiilof XXP-Motiv unterbricht (PQQP,
Abb. 3.20). Es wurde berichtet, dass dieses Motiv einesktie Rolle bei der Bindung von
Ponsin an das Adapterprotein Nck2 spielen soll (Cowan undeétaryer, 2001).
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Motiv # konserviert Clustal W

1 -—SHSKLITP -

2 -HSRRAL-SP + # 5 # 2

3 -RRSLAL-TP + 48 # 4

4 -TDHLAL-SP -

5  ALSPRA--SP - # 3 47
6  ——SWSDRPTP -

7 --TPRSVASP + #10 #9
8 --SPLALPSP -

9  --GDGGVHTP - # 1 46
10 --RLSDLNTP +

Abbildung 3.21: SP- und TP-Motive in der Skelettmuskelzfigchen Insertion des Ponsirlsnks: Sequenz-
alignment der SP- und TP-Motive mit ihren umgebenden SexprerKursiv gedruckte Amin@siren lassen sich
dem Konsensus-Motiv ‘R/L AL S/T P’ zuordnen, + gibt an, daigsds SP-/TP-Motiv in Mensch, Maus, Ratte und
Hund gefunden wurddRechts:Ergebnis einerClustal W’-Analyse dieser Sequenzen, dargestellt‘riteview’.
Die Motive, die sich dem Konsensus-Motiv zuordnen lassateri in einen Cluster (grau hinterlegt).

3.2.6.2 Phosphorylierung der Insertion

In vitro Phosphorylierungsexperimente Durch in vitro Phosphorylierungsexperimente
wurde Uberpiift, ob die SP-/TP-Motive in der Insertion tathlich Substrateir MAPK
darstellen Bnnen. Dazu wurden gereinigte, rekombinante Proteinfeagenmit p42-MAPK
in Gegenwart von radioaktiv markiertem ATP inkubiert. Naalftrennung der Proben mittels
SDS-PAGE konnte durch Autoradiographie der Einbau radioakarkierter Phosphatgruppen
nachgewiesen werden. Alle Konstrukte, die die Skelettmlisgezifische Insertion enthielten,
wurden in diesen Versuchen durch p42-MAPK phosphoryliatbt 3.22 ‘Ps Ex30,31’ und
‘Ps SH3.2-C’; schematische Darstellung der Konstrukte Abb), hingegen warifr keine der
SH3-Donénen ein Einbau von Radioakti&itzu beobachten. Da auch ein Konstrukt, das Exon
31 nicht entllt (‘Ps SH3.2-CAEX31’), phosphoryliert wurde, grenzt sich der phosphery
Bereich auf den Teil der Insertion ein, der von Exon 30 kodagrtl und die SP-/TP-Motive
enthalt. Das Konstrukt ‘Ps PRR’, das die Prolin-reiche Region deettion enthlt (Ami-
nosauren 1-66 der Insertion), wurde ebenfalls phosphorylZamit wurde gezeigt, dass eines
oder mehrere der beschriebenen SP-/TP-Motive in der Unmgetar Prolin-reichen Region

prinzipiell von MAPK in vitro phosphoryliert werdendanen.
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Abbildung 3.221n vitro Phosphorylierung rekombinanter Ponsin-Fragmeritiks: Coomassie-&rbung gereinig-
ter, rekombinanter Ponsin-Konstrukte nach Auftrennunghi$DS-PAGE; * - Verunreinigung durch bakterielles
Protein in der Paparation von ‘Ps PRR’. Eine schematische Darstellung ldfestrukte befindet sich im Anhang
(Abb. B.1).Rechts:Autoradiographie. Die Ponsin-Proteine wurden vor Aufinemg per SDS-PAGE mit aktivier-
ter, rekombinanter p42-MAPK in Gegenwart vor33P]-ATP inkubiert (1.Ci). Alle Konstrukte, die den Teil
der Insertion enthalten, der von Exon 30 kodiert wird, sodas Konstrukt ‘Ps PRR’ zeigten einen Einbau von
Radioaktivitt.

Um zu Uberpiifen, ob in Skelettmuskelzellen Kinasen aktiv sind, die ldsertion des Pon-
sins phosphorylierendonen, wurdein vitro Phosphorylierungsexperimente mit Zellextrakten
durchgetihrt. Rekombinantes, T7-markiertes Ponsin-Fragment (89B1’) wurde mit ver-
schiedenen Zellextrakten in Gegenwart von radioaktiv meatdam ATP inkubiert, anschliel3end
mit Hilfe eines Tag-Antikrpers péazipitiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und autoradaegr
phiert. Die Abtrennung des rekombinanten Proteins war entlig, da die Proteine der Zellex-
trakte einen starken Hintergrund in der Autoradiograpleiixsachten.

Im Zellextrakt von proliferierendem vitro kultivierten HSkM-Zellen war eine geringe Menge
an Proteinkinaseaktivat nachweisbar, die in der Lage war, die Insertion im Ponsiphospho-
rylieren (Abb. 3.23, HSKM 0 d). Nach Beginn der Differenziegunahm diese Kinaseaktigit
zu (Abb. 3.23, HSKM 2 d). Mit Fortschreiten der Differenziag ertohte sich diese Kinaseak-
tivitat noch leicht (Abb. 3.23, HSKM 4 d) und entsprach ca. 50 % unigyesetzten Aktiviat der
rekombinanten p42-MAPK. Analog@ vitro Phosphorylierungsversuche mit dem Konstrukt
‘Ps PRR’ und Zellextrakten konnten diese Ergebnissealigen (Daten nicht gezeigt).

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass in differezrailen Skelettmuskelzellen Protein-

kinase(n) aktiv sind, die SP-/TP-Motive in der Insertiors dRnsins phosphoryliereknen.
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Abbildung 3.231n vitro Phosphorylierung der Insertion durch HSkM-ZellextraRekombinantes, T7-markiertes
Fragment ‘Ps Ex30,31’ wurde mit gleichen Proteinmengen iton-Zellextrakten in Gegenwart vop-[*3P]-
ATP inkubiert (5uCi), mit Hilfe eines T7-Antilorpers pézipitiert, und nach Auftrennung durch SDS-PAGE
autoradiographiert. Als Kontrolldif die Spezifiit des Signales diente ein Ansatz ohne rekombinantes Rrotei
Auftragung von links: Inkubation mit Zellextrakt prolifierender HSkM-Zellen (HSkM 0 d), Inkubation mit Zell-
extrakt von HSkM-Zellen, die 2 bzw. 4 Tagevitro differenziert wurden (HSkM 2 d, HSkM 4 d), Kontrollansatz
ohne rekombinantes Protein (Kontrolle), Vergleichspralie statt mit Zellextrakt mit aktivierter, rekombinanter
p42-MAPK inkubiert wurde (MAPK).

Die verantwortlichen Proteinkinase(n) scheinen aul3erdarar differenzierungsaiingigen
Regulation zu unterliegen.

Um die Zahl der Phosphorylierungsereignisse und den Plogprungsgrad quantitativ
absclatzen zu Bnnen, wurde Proben van vitro phosphorylierten rekombinanten Ponsin-
Fragmenten durch zweidimensionale Gelelektrophoreséysaed. Nach Phosphorylierung
der rekombinanten Ponsin-Konstrukte mit p42-MAPK bzw. @dllextrakten erfolgte die
Auftrennung der Proben nach ihren Ladungseigenschaftearin iNEPHGE (erste Dimension).
In der zweiten Dimension wurden die Proteine durch SDS-PAGE&prechend ihres Mole-
kulargewichts separiert. AnschlieBend wurden die T7-meadn Ponsin-Konstrukte durch
Immundetektion im Westernblot nachgewiesen. Im Verglezcim unbehandelten Protein
zeigte mit p42-MAPK inkubiertes ‘Ps Ex30,31’ vier Spots (ABB.24, P1-P4), diaquidistant
in den sauren pH-Bereich verschoben wareahrend der Spot, der dem urgpglichen,
unphosphorylierten Protein entsprach, in dieser Probmkaach nachweisbar war (Abb. 3.24,
U). Aus diesem Versuch kann geschlussfolgert werden, dasaikvier SP-/TP-Motive in der
Skelettmuskel-spezifischen Insertion des Ponsins vormbkwanter p42-MAPK phosphory-
liert werden lbnnen (Abb. 3.24, P1-P4). Wurde mit Zellextrakt differemender HSkM-Zellen
an Stelle von p42-MAPK inkubiert, waren einfach und zwdifgghosphorylierte Molekie
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Abbildung 3.24: Zweidimensionale Gelelektrophorese vbogphoryliertem und unphosphoryliertem Ponsin-
Protein. Das rekombinante, T7-markierte Ponsin-KonstRe& Ex30,31’ wurde ohne (unbehandelt) oder nach In-
kubation mit aktivierter, rekombinanter p42-MAPK (MAPKW. mit Triton-Zellextrakt differenzierender HSkM-
Zellen (HSKM 2d, d. h. 2 Tagm vitro differenziert) durch zweidimensionale Gelelektropheraafgetrennt und
Uber den T7-Immunotag nachgewiesen. Die Pfeile geben ditidtodes unphosphorylierten Proteins (U) sowie
die Positionen von einfach bis vierfach phosphoryliertevié¥iilen (P1-P4) an.

neben unphosphoryliertem Protein erkennbar.

Nach Behandlung mit rekombinanter p42-MAPK oder Zellextradigte auch das Konstrukt
‘Ps SH3.2-C’, das ebenfalls die Skelettmuskel-spezifisnkertion enthlt, vier in den sauren
pH-Bereich verschobene Spots. Hingegen waren bei einerogeraKonstrukt ohne Insertion
(‘Ps SH3.2-C AEx30,31’) keine Unterschiede vor und nach Behandlung mit KAR

beobachten (Daten nicht gezeigt).

Identifizierung von Phosphorylierungsstellen in der Skelemuskel-spezifischen Inser-
tion Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, welche vier TSRMotive (von den
zehn noglichen; vgl. Abb. 3.20) in der Insertion durch MAPK vitro phosphoryliert wer-
den. Dazu wurde ein kombinierter HPLC-Massenspektromaéingatz verwendet: Phospho-
rylierte Peptide, die durch tryptischen Verdau der Probexwagnnen werden,danen in der
HPLC durch ihr veandertes Laufverhalten gegéyer ihren unphosphorylierten Gegdrdten
identifiziert werden. Eine Zuordnung dieser Peptide zuru®ag ist durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie dglich, dabei werden die Peptide anhand ihres Molekuladees
identifiziert und Phosphorylierungen durch charaktest$ie Verschiebungen des Molekular-

gewichtes (um +80 D pro Phosphorylierungsereignis) erkasm die Phosphorylierungsstelle
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in einem Peptid weiter einzugrenzergnnen Fragment-lonen-Analysen in einem Quadrupol-
Massenspektrometer durchgbft werden. Dazu wird ein Peptid im Quadrupol ausgieiv
und durch Kollision mit Argon zur Bildung von Fragmenten aregg, welche in einem wei-
teren TOF-Massenspektrometer analysiert werden. Im fale&lann aus den entstandenen
Fragment-lonen die komplette Sequenz (einschlielliciPlesphorylierungsereignisse) gene-
riert werden. In der Praxis hat sich die Kopplung dieser médchit einer Nano-Elektrospray-
lonisierungsquelle beahrt.

Rekombinantes ‘Ps Ex30,31" wurde mit p42-MAPK inkubieryptisch verdaut und die ent-
standenen Peptide durch HPLC aufgetrennt. Im Vergleichrer €robe, die nicht mit MAPK
behandelt wurde, zeigten sich geringe Abweichungen im Catognamm (Abb. 3.25, Pfei-
le in 1). Diese Elutionsfraktionen wurden in einem MALDI-TOF-Masnspektrometer analy-
siert, um die entsprechenden Peptide zuzuordnen. In zvpgidea konnten Phosphorylierun-
gen durch eine charakteristische Verschiebung der matopiseche Masse (um +80 pro Phos-
phorylierung) identifiziert werden. (¥ das Peptid SLALPPLPPLPEASIYNTDHLALSPR
(Aminosauren 45-71 der Insertion, s. Abb. 3.20) wurden sowohl eimfals auch zweifach-
phosphorylierte Peptide nachgewiesen (Abb. 3.25111, Peptid B), so dass davon auszugehen
ist, dass beide SP-/TP-Motiwe vitro phosphoryliert werden. Eine detaillierte Fragment-lonen
Analyse des einfach-phosphorylierten Peptides B* ergads gaferentiell das SP-Motiv (S69
der Insertion, s. Abb. 3.20) phosphoryliert wird. Im PepA@PSLSLSLPHLSWSDRFPR
(Aminosauren 45—71 der Insertion, s. Abb. 3.20) wurde ein weitehesphorylierungsereignis
identifiziert (Abb. 3.251, Peptid A). Damit wurde die Phosphorylierung des Ponsin$Sé&h
der Insertion durch MAPK direkt nachgewiesen und zwei weithosphorylierungsereignisse
auf die unmittelbare Umgebung der Prolin-reichen Regionan $kelettmuskel-spezifischen

Insertion eingegrenzt (Abb. 3.20).
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Abbildung 3.25: Identifizierung von Phosphorylierungistel in der Skelettmuskel-spezifischen Insertion;
Erlauterungen auf S. 86.
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Abbildung 3.25 (Seite 85):

Identifizierung von Phosphorylierungstellen in der Skeletskel-spezifischen Insertion.

| - Chromatogramm tryptischer Peptide phosphorylierten umghosphorylierten Ponsin-Fragments: Rekombi-
nantes ‘Ps Ex30,31’ wurde unbehandelt (gestrichelte ) imisv. nach Inkubation mit aktivierter, rekombinanter
p42-MAPK (ausgezogene Linie) tryptisch verdaut und dieakemen Peptide durch HPLC aufgetreniimks).
Der markierte Bereich, in dem sich die Chromatogramme bétdeben unterschieden, ist veiert dargestellt
(rechtg. Die phosphorylierte Probe wies érderte Peak-Intenaien und zuétzliche Peaks (Pfeile) auf.

II + 11l - Massenspektren phosphorylierter Ponsin-Peplide:Rekombinantes Ponsin-Fragment ‘Ps Ex30,31’
wurde unbehandelligks) oder nach Phosphorylierung mit p42-MAPKe¢ht9 tryptisch verdaut und die resul-
tierenden Peptide durch MALDI-TOF-Massenspektrometnialysiert. In der mit p42-MAPK inkubierten Probe
(‘+MAPK’) waren die phosphorylierten Peptide A* und B* (\&hiebung um +80 kD) erkennbar, gleichzeitig
war die Intensit der unphosphorylierten Peptide A und B im Vergleich zyshosphorylierten Probe (‘unbe-
handelt’) verringertlll - Nach Auftrennung der tryptischen Peptide durch HPLC wundéer Elutionsfraktion
38 der phosphorylierten Probe einfach phosphoryliertggi®®* nachgewiesenlifks), in der darauffolgenden
Elutionsfraktion 39 einfach phosphoryliertes Peptid Btwweifach phosphoryliertes Peptid B*techtg.

3.2.6.3 Potientielle Interaktionspartner der Insertion

Uberpriifung auf intramolekulare Interaktion —Die Lage der Prolin-reichen Region in der
Nahe von drei SH3-Do#énen liel3 eine autoregulatorische Funkticdghith erscheinen, wie sie
bereits tir andere Proteine beschrieben wurde. Beispielsweise kaarPeolin-reiche Region
der Src-Kinase als intramolekularer Ligand fhre SH3-Dondne dienen und so zur Inhibition
der Src-Kinaseaktivétt beitragen (Erpedt al., 1995).

In Dotblot- und Westernblot-Overlay-Experimenten zeigéene der drei SH3-Dodnen des
Ponsins Bindung an das Konstrukt ‘Ps Ex30,31’, das die Rreirhe Region entidt (Daten
nicht gezeigt). Daher kann eine regulatorische intramgdbeke Assoziation der Skelettmuskel-
spezifischen Insertion mit den SH3-Danen ausgeschlossen werden. Die Prolin-reiche Region
in der Insertion stellt somit wahrscheinlich ein Modul d#as die Bindung anderer Proteine an

Ponsin vermitteln &nnte.

Interaktion mit Nck2 Cowan und Henkemeyer (2001) haben die Bindung des Adapterpro-
teins Nck2 an Ponsin beschrieben. In ihren Versuchen z&igk?2 Bindung an ein 16 Ami-
nosauren langes Peptid, das der Region des Ponsins entspiiehtordl der Skelettmuskel-
spezifischen Insertion unterbrochen wird (RSAFEEIPQAQQRR, Aminoguren 902-909
und 1188-1195 in Abb. C.7, s. auch Abb. 3.20). Aus Mutatioalaen schlussfolgerten sie,
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Nck2

Aktivierung Reportergene
{H} 1| 2 ae 3 | HIS3 lacZ

Beutekonstrukte (Ponsin)

Ps SH3.1-C M + +
Ps SH3.2-C B + +
Ps SH3.2-C AEx31 M * *
Ps SH3.2-C AEx30,31 ﬂ/\ﬂ i i

Ps Ex30,31 PV VIV VIV VS + +

Ps PRR Ans + +

Ps SH3.2 Ex - -
Ps SH3.3 [ 5] - -

Abbildung 3.26: Gezielte Hefe-Doppel-Hybrid-Experimemit Nck2 und Ponsin. Hefezellen, die voiladiges
Nck2 als Beutekonstrukt und eines der Ponsiid&rkonstrukte koexprimierten, wurden auf Aktivierung Be-
portergene getestet (+ messbare Aktivierung). Zum Verfyleind die vollsindigen Proteine schematisch darge-
stellt. Alle Ponsinkonstrukte, die die Prolin-reiche Regin der Skelettmuskel-spezifischen Insertion enthielten
zeigten eine Bindung an Nck2 (Region grau hervorgehoben).

dass das PQQP-Motiv als Liganidrfeine oder mehrere SH3-D@men des Nck2 fungiert.

Da die Skelettmuskel-spezifische Insertion dieses PQQ#&+Materbricht (vgl. Abb. 3.20),
sollte mit Hefe-Doppel-Hybrid-Experimentéierpiift werden, ob Ponsin-Konstrukte mit und
ohne Skelettmuskel-spezifische Insertion unterschieedi@indungsverhalten an Nck2 zeigen.
Uberraschenderweise wairfdas Konstrukt ‘Ps SH3.2-GEx30,31’ keine Bindung gegéber
Nck2 detektierbar, obwohl es das von Cowan und Henkemey@lj2@eschriebene PQQP-
Bindungsmotiv enthielt (Abb. 3.26). Hingegen zeigten allenktrukte, die die Prolin-reiche
Region der Skelettmuskel-spezifischen Insertion entme#&ae deutliche Aktivierung beider
Reporter-Gene.

Damit wurde eine weitere Nck2-Bindungsstelle in der Skelatikel-spezifischen Insertion
identifiziert, die eine bhere Affiniét zu Nck2 aufweisen muss, wenn man davon ausgeht, dass

die von Cowan und Henkemeyer (2001) beschriebene Bindungesiighaffin ist, dass sie
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im verwendeten Hefe-Doppel-Hybrid-System nicht nachgeem werden konnte. Da die Bin-
dungsregion dieser neuen Nck2-Bindungsstelle auf den &eilrdertion eingegrenzt wurde,
der ein Prolin-reiches Motiv endlt, ist zu vermuten, dass die Bindung durch eine Interaktion
des Prolin-reichen Motivs im Ponsin mit einer SH3-Daome des Nck2 erfolgt.

Um diein vitro Bindungsdaten einordnen zidknen, sollte mit Hilfe von Immunfluoreszenz-
Analysen untersucht werden, ob und in welchen Stadien Nck@ Bonsin in Zell-
Matrix-Strukturen kolokalisieren. Da keiner der kommelzverfugbaren Nck-Antikrper fur
Immunfluoreszenz-Untersuchungen geeignet war, wurde akallsation von vollsindigem,
rekombinantem Nck2-Protein in PtK2-Zellen untersuchtr Digerwiegende Anteil der trans-
fizierten Zellen zeigte eine diffuse Lokalisation vaberexprimiertem Nck2 in Zellen, die
eine stark veinderte Morphologie aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Direxpression des
Adapterproteins schien toxischirfdie Zellen zu sein. Eine Population von transfizierten Zel
len, die nur geringe Expressionslevel aufwiesen, untedaich morphologisch nicht von un-
transfizierten Zellen. In diesem Fall lokalisierte rekonaites Nck2 in den Fokalkontakten
(Abb. 3.27, Reihe 2).

In doppelt-transfizierten PtK2-Zellen, die rekombinamiek2 und Ponsin-GFP-Fusionsprotein
koexprimierten, zeigten beide Proteine eine partielleoKalisation in den Fokalkontakten
(Abb. 3.27, Reihe 1). Dies bedeutet, dass die identifizierterdktion der beiden Proteire

vivo in Zell-Matrix-Strukturen stattfinden kann.
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Ps SH3.1-C-GFP Nck2-T7 Overlay

GFP Overlay

Abbildung 3.27: Transfektion von Nck2 und Ponsin in PtK2ige. Rekombinantes, T7-markiertes Nck2-Protein
wurde zusammen mit dem Ponsin-Konstrukt ‘Ps SH3.1-C’ alB-GEsionsprotein in PtK2-Zellen exprimiert (Rei-
he 1); beide Proteine wiesen partielle Kolokalisation in &ekalkontakten auf. Zum Vergleich ist eine Transfek-
tion von T7-markiertem Nck2-Protein zusammen mit GFP epMypG-Vektor) dargestellt (Reihe 2). Spalte 1 -
GFP, Spalte 2 - Nck2-T7, Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (GFRrgrNck2 rot). Die Kerrdirbung im Nck2-Kanal ist
eine unspezifische Reaktion des T7-Abtiers.

Die Ergebnisse der Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente warderch einen biochemischen An-
satz raher analysiert. Da die Prolin-reiche Region der Insertiom Rhosphorylierungsstellen
fur MAPK umgeben ist (s. Abschnitt 3.2.6.2), wurde aiztich der Einfluss des Phosphorylie-
rungsstatus dieser Region auf die Nck2-Ponsin-Interaktrdarsucht.

Rekombinante, T7-markierte Ponsin-Konstrukte, welchesttielettmuskel-spezifische Inserti-
on enthielten (‘Ps SH3.2-C’ und ‘Ps Ex30,31’), sowie das K ‘Ps SH3.2-CAEx30,31’,
das die letzten zwei SH3-Ddmen ohne die Insertion enthielt (schematische Darstgltian
Konstrukte in Abb. B.1), wurden unbehandelt oder nach Phmsfierung mit p42-MAPK
durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transférund mit rekombinantem, EEF-
markiertem Nck2-Protein inkubiert. Anschlie3end wurde dabundene Proteiiber seinen
Immunotag detektiert. In diesem Versuch zeigte Nck2 dehdliBindung an unphosphorylier-

tes ‘Ps SH3.2-C’ sowie ‘Ps Ex30,31’, also an die beiden Ko$ty, die die Insertion mit der
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Abbildung 3.28: Bindung von Nck2 an die Skelettmuskel-#iszhe Insertion im Ponsin in Westernblot-Overlay-
ExperimentenLinks: Westernblot der aufgereinigten, rekombinanten Ponsitei®re ‘Ps SH3.2-C’, ‘Ps Ex30,31"
und ‘Ps SH3.2-CAEx30,31’, nachgewiesdiber ihren T7-Immunotag (- unphosphoryliert, + nach Inkidwamit
aktivierter, rekombinanter p42-MAPKIRechtsWesternblot-Overlay-Experimente. Die links dargestealigeblot-
teten Proteine wurden mit rekombinantem, EEF-markiertek2NProtein inkubiert und gebundenes Proider
den EEF-Immunotag nachgewiesen. Zum Vergleich ist dasermtate Nck2-Protein detektiert. Nck2 zeigte Bin-
dung an die unphosphorylierten Konstrukte ‘Ps SH3.2-C’ r&dEX30,31’, welche die Insertion mit der Prolin-
reichen Region enthielten. Vorherige Phosphorylierungkastrukte durch p42-MAPK verminderte deutlich die
Fahigkeit von Nck2, an die Ponsin-Konstrukte zu binden. Daélulargewichte der Markerproteine sind in kD
angegeben.

Prolin-reichen Region enthielten. Im Gegensatz dazu wueiteekBindung an das Konstrukt
‘Ps SH3.2-CAEx30,31’ detektiert (Abb. 3.28). Damit wurden die Befunde Hefe-Doppel-
Hybrid-Experimente beatigt. Es ist zu vermuten, dass die von Cowan und Henkeme§@#i j2
beschriebene, urgpngliche Nck2-Bindungsstelle im Konstrukt ‘Ps SH3.2XEx30,31’ eine
so geringe Affiniét zu Ponsin besitzt, dass diese Interaktion mit den hieveredeten Metho-
den nicht nachweisbar ist.

Nach Phosphorylierung der Insertion an SP-/TP-MotivegteeNck2 eine dramatisch verrin-
gerte Bindung an die beiden Konstrukte ‘Ps SH3.2-C’ und ‘PsOEXB. Diese Ergebnisse
zeigen, dass MAPK-ald@mgige Phosphorylierungen der Insertion mit der BindungNck2 an

Ponsin interferieren.
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3.3 Die Anpassung von Zell-Matrix-Kontakten in adulten
guergestreiften Muskelzellen: MLP im gesunden und er-

krankten Muskelgewebe

3.3.1 Die Rolle von mutierten MLP-Proteinen in Kardiomyopathien

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Fragestellung nachgegamgrden, wie einzelne Ami-
nosaure-Austausche im MLP-Protein zu hypertropher Kardiopaybie fihren (s. Kapitel 1).
Zusammengefasst stellt sich die Frage, worin sich die MuRaxiten (L44P, S54R E55G,
C58G) auf molekularer Ebene vom Wildtyp-Protein unterstdeiund welche nachgeschal-
teten molekularen Voénge an der Erkrankung des Myokards beteiligt sind. Dalie stie
DCM-assozierte Mutation MLP WA4R vergleichend in die Expeniteecinbezogen werden.

3.3.1.1 Lokalisation des Wildtyp-MLP und mutierter Formen in Nichtmuskelzellen und

Kardiomyozyten

Es wurde zuachstuberpiift, ob die mutierten MLP-Formen in der Lage sind, drechti-
ge" intrazelluhre Lokalisation einzunehmen. Dazu wurden das Wildtygermpdie drei be-
schriebenen HCM-assoziierten Mutanten undaizzigch die DCM-assoziierte Mutante als GFP-
Fusionsproteine in transienten Transfektionen untetsuch

In PtK2-Zellen, die als Nichtmuskelzellen kein endogené$Mnthalten, lokalisierte das Wild-
typ-Protein vor allem in den Stressfasern (Abb. 3.29, eraihe). Diese Strukturen wurden
mehr oder weniger stark diskontinuierlich dekoriert. Digsist darauf hin, dass MLP sowohl
an diedense bodieals auch kontinierlich entlang der Stressfasern bindethfeine nuklére
Lokalisation wurde gelegentlich beobachtet.

Alle mutierten MLP-Varianten wiesen eirghnliche Lokalisation wie das Wildtyp-Protein
auf (Abb. 3.29, Reihen 2-5). Die beobachteten Unterschiagenl im Variationsbereich der
Wildtyp-Transfektionen. Die Tatsache, dass keine PreAgjgregate oder aldllige Fehlloka-
lisationen beobachtet wurdemsist darauf schliessen, dass alle untersuchten mutiediéhr M
Proteine prinzipiell in der Lage sind, in definierte subaziélie Strukturen eingebaut zu werden.

Da MLP ein muskelspezifisches Protein ist und die Mutatiokardiale Pl&notypen verur-
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sachen, wurden auch Transfektionstudien in neonataleerattdiomyozyten durchgfrt.

In diesem Zelltyp lokalisierte rekombinantes Wildtyp-MLgtominent in den Z-Scheiben
(Abb. 3.30, erste Reihe). Daneben waren auch diffuse zydo@tsche Anteile zu beobach-
ten.

Die mutierten MLP-Proteine wiesen ebenfalls eine Z-Sahleibokalisation auf (Abb. 3.30,
Reihen 2-5). Sie unterschieden sich nicht vom Wildtyp-Rnateihren subzellidren Lokali-
sationen. Die Unterschiede zwischen den abgebildeterrZetitsprechen dem Variationsspek-
trum der Wildtyp-Transfektionen und reflektieren den usttbredlichen Differenzierungs- bzw.

Dedifferenzierungsgrad der einzelnen Zellen (Carbll., 2001).

3.3.1.2 Uberpriifung der MLP-Mutantenproteine auf «-Actinin-Bindung

Die Transfektionsstudien deuteten darauf hin, dass alleenten MLP-Varianten prinzipiell
in das Sarkomer eingebaut werddimken. Dies setzt unter anderem voraus, dass die Protein-
Protein-Interaktionen, digif die subzellidre Lokalisation des MLP in der Z-Scheibe verant-
wortlich sind, auch von den mutierten Proteinen eingegangerden knnen. Als Bindungs-
partner des MLP in der Z-Scheibe sindActinin und Telethonin beschrieben worden (Louis
et al, 1997; Kroll et al, 2002). Die Binding amx-Actinin ist eine konservierte Eigenschaft
aller CRP-Proteine und scheiritrfdie Stressfaser-Lokalisation der Proteine verantwbritu
sein (Louiset al, 1997). Da auch die MLP WA4R Variante Z-Scheiben-Lokalisatoifwies
(Abb. 3.30, Reihe 2), obwohl dieses Protein nicht in der Lagen Telethonin zu binden (Ki

et al, 2002), liegt die Vermutung nahe, dass die WechselwirkuorgMLP mit a-Actinin das
Protein an die Z-Scheibe rekrutiert. DieActinin Bindungsregion des MLP schliel3t sich un-
mittelbar an die Region an, in der die HCM-assoziierten MLPt#lanen beschrieben wurden
(Harperet al,, 2000; vgl. Abb. 1.8). Aus diesen &rden wurde biochemisdlberpiift, ob die
mutierten Proteine in der Lage singkActinin zu binden. Dazu wurden Westernblot-Overlay-
Experimente mit rekombinanten Proteinen durchibef(Abb. 3.31).

Wie in der Literatur beschrieben (Lougt al, 1997), wiesen CRP1, CRP2 und Wildtyp-MLP
eine Bindung am-Actinin auf. Auch alle mutierten MLP-Proteine vagteniber die Rhigkeit,
a-Actinin zu binden. Daraus ergibt sich, dass keiner der Arsinreaustausche in den mutierten

MLP-Formen dien-Actinin Bindungsstelle vollsindig zergirt.
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GFP a-Actinin F-Actin Overlay

™
MLP W4R W\

Abbildung 3.29: Transfektion von MLP-GFP-Fusionsproggirin PtK2-Zellen. Erste Spalte: MLP-GFP, zweite
Spalte:a-Actinin (BM75.2), dritte Spalte: F-Actin (CPITC-Phalltin), vierte Spalte: Drei-Kanal-Bild (GFP -
grin, a-Actinin - rot, F-Actin - blau). Wildtyp-MLP (erste Reihepkalisierte vor allem in den Stressfasern. Die
MLP-Mutanten (Reihen 2-5) zeigten in ihren subz@ieh Lokalisationen keine Unterschiede zum Wildtyp.
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GFP Myomesin F-Actin Overlay
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MLP S54R B55G
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Abbildung 3.30: Transfektion von MLP-GFP-Fusionsproggiiin neonatalen Rattenkardiomyozyten. Erste Spalte:
MLP-GFP, zweite Spalte: Myomesin, dritte Spalte: F-Act@P(TC-Phalloidin), vierte Spalte: Drei-Kanal-Bild
(GFP - giin, Myomesin - rot, F-Actin - blau). Die alternierende Siwag von MLP und Myomesin (M-Banden-

Protein) wies MLP als Z-Scheiben-Komponente aus. Die mtetieMLP-Proteine (Reihen 2-5) unterschieden sich
nicht vom Wildtyp-MLP (erste Reihe). Durchddfrt von E. Ehler.
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Abbildung 3.31:Uberpiifung rekombinanter CRP/MLP-Proteine aufActinin Binding in Westernblot-Overlay-
Experimenten. Totalextrakte bakterieller Expressiofisken mit rekombinanten, EEF-markierten Proteinen
(links: Ponceau-Rot-&rbung) wurden mit T7-markiertem, rekombinantesf\ctinin inkubiert und gebundenes
Proteiniiber den T7-Tag nachgewiesardhts: T7-Detektion). Als Negativ-Kontrolle diente ein Baktarigsat
ohne rekombinantes Protein. Der Pfeil gibt die Lage dermdknanten Proteine an; die Molekulargewichte der
Markerproteine sind in kD angegeben. Alle untersuchtenmdknanten CRP/MLP-Varianten zeigten Bindung an
a-Actinin.

3.3.2 Detaillierte biochemische Analyse der MLP C58G Variante
3.3.2.1 Analyse der Faltung und strukturellen Stabilitt

Die vorangegangenen Experimente (s. Abschnitt 3.3.1)etleutdarauf hin, dass die Ami-
nosaureaustausche in den Kardiomyopathie-aussoziiertenRioRinen weder zur Aggregati-
on bzw. Fehllokalisation noch zu einem vafletligen Verlust dex-Actinin Bindung fihrten. Es

schienen also bereits geringe strukturelle oder funktiernderanderungen in den MLP-Mutan-
ten Ursache der Pathogenese zu sein. Aus diesem Grundesnbteletaillierte biochemische
Analyse diese geringeren, eher quantitativen Untersehidschen Wildtyp und mutierten
Proteinen aufzeigen. Die nachfolgenden Untersuchungeamekdrierten sich auf die Analy-
se eines der mutierten MLP-Proteine. MLP C58G diente in allefteren Experimenten als
Modellprotein fir die Kardiomyopathie-verursachenden MLP-Mutanten,ldlalieses Protein
aufgrund des Austausches einer Zink-koordinierenden Agaure die deutlichsten Effekte zu

erwarten waren.
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Zinkbindung LIM-Domanen zeigen eine charakteristische Faltung in zwei Zinkfing
(Perez-Alvaradet al,, 1994), wobei in jedem dieser Finger vier konservierte Avgiiren (C,

H oder D) ein Zinkatom koordinieren (Michelsenal,, 1993; Archeset al,, 1994). Grundlegen-
de Arbeiten von Schmeichel und Beckerle (1997) haben gezizigs bereits die Mutatiaines
Zink-koordinierenden Restes in der LIM-Dé@me des Zyxins dazuihrt, dass das Zinkatom
nicht mehr koordiniert werden kann. Da im MLP C58G Proteireersrgleichbare Situation
vorliegt (Abb. 3.32links), wurde die Zinkbindungskapaait des mutierten Proteins mit dem
MLP-Wildtyp verglichen. Rekombinantes MLP C58G zeigte im gferch zum Wildtyp-
Protein eine um 25 % verminderte KapatjtZinkatome zu koordinieren. Dies entspricht
drei statt vier gebundenen Zinkatomen im mutierten Pratech impliziert, dass der mutierte
Zinkfinger seine Bhigkeit, Zink zu koordinieren, verloren hat. Beim Zyxiihft die fehlende
Metall-Koordination zur Fehlfaltung des betroffenen Zingers (Schmeichel und Beckerle,
1997). Weiterhin wurde gezeigt, dass dies&mkich eine strukturelle Destabilisierung des
anderen Zinkfingers in der LIM-Doame bewirkt. Auchiir das hier untersuchte MLP-Protein
sind strukturelle Konsequenzeirfbetroffene LIM-Dondéne und die angrenzenden Bereiche,
d. h. auch @ir den ersten Zinkfinger undif den Glycin-reichen Abschnitt nach der ersten

LIM-Domane, zu erwarten.

125
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Mutante 1 ';: 75- ]
Co H oC (Schmeichel und Beckerle) [}
C c %
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LIM-Doméne (WT) 5
Ce o) ,
C o 25
Cc C e’
Mutante 2
(MLP C58G) 0
MLP WT MLP C58G

Abbildung 3.32: Zinkbindungskapaaitvon MLP WT und C58GLinks: Schematische Darstellung einer korrekt
gefalteten LIM-Donéne (links) mit koordinierenden Aminasren und gebundenen Zinkatomen (schwarze Punk-
te). Mutierte Zinkfinger (rechts) sind nicht in der Lage, Katome zu koordinieren. Das MLP C58G Protein (unten)
ist mit der von Schmeichel und Beckerle (1997) verwendetemakte (oben) vergleichbaRechts:MLP C58G
zeigte signifikant verminderte Zinkbindungskapavitlativ zu MLP WT & p < 0,01).
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Erhohte Proteolyseempfindlichkeit Bei der Aufreinigung der heterolog exprimierten
Mutante waren reproduzierbare Proteolyseproduktealigff die in Wildtyp-P&aparationen
nicht beobachtet wurden. Um Zziberpiifen, ob MLP C58G generell agfiger fur Pro-
teolysevor@nge ist, wurden rekombinantes Wildtyp- und mutiertes ML aher Protease
Thermolysin behandelt (Abb. 3.33).

MLP C58G wurde in diesen Experimenten schneller als die Wldfariante abgebaut, wobei
prinzipiell die gleichen Intermediate auftraten. Als Eraffukt des Verdaus entstanden beim
Wildtyp-Protein zwei prominente Produkte (ca. 10 und 14,kigym mutierten Protein war nur
ein Endprodukt (ca. 10 kD) zu beobachten.

Diese Befunde deuten darauf hin, dass es in der ersten LIMaDerauf Grund der fehlenden
Zink-Koordination falsch oder unvolidhdig gefaltete Bereiche gibt, die im mutierten Protein
uber eine weniger kompakte Temtstruktur verfigen und leichter zumglich fir Proteasen

sind. Folglich ist die Mutante aalfliger fur Proteolyse.
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Abbildung 3.33: Proteasebehandlung von Wildtyp und mtgrerMLP. MLP C58G (unten) zeigte bereits vor
der Inkubation (K) prominente Proteolyseprodukte (*) undrde schneller und vollahdiger von Thermolysin
abgebaut als MLP WT (oben); ebenso beachte man die fehlemtteBachUbernachtverdaust, Pfeilspitze).
Die Molekulargewichte der Markerproteine sind in kD andesye

3.3.2.2 Untersuchung der Bindungseigenschaften

Im nachsten Abschnitt sollte untersucht werden, inwieweivedi@nderten strukturellen Eigen-

schaften der Mutante Auswirkungen auf die Bindungseigeafsetndes Moleldles haben. Dazu
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wurden die Bindungseigenschaften von MLP C58G mit denen dekyfiProteins quantitativ

verglichen.

Gezielte Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente Da sich diex-Actinin Bindungsstelle im MLP
unmittelbar an die mutierte Region anschliel3t (Hargeal., 2000; vgl. Abb. 1.8), wurde in
Hefe-Doppel-Hybrid-Experimenten die Bindung an diesegdtnaintersucht (Abb. 3.34). Un-
ter den verwendeten Bedingungen wies die C58G Mutante im &elgkzum Wildtyp-MLP
eine um ca. 75 % verringerte Aktivierung desZ-Reportergenes auf. Dies batgt die Aus-
sage, dass die MLP C58G Variante prinzipiell noch in der Lageana-Actinin zu binden (s.
Abschnitt 3.3.1). Die dramatisch veringerte AktivieruresdReportergenes reflektiert neben der
verminderten Stabiliit des mutierten Proteins offenbar auch eine verringertéuBigskapazit

an den Liganden-Actinin.
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Abbildung 3.34: Bindung von MLP-Proteinen arActinin in gezielten Hefe-Doppel-Hybrid-Experimentddie
3-Galactosidase-Aktiat von Hefen, die MLP C58G und-Actinin koexprimierten ¢ = 11) war signifikant
reduziert im Vergleich zu Hefen, die MLP WT umdActinin koexprimierten = 8), (x p < 0,0001).

Biochemische Charakterisierung Sowohla-Actinin als auch N-RAP wurden als Bindungs-
partner des MLP beschrieben (Lowes al., 1997; Ehleret al, 2001). Um zuuberpiifen,
ob MLP C58G tatachlich ein ve&indertes Bindungsverhalten zu den LigandeActinin
und N-RAP aufweist, wurden biochemische Bindungsversucheeneinigten, rekombinan-
ten Proteinen durchgéfirt (Abb. 3.35). Die beiden rekombinanten MLP-Proteine Wil u
C58G verfigtentber einen EEF-Immunotag, alle anderen Konstrukte ward¢remem T7-
Immunotag ausgestattetiiFdas N-RAP wurden zwei aminoterminale Konstrukte entworfe

‘N-RAP LI’ enthielt die LIM-Domane und den sich anschlieRenden nichtmodularen Teil, das
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Abbildung 3.35: Konstruktelfr biochemische Bindungsversuchénks: Schematische Darstellung der Konstruk-
te; zum Vergleich ist auch das volistdige N-RAP Protein dargestellt; aa Amiaase, rrepeat SLR spectrin like
repeat SR superrepeatRechts:Westernblot der gereinigten, rekombinanten Proteine;otdlyseprodukte des
MLP C58G. Die Molekulargewichte der Markerproteine sindgihangegeben.

Konstrukt ‘N-RAP LIr02’ zustzlich die ersten beiden Nebulin-artigepeats a-Actinin wur-

de als vollsindiges Protein verwendet. Diar in-Actinin zusatzlich spezifische Antirper zur
Verfligung standen (s. Tab B.1), ebglichten diese Konstrukte in jedem Fall die spezifische Im-
mundetektion des gebundenen Proteins. In Dotblot-Ovdtlperimenten zeigten sowohl die
beiden N-RAP Konstrukte als auehtActinin Bindung an Wildtyp-MLP, ebenso banden bei-
de N-RAP-Konstrukte an-Actinin (Abb. 3.36). Fir die Bindung von N-RAP an MLP wurde
zusatzlich gezeigt, dass diese konzentrationgaigiig und attigbar ist.

Da aufgrund fitherer Bindungsversuche (Ehkgral,, 2001) bekannt ist, dass die LIM-D@me
des N-RAP nicht iir die Bindung an MLP erforderlich ist, kann geschlussfdigeerden,
dass der sich unmittelbar anschlieRende, nichtmodularel@e N-RAP die Bindung an MLP
vermittelt. Trotzdem zeigte daéngere N-RAP-Konstrukt ‘LIr02’ strkere Bindung an MLP.
Moglicherweise bewirken in diesem Konstrukt die nachfotignNebulin-artigemepeatseine
stabilere Faltung der Bindungsregion.

MLP C58G zeigte in diesen Versuchen ein deutlichanelertes Bindungsverhalten: Die Bin-
dung desdngeren N-RAP Konstruktes an immobilisiertes MLP C58G war drittlich ge-
ringerer Sarke nachweisbar; eine Bindung degzeren N-RAP Konstruktes war kaum noch
detektierbar (Abb. 3.36).

Jedes der drei Proteine ML&Actinin und N-RAP verfigtiber Bindungsstelleriif die jeweils
anderen Proteine (Abb. 3.36 links). Weiterhin zeigte MLP G%8ne verringerte Bindung so-
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Abbildung 3.36: Dotblot-Overlay-Experimente. RekombitaMLP- und N-RAP-Konstrukte wurden auf Nitro-
zellulose immobilisiert, mit rekombinanten Proteinenublert (je 500 pmol) und gebundenes Protein immunolo-
gisch nachgewiesehinks: Beide N-RAP Konstrukte und-Actinin zeigten Bindung an immobilisiertes MLP WT
(5 pmol; oben). Ebenso interagietteActinin mit beiden N-RAP Konstrukten (5 pmol; unteRechtsMLP C58G
zeigte eine verringerte Bindung an beide N-RAP KonstruR®A diente als Kontrollprotein, die Ponceau-Rot-
Farbung visualisiert immobilisiertes Protein. Gebunderadne wurderiiber den T7-Immunotag nachgewiesen.

wohl ana-Actinin (Abb. 3.34) als auch an N-RAP (Abb. 3.36). Damit drgich die Frage, ob
beide Proteinéberlappende Bindungsstellen auf dem MLP haben.

In Koimmunpgzipitationsversuchen wurdeActinin mit MLP sowie N-RAP inkubiert und an-
schlie3end mit Hilfe eines spezifischen Aiitigers gedllt. Die gebundenen, mit-peipitierten
Proteine konnten im darauf folgenden Westernblot nachegsm werden (Abb. 3.37).

In diesen Versuchen band MLP in Gegenwart und Abwesenheit\WwAP ana-Actinin, um-
gekehrt konnte an-Actinin gebundenes N-RAP in Gegenwart oder AbwesenhedtdveVLP
Varianten nachgewiesen werden. Wie schon in den vorangegan Experimenten (Abb. 3.34
und 3.36) zeigte MLP C58G eine veringerte Bindudagsjkeit.

Um zu untersuchen, ob statt eines tgen Komplexes MLP «-Actinin — N-RAP zwei birare
Komplexe vorliegen (vgl. Abb. 3.37 rechts), wurden Kompesexperimente durchgefrt. Da
steigende Mengen MLP keine Auswirkungen auf die Bindung veRAP ana-Actinin hatten,
lag keine Konkurrenz um Bindungsstellen auf derActinin vor (Abb. 3.37 Mitte). Folglich
ist davon auszugehen, dass die drei Protein@dhteh einen terfren Komplex bilden. Der
Aminosaureaustausch im MLP C58G bewirkt eine strukturelle Deksadrnung des Proteins,
die sich in der verminderten Bindungsiigkeit der beiden unabhgigen Bindungsstelleriif

a-Actinin und N-RAP widerspiegelt.
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Abbildung 3.37: Koimmungazipitationsexperimentex-Actinin wurde unter Verwendung des Serums 653
prazipitiert und die gebundenen Proteiilger ihre Immunotags nachgewiesémks: MLP WT und C58G ko-
prazipitierten mita-Actinin in Gegenwart und Abwesenheit von N-RAP (‘LIr028benso kopgizipitierte N-RAP
mit a-Actinin in Gegenwart und Abwesenheit beider MLP-ProteMéte: Kompetitionsexperimente. Steigende
Mengen MLP WT beeinflussten nicht die Kégaipitation von N-RAP mit-Actinin. Rechts:Schematische Dar-
stellung der beiden dglichen molekularen Situationenalwrend der Immunprzipitationsexperimente (schwarz:
immobilisierter Antilorper, hellgraua-Actinin, weild: MLP, dunkelgrau: N-RAP).

3.3.3 Charakterisierung eines monoklonalen MLP-Antilorpers

Mit Hilfe eines gegen MLP gerichteten Antikpers kann die Expression und Lokalisation des
Proteins in den von MLP-Mutationen betroffenen Patientealysiert werden. Es existieren
zwar bereits einige MLP-Antirper (polyklonale Kaninchen- bzw. Ziegenseren; Arbeal.,
1994; Schneideet al,, 1999; Flick und Konieczny, 2000), keiner dieser Abtiger erfillt je-
dochalle nachfolgenden Anforderungen: Der Ariiifper sollte mit MLP, nicht aber mit den
eng verwandten Proteinen CRP1 und CRP2 reagieren. Da versthibtiaismodelleifr Kar-
diomyopathien existieren (z. B. Arbet al, 1997; Sussmaet al,, 1998), sollte der Anti&rper
nicht nur humanes Protein, sondern auch das MLP der Mausrezke Weiterhin sollte der An-
tikorpertber ein breites Anwendungsspektrum ugeén und @ir Westernblot-, Immungzipi-
tations- sowie Immunfluoreszenz-Anwendungen geeignet Aeich ware es vorteilhaft, wenn
der Antikdrper in unbegrenzter Menge in gleichbleibender Qagtitir Verfigung stehen iwrde

(monoklonaler Antildrper).

3.3.3.1 Strategie und Selektion geeigneter Hybridome

Ein Sequenzvergleich von CRP1, CRP2 und MLP ergab, dass die mrgiri® nur in zwei

Regionen gil3ere Unterschiede in der Amirdageabfolge aufweisen (Abb. 3.38). Als Immuni-
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CRP1 INMPYWGGGIKCGYCle) E7 E‘QCE SFHKSCFLCM¥C1 ILDSTTV?HHGE S 60
CRP2 1 igvVileeeN(eeAsG FAEEYOCHGIS FHINGCFIFCMYCISKNLDS TTVARSHIN X S 60
MLP 1 igNg[ee ‘KCGHCE 1 AEEMOCNGIIS FHIWKCFI;ICMEACIIKELD ST TVALHINS 60
CRP1 61 [ead 'YGPKGY{GYGQGAGHYLEYY Si¥el I KHE ~EAPGHIPTINPIY, NIeGS| 119
CRP2 61 [ead 'YGPKGHGYGQGAGHY IKPE~SVQPHIIPTWNPW\T (YeG. 119
MLP 61 @p{eRR){erg{eTierdelelerNe CifSTINT(EIHIRETL.OFQQOSPKPAIISVINTSP) TAIVFEES 120
CRP1 120 PiI&SQANRLVNRNVIEARINS ACFRCA < MmN KN GENYCKECYAKNFGP 179
CRP2 120 Si{&GDS\R#:V-NHNI T eAINP *CFRC‘ S IR YKIXGEMYCKEeCYAKNFGP 179
MLP 121 PI{&GKS\p4:V:\H IGleGKIFWHKiNCFRCAM S ¥ KN GEIFY CK\,CYAKNFGPpy 180

CRP1 180 OGAGALVHSE 193
CRP2 180 YIeOGAGALVHAQ 193
I

MLP 181 GLTQQVEKKE 194

Abbildung 3.38: Sequenzalignment von CRP1, CRP2 und MLP.2Miei Regionen (Amindsuren 90-105 und
180-194) der MLP-Sequenz zeigen deutliche UnterschiedeRi1 und CRP2; identische Amirdagen sind
schwarz hinterlegt. Die Amin@siren, die dem verwendeten Immunisierungspepitd entsg@nesind unterstrichen.

sierungspeptid wurde daher ein carboxyterminales, 30 Agauren langes Peptid géhlt, das
eine MLP-spezifische Region e@lh

Nach Fusion von Milzzellen einer immunisierten Maus miegillyelom-Zelllinie (Kdhler und
Milstein, 1975) wurden Oligo-Hybridoma-Klone selektiatie Antikdrper produzierten, die in
ELISA-Tests mit rekombinantem MLP, nicht aber mit rekon#mtem CRP1 oder CRP2 rea-
gierten. Diese Arbeiten wurden von C. Erck (GesellschiftBiotechnologische Forschung,
GBF, Braunschweig) durchgdtrt.

Zehn Kultutibersnde von Hybridomaklonen wurden im Westernblot auf Redk&tivinit
rekombinantem MLP und Herzextrakten getestet (Abb. 3.3%rallel wurden sie in
Immunfluoreszenz-Anwendungdiberpiift. Nur die Uberstinde der Klone #79, #177 und
#238 zeigten deutliche Signale in der Immunfluoreszenzw8relen subkloniert und die Kul-
turlibersénde einzelner Antikrper-produzierender Zellklone wie oben beschriebensggite
Da nur derfUberstand 79D2 zufriedenstellende Ergebnisse in Wedtgsnbeigte (Abb. 3.39),
wurde dieser als enddfiger monoklonaler MLP-Antikrper selektiert. Seine Immunglobulin-

Subklasse wurde als ‘G2a’ bestimmt.

3.3.3.2 Charakterisierung des Antilorpers 79D2

Von der GBF Braunschweig wurde gereinigter monoklonaler l&mper 79D2 zur Vefigung

gestellt, welcher zuichst fir biochemische Anwendungen charakterisiert werdenesollt
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Abbildung 3.39: Testung verschiedener Kuitbersinde im Westernblot. Zehn verschiedene Oligo-Hybridoma-
Klone (Bahnen 3-12) und drei monoklonale Kuitbhersénde (Bahnen 13-15) wurden im Westernblot auf Reakti-
vitat mit rekombinantem MLPopen), MLP im Herzextrakt der MausMitte) und des Menschemijter) Uberpiift.

Die Molekulargewichte der Markerproteine sind in kD andegie K1 - Inkubation ohne IgK2 - Inkubation mit
Kontroll-1g.

Der Antikorper reagierte mit endogenem MLP des Menschen, der MauslendRatte so-
wie mit rekombinantem (humanem) MLP (Abb. 3.40). Er war editn in der Lage, MLP

zu prazipitieren und reagierte nicht mit rekombinantem CRP1 oderZZRI® Tatsache, dass in
Herzproben von MLKnock outMausen keine Bande detektiert wurde, ist ein weiterer Beweis
fur die Spezifiat des Antikorpers.

MLP war mit Hilfe dieses Antikrpers im Herzen und im adulten Skelettmuskel (in geringe-
rem Mal3e) nachweisbar. Dies b#ggte fiihere Expressionsstudien (Arkedral, 1994). Inter-
essant war der Befund, dass MLP weder in undifferenzierteh mno differenzierten HSkM-
Zellen detektierbar war (Abb. 3.4@). Damit unterschied sich dieses Zellsystem erheblich
von C2C12-Zellen, die MLP bereits mit Beginn der Differenzregexprimieren (Arbeet al,
1997). Mogliche Erkhrungen fir diese Diskrepanzen sind, dass (a) MLP in HSkM-Zellen erst
in weiter differenzierten Stadien exprimiert wird oder sifls) die verwendeten HSkM-Zellen
Satelliten-Zellen schneller Muskelfasern darstellem, ldiut Untersuchungen von Schneider
et al. (1999) kein MLP enthalten.

In HSKkM-Zellextrakten und Herzgewebeextrakten wurdemgreaktive Banden um 60 kD be-

obachtet (Abb. 3.4, C). Sequenzvergleiche nach Datenbankrecherchen ergadesdokse
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Abbildung 3.40: Charakterisierung des MLP-Ariiibers 79D2 in Westernblot-Anwendungen. Auftragung von
links: A - rekombinante Proteine: MLP, CRP1, CRE2; Herzextrakte von Mensch, Ratte und Ma@s; Ske-
lettmuskelextrakte: undifferenzierte HSkM-Zellen (O differenzierte HSkM-Zellen (4 d), Gewebeextrakt adul-
ter Skelettmuskel (humanp - Immunpgzipitation: verwendeter Extrakt, Kontrolle ohne Aritiker, Immun-
prazipitation;E - Herzextrakt Maus (WT), Herzextrakt MLP-/- Maus. Die Molddigewichte der Markerprote-
ine sind in kD angegebef®feil: MLP, Pfeilspitzenkreuzreaktive Banden, * Immunglobuline (schwere Ketten);
E wurde von E. Ehler durchgéfrt.

von nukléaren Proteinen hervorgerufen werdeimkten, die mit MLP in kurzen Sequenzab-
schnitteniibereinstimmen (Tab. B.7).

Obwohl der Antilorper in der Lage war, transfiziertes MLP in PtK2-Zellen dazoen (Daten
nicht gezeigt), waren alle weiteren Immunfluoreszenz-pse unbefriedigend: Auf Gewebe-
schnitten (Herz und Skelettmuskel) konnten mit dem Airfler keine spezifischen, subzel-
lularen Strukturen ang&fbt werden. Gelegentlich beobachtete Karbfingen sind kritisch zu
bewerten, da sie auch in Immunfluoresze@zbangen von HSkM-Zellen zu beobachten wa-
ren, die kein MLP exprimieren (Abb. 3.4Q, und Abb. 3.41). Folglich &nnten sie durch die
kreuzreaktiven nukkren Proteine (s. 0.) hervorgerufen werden.

Zusammenfassend steht also mit dem Adrgler 79D2 erstmals ein spezifischer, monoklonaler

MLP-Antikorper fir Westernblot- und Immungeipitationsanwendungen zur Vegung.



Ergebnisse 105

79D2 Titin (Z-Scheibe) Overlay

Kontrolle Titin (Z-Scheibe) Overlay

Abbildung 3.41: Kreuzreaktivitt des mAB 79D2 mit nukkren Proteinen. Dargestellt sind Immunfluoreszenz-
Analysen kultivierter HSkM-Zellen, die vier Tagevitro differenziert wurden. Der monoklonale MLP-Antikper
79D2 farbte nukl@re Strukturen in Titin-positiven Myotuben und Titin-négen Myoblasten an (Reihe 1),
wahrend diese Markierung in Kontrdifoungen (Reihe 2, identische Ariiifoerkombination unter Auslassung
des mAB 79D2) nicht beobachtet wurde. Erste Spalte: 79D#h&R®E) bzw. kein Antildrper (Reihe 2), zweite
Spalte: Titin Z-Scheibe (MAB T12), dritte Spalte: Zwei-KduBild (79D2 bzw. Kontrolle giin, Titin rot). Man
beachte, dass im Westernblot kein MLP in HSkM-Zellen naehgsen wurde (vgl. Abb. 3.40).
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3.3.4 Potentielle Beteiligung von MLP an Herz- und Skelettmuskel-

Erkrankungen
3.3.4.1 Analyse der Expression von MLP im Myokard von DCM- und HCM-PRatienten

Heterozygote MLP-Mutationendkinen eine HCM verursachen (Geietr al, 2003). Daher
stellte sich die Frage, ob im Myokard von HCM-Patienten, eeah keine MLP-Mutation
vorliegt, die Expression von MLP vandert ist, wie esifr die Expression des Proteins im
Myokard von DCM-Patienten beschrieben wurde (Zetlal., 2000).

Mit dem hier beschriebenen MLP-Antikper stand ein Werkzeug zur Vadung, die Ex-
pression von MLP im Myokard von HCM-Patienten, im Vergleiah RCM-Patienten, zu
uberpiifen. Es wurden die bereits beschriebenen DCM- und Kontaldgn verwendet (s.
Abschnitt 3.2.4.1) und auf gleiche Art und Weise HCM-Prolzke aus Myektomien stammten,
analysiert. Letztere wurden vom Herz- und Diabeteszentiordrhein-Westfalen und der
Humboldt-Universiat Berlin zur Verfigung gestellt (s. Tab. B.5).

Die Extrakte wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Néhotose-Membranen transferiert
und MLP sowie sarkomeres-Actinin im Westernblot nachgewiesen (Abb. 3.42). Die dens
tometrische Auswertung der Gele erfolgte in Analogie zumdio(s. Abschnitt 3.2.4.1). Die
auf sarkomeres&-Actinin bezogenen, normierten Werte der einzelnen Praiighin Tab. B.5
zusammengefasst. Ein Vergleich von Kontrollproben und DRidben zeigte, dass irrif
der sechs untersuchten DCM-Proben der MLP-Gehalt signifikarabgesetzt war (Abb. 3.42
rechts obeh Eine Probe (Abb. 3.42, Bahn 9 in Blot 1; Probe ‘1155’) wurde statistischen
Methoden als Ausreil3er identifiziert (s. Abschnitt 2.6.2) micht in die Mittelwertberechnung
einbezogen.

Die verminderte Expression in von DCM betroffenen Herzehtste Einklang mit den Daten
von Zolk et al. (2000), welcher ebenfalls eine verminderte MLP-Exprassiof Proteinebene
in DCM-Herzen beschrieben hat. Auch die &@lify hohe Variationsbreite des MLP-Gehalts,
insbesondere in den Kontrollproben, konnte hegt werden. Diesednnte auch Ausdruck der
Heterogenit der Kontrollproben hinsichtlich Alter, Gesundheitdamsl und Probenbehand-

lung nach Explantation sein.
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Ein anderes Bild ergab sichifdie HCM-Proben, in welchen sich die durchschnittliche tesp
sion von MLP nicht signifikant von der Kontrollgruppe unihgd (Abb. 3.42echts unteh Im
ersten HCM-Kollektiv waren die MLP-Gehalte in der Regel I¢ieldht, wahrend das zweite

HCM-Kaollektiv eine sehr heterogene MLP-Expression aufwies
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Abbildung 3.42: Expression von MLP ung-Actinin im Myokard von DCM- und HCM-PatienterLinks In
Westernblots detektiertes MLP und sarkomereictinin in Kontrollgeweben (Ktr 1 und 2), Extrakten von DGM
Patienten (DCM) und HCM-Patienten (HCM 1 und 2). MLP wurdémmiB 79D2,«-Actinin mit dem Serum 653
nachgewieserRechtsDensitometrische Auswertung der Blots. Der MLP-Gehaltdeiauf deny-Actinin-Gehalt
der gleichen Probe normiert und der Mittelwert des Konkadlektives auf den Wert 100 gesetzt. Relativ zum
jeweiligen Kontrollkollektiv sind die Mittelwerte und Stdardabweichungen des DCM-Kollektivesbér bzw.
der HCM-Kollektive (unten) aufgetragen. Rechts der Mittelwerte sind die mit gleict&alierungsfaktor multi-
plizierten Werte der einzelnen Proben des Kollektives elstrglt. Die mit Klammern markierte DCM-Probe wurde
mit einem statistischen Test als Ausreil3er identifiziersschnitt 2.6.2) und nicht in die Mittelwertberechnung
eingezogen. Man beachte, dass die Analyse des DCM- und dér Ktillektive zu unterschiedlichen Zeitpunkten
mit unterschiedlichen Kontrollkollektiven erfolgten ufalglich die Absolutwerte der DCM- und HCM-Kollektive
nicht direkt miteinander vergleichbar sind. * signifikanténterschied < 0, 01).



Ergebnisse 108

3.3.4.2 Ve@nderte Expression von MLP im Skelettmuskel eines Mausmodelle&ir

Kyphoskoliose

Wahrend die Beteiligung von MLP an Kardiomyopathien weithkaegptiert ist, istiber die
Funktion dieses muskelspezifischen Proteins bei Erkraygurder Skelettmuskulatur nur
wenig bekannt.

Die ky-Maus ist ein Tiermodell#r idiopathische Kyphoskoliose (Mason und Palfrey, 1984;
Bridgeset al,, 1992). Eine homozygote Mutation im Gen dgsProteins bewirkt ein vorzeiti-
ges Stop-Codon in der mRNA (Blanet al., 2001). Infolgedessen wird die mRN#ber einen
nonsense mediated decfechanismus abgebaut (Frischmeyer und Dietz, 1999) undydas
Protein ist auf Westernblot-Ebene nicht nachweisbar (Rl&tal., 2001). Die makroskopische
Konsequenz ist eine degenerative Myopathie, die mit eif@li&e (Verkiimmung der
Wirbelsaule) einhergeht. Auf zellater Ebene durchlaufen die betroffenen Muskelpartien
mit vorwiegend langsamen Fasertypen kurz nach der Gelumadig einen Degenerations-
und Regenerationsprozess. Im adulten Tier sind die betefféduskelfasern dystroph und
mikroskopisch an ihrem kleinen Durchmesser erkennbar. miEX@gressionsanalysen haben
gezeigt, dass mehrere Gene eineawelerte Expression in betroffenen Muskelpartien der
ky-Maus aufweisen, darunter auch MLP (Blaretal., 2004). Mit Hilfe des hier beschriebenen
MLP-Antikorpers sollteliberpiift werden, ob die vémnderte Expression des MLP auch auf
Proteinebene nachweisbar ist. Dazu wurden Westernblaty8an zweier Muskelgruppen der
ky-Maus im Vergleich zu Wildtyp-Gewebe durchgéft (Abb. 3.43).

In beiden untersuchten Muskelgruppen ist einedobtd Expression des MLP-Proteins zu
beobachten. Im Gegensatz dazu blieb die Expression eimeseansarkomeren Proteins, des
a-Actinins, im Vergleich zum Grundstoffwechsel-Enzym GARDnve@ndert. Damit werden
nicht nur die Expressionsdaten auf mRNA-Ebene diegt sondern zum ersten Mal eine
Beteiligung von MLP an einer Skelettmuskel-Erkrankung awt&inebene beschrieben.
Weitere Untersuchungen sind notwendig, um dieébtl Expression des MLP in den moleku-
laren Kontext der Erkrankung einordnen zinken: Es stellt sich die Frage, ob MLP an den
Umstrukturierungsprozessen in den Skelettmuskelnkgidaus direkt beteiligt ist, oder ob

die erfohte MLP-Expression nur eine sekumd Folge der Erkrankung ist.
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Abbildung 3.43: Veanderte MLP-Expression in Skelettmuskelprobengédviaus. In Muskelproben gleichen Pro-
teingehaltes deky-Maus ky) und einer Wildtyp-Maus (Ktr) wurden MLP mit mAB 79D2, sarkeresa-Actinin
mit dem Serum 653 und GAPDH mit einem mAB detektiert. SOWL. soleus TA - M. tibialis anterior.



Kapitel 4

Diskussion

4.1 Die Rolle Integrin-assoziierter Proteine in den Zell-
Matrix-Verbindungen differenzierender Skelettmuskel-
zellen

Die lateralen Zell-Matrix-Kontakte quergestreifter Metdellen — die Costamere — wurden ur-
spiunglich als Vinculin-haltige, rippeifmige Strukturen beschrieben, welche die Myofibril-
len auf HOhe der Z-Scheiben umspannen (Pagti@l, 1983). Wahrend die Lokalisation des
muskelspezifischen Dystrophins und anderer Proteine dée@wacan-Komplexes in diesen
Strukturen der Kraftbertragung nachgewiesen wurde (Ervasti, 2003), war wigreg die Aus-
stattung dieser Strukturen myitlassischen” Proteinen der Fokalkontakte bekannt.

Den Ausgangspunkt dieser Arbeit stellten morphologischéek$uchungen dar, die die Ent-
wicklung der Zell-Matrix-Kontakte, im Speziellen der Casiere, im Verlauf der Differenzie-
rung von Skelettmuskelzellen beschreiben sollten. Dazidevdie Expressiopklassischer
Fokalkontakt-Marker in differenzierenden HSkM-Zellentrililfe von Immunfluoreszenz-
Analysen untersucht: hrend die angéfbten Zell-Matrix-Kontakte proliferierender HSkM-
Zellen morphologisch einheitlich waren und weitestgehded Fokalkontakten adhenter
Nichtmuskelzellen entsprachen, wiesen differenzieréifsleM-Zellen eine erstaunliche Varia-
bilitat beziglich der Gestalt und Lage der Zell-Matrix-Kontakte augbén grof3en, dchigen

Fokalkontakten an den Enden der Myotuben befanden sichntraten, dem Substrat zuge-
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wandten Bereichen viele kleine, unregéldig geformte Zell-Matrix-Kontakte (Abb. 3.2). Die
Enden der entstehenderaRyofibrillen wurden in filhen Differenzierungsstadien durch elon-
gierte Kontakt-Strukturen mit der Zellmembran verankentweiteren Verlauf der Differenzie-
rung bildeten sich PLAS-artige Strukturen, welche dieameifen Myofibrillen mit der Zellmem-
bran verbinden. Da diese Strukturen ausschlief3lich ausulestratabgewandten Seite zu finden
waren, ist davon auszugehen, dass die PLAS-artigen Stewkiine Verbindung zu Kompo-
nenten der extrazellaten Matrix darstellen, die von den Myotuben selbst seedrmurden
(Raoet al,, 1985).

Die Ausstattung proliferierender HSkM-Zellen mit Fokatikakt-Proteinen entsprach weitge-
hend der von Nichtmuskelzellen: Neben Vinculin waren BiaxiFAK sowie Tensin anzutref-
fen. Weiterhin wurden die Fokalkontakte prominent dureteaiPhospho-Tyrosin-spezifischen
Antikorper angedrbt (Abb. 3.1). Dies bedeutet, dass Proteine der Fokalkbtmtauch in
diesem Zellsystem einen hohen Anteil an Tyrosin-Phospieoayngen aufweisen. Im Laufe
der Muskelentwicklung erfolgten nicht nur morphologisdferanderungen der Zell-Matrix-
Kontakte, auch die Proteinzusammensetzéanderte sich nach Beginn der myogenen Diffe-
renzierung: Die Strukturen wurden durch muskelspezifisgitimierte Proteine, z. B. Ponsin
und B1D-Integrin, e@nzt, gleichzeitig vémderte sich das Expressionsmuster einjgkassi-
scher* Fokalkontakt-Proteine (Abb. 3.1). Bereitglfmach Beginn der Differenzierung war die
Abnahme der FAK in den Zell-Matrix-Kontakten beobachtbably. 3.2), diese wurde gefolgt
von einer dramatischen Abnahme des Phospho-Tyrosin-teshZkitlich verdgert verringerte
sich auch die Expression des Paxillins. In adulten MusKelzevaren die drei Fokalkontakt-
Marker nicht mehr nachweisbar (Abb. 3.12). Im Gegensatu @damten Vinculin und Tensin
eine unveénderte Expression in differenzierenden Skelettmuskeizand waren auch in den
Costameren adulter Muskelzellen sowie den GlanzstreifeKaeliomyozyten anzutreffen.
Der Ubergang von PLAS-artigen Strukturen zu reifen Costamemmie im verwendeten
Modellsystem nicht beobachtet werden, da sich die HSkMeZdbei spontanen Kontraktio-
nen — also zu dem Zeitpunkt, an dem die Ausbildung von Costmau erwarten ist — von
der Kulturschale abisten. Immunfluoreszenz-Untersuchungen adulter Gewetsztén zwar
erganzende Aussagen zur Proteinexpression in adulten Costanesrverblieb jedoch ein Zeit-
fenster in der Entwicklung der Costamere, das experimemitt erfaldt wurde. Es ist zu ver-

muten, dass in diesem Zeitraum das Adapterprotein Pasillsyden Voduferstrukturen der
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Costamere verschwindet.

Da das verringerte Expressionsniveau der FAK dem sinke@Gadralt an Phospho-Tyrosin vor-
ausgeht, ist zu vermuten, dass die Akatitler FAK die Phosphorylierung der Fokalkontakt-
Proteine — direkt oder indirekiber andere Proteinkinasen — bewirkt (Schadksal, 1992). Der
FAK wird in Nichtmuskelzellen eine entscheidende Rolle ke idontrolle der Dynamik von
Fokalkontakten zugeschrieben (Parsons, 2003). Damitemesichtige Prozesse, wie beispiel-
weise die Migration von Zellen oder die Anheftung an die a&llubire Matrix, kontrolliert.
FAK-defiziente Zellen weisen eine eingesahikte Motilitat auf und bilden veratkt Fokalkon-
takte aus (llicet al,, 1995). Im Gegensatz zu proliferierenden Myoblasten, diilreind und
deren definierte Anordnung VoraussetzuiigFusionsereignisse ist (Claét al., 2002b), sind
die Myotuben differenzierender HSkM-Zellen in ihrer Migomsfahigkeit eingesclankt. Es
ist denkbar, dass zu diesem Zeitpunkt ein Umbau der Zellik&trukturen eingeleitet wird,
in dessen Verlauf die Aktivitt der FAK kontraproduktiv dre, und gleichzeitig die Protein-
zusammensetzung an die neuen Bedingungen angepasst wiotheV&gnale eine derartige
Anderung der Proteinzusammensetzung in den Zell-MatiiukBuren der differenzierenden
Skelettmuskelzellen bewirken, ist zum heutigen Zeitpuwmitiar.

Untersuchungen von Carraghet al. (1999) haben gezeigt, dass Collagen-Fragméiier
Integrin-vermittelte Signalwege den Abbau von FAK in Glatiskelzellen induzierentkinen,
der mit einer Disassemblierung der Fokalkontakte eintigrgen diesen Abbauprozessen ist
die Protease Calpain mal3geblich beteiligt (Carraghat. 2001, 2003). Ob Umbauvaigge

in der extrazellidren Matrix von Skelettmuskelzelleréhrend der Differenzierung (Swasdison
und Mayne, 1992) ebenfalls einen Calpain-vermittelten Abban FAK bewirken, wird Ge-
genstand zulknftiger Untersuchungen sein.

Festzuhalten ist zi@thst, dass digklassischen® Signaltransduktionskaskaden in den Fokalko
takten adarenter Nichtmuskelzellen, die von der Aktatitvon Tyrosin-Kinasen (z. B. FAK und
Src) und des Adapterproteins Paxillin mitbestimmt werde&kelettmuskelzellen nuiif friihe
Differenzierungsstadien von Bedeutung seimien. Da die Umbauprozesse des Zytoskeletts
und der dazugeirigen Zell-Matrix-Kontakte zu diesem Zeitpunkt noch nielibgeschlossen
sind, muss es also weitere, bisher noch unidentifiziertedBigege geben, die die Dynamik der

Zell-Matrix-Kontakte in spteren Differenzierungsstadien modulieren.
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4.2 ldentifizierung und Charakterisierung eines neuen

Paxillin-Liganden: Ponsin

4.2.1 Paxillin interagiert mit Ponsin in differenzierenden Skeletmuskel-

zellen

Um neue Signalwege in differenzierenden Muskelzellen zdemken, sollten darin involvierte
Proteine identifiziert werden. Als Ausgangspunkt ersclasrsinnvoll, neue Bindungspartner
eines bekannten Fokalkontakt-Proteins im Systdtaskel* zu bestimmen. i diesen Ansatz
wurde das Protein Paxillin gédalt und mit Hilfe der Hefe-Doppel-Hybrid-Technik Ponsis a
Bindungspartner identifiziert. Nachfolgende biochemidekperimente zeigten, dass die zwei-
te SH3-Donane im Carboxyterminus des Ponsins die Bindung an die Preiafte Region im
Aminoterminus des Paxillins vermittelt (Abb. 3.4 und Ablb)3

Das Protein Ponsin wurde urspiglich als Signalmolel in Adipozyten beschrieben (Ribon
et al, 1998a). In diesem Zelltyp ist es an einem Phosphatidyiiole3-Kinase-unab&ngigen
Weg zur Glucose-Aufnahme beteiligt. Als Antwort auf dien@flierung mit Insulin wird in
Adipozyten das Protein c-Cbl phosphoryliert und anschhel3son Ponsin durch Interaktion
mit dem Protein Flotillin zu detipid rafts rekrutiert (Kimuraet al., 2001). Nachgeschaltete
Prozesse, die u. a. die Aktivierung der Rho-GTPase TC10 beamhéChianget al., 2001),
fuhren zur Translokation des Glucose-Transporters GLUTdi@aZellmembran, wodurch die
Aufnahme von Glucose ins Zytoplasma égticht wird (Baumanret al., 2000).

Neuere Untersuchungen in Skelettmuskelzellen und -gewedeésen jedoch darauf hin, dass
der beschriebene metabolische Weg nicht auf Muskelzéitm@rtragbar ist (JeBailegt al.,
2004; Thironeet al., 2004). Vielmehr scheint Ponsin auch im Muskel FunktionksnAatin-
Zytoskelett-assoziertes Protein wahrzunehmfémliche Befunde wurden bereitsirf andere
Zellsysteme beschrieben: So ist Ponsin ein Interaktiotrspavon [-Afadin und Vinculin in
der Leber und lokalisiert in Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kaakten verschiedener Zelllinien und
Gewebe (Mandaet al., 1999). Weiterhin wiesen stabil transfizierte Zellen, dom$in und den
Insulin-Rezeptor gemeinsarilier-)exprimierten, eine veeskte Ausbildung von Stressfasern

und Fokalkontakten im Vergleich zu einer Zelllinie auf, dier den Insulin-RezeptoKibper)-
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exprimierte (Riboret al, 1998b).

Die identifizierte Interaktion zwischen Paxillin und Panscheint ein transientes Ereignis
wahrend der Differenzierung von Skelettmuskelzellen za:geroliferierende HSkM-Zellen
exprimieren Paxillin, nicht aber Ponsin (Abb. 3.13). Naatiuktion des myogenen Programmes
setzt rasch die Expression des Ponsins ein und beide Rrdtelokalisieren in den verschie-
denen Zell-Matrix-Kontakten, gper auch in den Voaluferstrukturen der Costamere. Das Ver-
schwinden der FAK aus diesen Strukturémhte den Beginn eines Umbauvorgangs markieren,
in dessen Folge auch Paxillin aus den Zell-Matrix-Strudtuverschwindet (s. Abschnitt 4.1).
Im adulten Gewebe ist Ponsin in den Costameren sowie den $taifien anzutreffen, ahrend
Paxillin in adulten quergestreiften Muskelzellen nichthmeachweisbar ist (Abb. 3.12).
Interessanterweise bindet Ponsin an die Prolin-reichedReign Paxillin, die auch als Bin-
dungsmoduliir die Tyrosin-Kinase Src beschrieben wurde (Wehgl., 1993). Die Rolle von
Src bei der Differenzierung von Skelettmuskelzellen wirdier Literatur kontrovers dikutiert:
Wahrend Claycomb und Lanson (1987) berichteten, dass Srolifiepierenden, nicht aber in
differenzierenden Skelettmuskelzellen exprimiert waeigten neuere Untersuchungen von Lu
et al.(2002), dass die Inhibierung der Src-Aktaétiin L6-Zellen die Differenzierung, insbeson-
dere die Fusion der Myoblasten zu Myotuben, blockiert. Aadseits bewirkte die Expression
der konstitutiv-aktiven Form v-Src eine Inhibierung deraggnen Differenzierung in C2C12-
Zellen (Falconeet al,, 2003). Offensichtlich bedeutet dies, dass die Aldivider Src-Kinase
von differenzierenden Skelettmuskelzellen streng reguiverden muss. Neben der Feinab-
stimmung der Kinaseaktiat durch Phosphorylierungs- und Dephosphorylierunggeigse im
Src-Molekll selbst, insbesondere am regulatorischen Tyrosin-Re&7 YBhenget al, 1992),
kann die Veriigbarkeit von Substraten einen limitierenden Faktor dfest. Moglicherweise
wird dies durch die Bindung von Ponsin an die Src-Bindungssit@l Paxillin bewirkt, das da-
mit die Bindung der Src an Paxillin blockiert. Dieérnte zur Folge haben, dass die Src-Kinase
Substrate in den Zell-Matrix-Strukturen differenzieren8kelettmuskelzellen nicht mehr phos-
phorylieren kann und dadurch andere Signalwege aktiviertden, womit schliel3lich der Um-
bau der Zell-Matrix-Kontakte eingeleitet wird.

Infolge dieses Umbaus ist als eines der ersten Proteine RAKeisen Strukturen nicht mehr

nachweisbar. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten daraufdaiss die von Liret al. (2001a)
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beschriebene Interaktion der FAK mit Ponsin indirekterudast und von Paxillin vermittelt
wird. Es wurde gezeigt, dass die drei Proteine FAK, Paxilhid Ponsin einen teémen Komplex

in vitro ausbilden Bnnen (Abb. 3.6). Die Anwesenheit von skelettmuskelspehki#n Ponsin-
Isoformen in Proteinkomplexen der Zell-Matrix-Kontakiéerenzierender Skelettmuskelzel-
len stellt einen wesentlichen Unterschied,&lassischen“ Fokalkontakt-Komplexen dar und
korreliert wahrscheinlich mit den speziellen Signaltcuigionsvorgingen vihrend der Diffe-
renzierung. Da Ponsiaber keine enzymatische Aktiéit verigt, ist anzunehmen, dass es als
Adapterprotein fungiert und Signalmolék zu den sich im Umbau befindenden Zell-Matrix-
Strukturen rekrutiert. Erst in §peren Stadien der Differenzierung, wenn sich reife Costame
ausbilden und Paxillin in den Strukturen nicht mehr vorkadrsuoheint die niedrig-affine Inter-

aktion von Ponsin mit Vinculin Bedeutung zu erlangen (Maredail.,, 1999).

4.2.2 Expression und Lokalisation von Ponsin in Muskelzellen

Fur Transfektionsstudien war die Klonierung einer vé@ligligen Ponsin-cDNA Vorausset-
zung. Dazu wurde der carboxyterminale Teil des Ponsins mes &kelettmuskel-cDNA-
Bibliothek amplifiziert und der Aminoterminus durch RT-PCR RINA, die aus differenzieren-
den HSkM-Zellen isoliert wurde, gewonnen. Die Sequenngrentsprechender Klone ergab,
dass Skelettmuskel-Varianten des Ponsin mehrere Exohaltmt, die als alternativ gespleifl3te
Exone beschrieben wurden (Letal, 2001b): Die Exone 3, 5, 7, 19, 20, 21, 25, 30 und 31 wur-
den in allen Ponsin-Varianten angetroffen. In einer Subfadn der Klone waren zaszlich

die Exone 12 und 13 enthaltenaiwend in keinem der Klone die Exone 14 oder 15 gefunden
wurden (Tab. 3.1).

Uber die Funktion der alternativ gespleilten Exone im Rorist wenig bekannt. Die
Primarsequenz des Exons 3 erlaubt keine Vorhersagen zu dessktioRudas Exon 5 ist mit
neun Amino&uren so kurz, dass zu vermuten ist, dass seine Anwesermdiefiende Berei-
che modifiziert. Im Exon 7 finden sich zwei Prolin-reiche Regio (RPPTPLGP, Amin@siren
178-185 und PPPPLVPPAP, Amirdasen 243-252 in Abb. C.7), die putative Ligandén f
SH3- oder WW-Doranen darstellen (Kagt al., 2000; Maciaset al., 2002). Untersuchungen
von Zhanget al. (2003) deuteten darauf hin, dass dieses Modul an einer Hiomeoidierung

von Ponsinn vitro beteiligt ist und die Affint zu Vinculin verringert. Daneben e@hExon 7
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vier SP-/TP-Motive, die potentielle Substrate MAPK darstellen (Davis, 1993), aber keine
SequenzAhnlichkeit zu den identifizierten Phosphorylierungdstein Exon 30 aufweisen.

Die Exone 12 und 13 zeigen in ihrer PénsequenAhnlichkeit zu Exon 16 und enthalten einen
Teil der Region, die Homologie zum Peptid-Hormon Sorbin ai$iv Es ist denkbar, dass diese
Exone durch Genduplikationen entstanden sind (Doolit®®5). Exon 19 ist dem Bereich des
Proteins ArgBP2 homolog, der sich auch dort unmittelbar an die Sorbin-Hamie-Region
anschlief3t. Ob und auf welche Weise die Anwesenheit diesend=die Funktion der Sorbin-
Homologie-Region moduliert, ist unbekannt.

Die Exone 20 und 21 zeigen keine Homologie zu bekannten iResteDa sie nicht in PCR-
Produkten einer Herzmuskel-cDNA-Bibliothek gefunden vamrdlonnten sie unbekannte,
Skelettmuskel-spezifische Funktionen haben.

Obwohl das Exon 25 von mehreren Gruppen beschrieben wuediehi kein Konserigber sein
Expressionmuster. Lebet al. (2001) identifizierten eine Ponsin-Variante, die diesesrent-
hielt, in neuronalen (Purkinje)-Zellen; eine andere Grufgnd dieses Modul in drei RT-PCR-
Produkten des weil3en Fettgewebes (Zhanal, 2003). Hingegen beschrieben Alcazdral.
(2004), dass die Expression des Exons 25 auf Herz- und 8kelstelgewebe besdmkt ist.
Ubereinstimmend sind die Vorhersagen zur Funktion aufgjder Aminogwure-Sequenz: Durch
die Anwesenheit des Exons 25 wird eine putative, zweiteiKgrnlokalisationssequenz (NLS)
gebildet. Ausserdem gibt es Sequenzabschnitte, die zwilluag voncoiled-coil Strukturen
geeignet scheinen. Ob diese Elemente funktionell sindptermndie Untersuchungen der Ar-
beitsgruppen nicht abschliel3enéidn.

Diese Arbeit konnte einen Beitrag dazu leisten, die FunkdienExone 30 und 31 zu analysie-
ren, die zusammen eine Insertion zwischen der zweiten uttdrdSH3-Dondne bilden. Auf
Eigenschaften und agliche Funktionen dieser Region soll in einem gesondertiescAnitt

(4.2.3) eingegangen werden.

Immunfluoreszenz-Analysen zeigten, dass Ponsin in adiveskelzellen in den Costame-
ren lokalisiert, in Kardiomyozyten war das Protein azéich in den Glanzstreifen anzutreffen
(Abb. 3.12). Damit ist Ponsin in adulten Muskelgeweben mul8uren lokalisiert, die die kon-

traktile Kraft auf die umgebende extrazefivé Matrix bzw. auf benachbarte Kardiomyozyten

1Datenbankeintrag NM 003603
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ubertragen. In differenzierenden Skelettmuskelzelléwllsiert das Protein in verschiedenen
Zell-Matrix-Strukturen und markiert auch sich entwickedn\Vorlauferstrukturen der Costame-
re (Abb. 3.13).

Umfangreiche Transfektionsstudien in Nichtmuskel- undski-Zellsystemen belegen (vgl.
Abschnitt 3.2.5), dass der gesamte Carboxyterminus, wetlibedrei SH3-Doranen enthlt,

fur die beschriebenen Lokalisationen verantwortlich isbl{A3.17). Keine der drei SH3-
Domanen allein ist in der Lage, das Protein zu den Strukturerekrutieren, dies wird erst
durch das Zusammenspiel der drei Diomen erreicht (Tab. 3.2 und Tab. 3.3). Dabei scheint
die carboxyterminale, Skelettmuskel-spezifische Ingertiur einen untergeordneten Beitrag
zur Lokalisation zu leisten. Es ist zu vermuten, dass mehfschwache) Protein-Protein-
Interaktionen, die von den individuellen SH3-Danen zu Proteinen der Zell-Matrix- bzw.
Zell-Zell-Kontakte vermittelt werden, in Summarfdie Lokalisation des Ponsins verantwort-
lich sind. Die Interaktion der zweiten SH3-Dé@me mit Paxillin in differenzierenden Skelett-
muskelzellen sowie mit Vinculin in adulten MuskelzellenghMlaiet al., 1999) stellen Beispiele
fur solche Interaktionen dar. An der Rekrutierung des Pormingell-Zell-Kontakten Bnnte
die Wechselwirkung der dritten SH3-D@me mit |-Afadin beteiligt sein (Mandait al., 1999).
Fur die erste SH3-Doéne des Ponsins wurden bis heute keine Bindungspartneifizient

Der aminoterminale Bereich des Ponsins, der die Sorbin-HugieRegion entélt, ist nicht

an der Lokalisation des Molélks in Zell-Matrix- bzw. Zell-Zell-Kontakten beteiligt. éch eine
beschriebene Rekrutierung zu spezialisierten BereicheZelknembran, detipid rafts (Ki-
muraet al, 2001), wurde in den Transfektionsexperimenten dieseeiriicht beobachtet. Es
ist maglich, dass in der verwendeten Zellline (PtKip)d raft Strukturen nur wenig ausgejmt
sind oder die verwendete Fixierungsmethodedie Analyse membranassoziierter Strukturen
ungeeignet ist. Die beobachtete Kernlokalisation des Kokies ‘Ps N-Ex25’ knnte von der
NLS im Exon 25 hervorgerufen werden, scheint aldedas vollshndige Ponsin-Moldl keine
Bedeutung zu haben (Abb. 3.17).

Experimente, bei denen Pondiherexprimiert wurde, zeigten, dass die Sorbin-Homologie
Region eine Funktion im Ponsin-Protein haben muss. Wie desandige Ponsin-Proteiibten
alle Konstrukte, die neben dem Carboxyterminus auch dieisétbmologie-Region enthiel-

ten, einen negativen Effekt auf Actin-assoziierte Zytds#teStrukturen aus (Abb. 3.17). Dosis-
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abhangig veanderten sich zwachst GolRe, Gestalt und Lage der Zell-Matrix-Strukturen. Bei
starkerefUberexpression wurden Stressfasern und Fokalkontaks®gamd die Fokalkontakt-
Proteine zu unregeléssigen Strukturen rekrutiert. Diese Resultate belegess Bansin ei-
ne wichtige Rolle fir die Integritit der Zell-Matrix-Strukturen hat, wobei sowohl die Sorbin
Homologie-Region, als auch die drei carboxyterminalen Sldé&anen bedeutsam sind. Unter-
suchungen in Adipozyten haben ebenfalls gezeigt, dass lhemtktionellen Bereiche des Pro-
teins, d. h. die Sorbin-Homologie-Regiond die drei SH3-Doranen, notwendig sind, damit

Signalelibertragen werdentkinen (Baumanet al,, 2000; Kimuraet al., 2001).

4.2.3 Die Skelettmuskel-spezifische Insertion im Ponsin interagit mit

Nck2

Die beiden alternativ gespleif3ten Exone 30 und 31 kodiene@ 278 Aminoguren lange
Insertion zwischen der zweiten und dritten SH3-Roma im Carboxyterminus des Ponsins,
wobei nur die letzten 20 Aminasiren auf Exon 31 entfallen (Abb. 3.20). Expressionsdatén a
Nukleinsaure-Ebene deuten darauf hin, dass es sich bei der Insertiogin Skelettmuskel-
spezifisches Modul handelt (Abb. 3.9), das auch von diffaezanden HSkM-Zellen exprimiert
wird (Abb. 3.14). Die Frage, ob die Insertion auch von Pon&nanten im btalen oder adulten
Myokard exprimiert wird, konnte nicht abschliel3end gekiverden.

Diskrepanzen zu anderen w#fentlichen Daten beamlich der Expression von Exon 30
und 31 im Skelettmuskel sind nicht eskbar: Mehrere Gruppen haben die Klonierung von
Ponsin-Varianten aus Skelettmuskel-Geweben beschriebemiese Kombination von Exon
30 und 31 nicht enthielten (Liet al, 2001a; Alcazaet al, 2004). Als Besitigung fir die
hier beschriebenen Befunde sind Northernblots zu bewentedenen Ponsin mRNA mit
einer Gol3e von 7,5 kb im Skelettmuskel nachgewiesen wurde (Réial, 1998a; Mandai

et al, 1999; Lin et al, 2001a), da dieser Wert hervorragend mit dem berechneteh We
(7,3 kb) Ubereinstimmt. In Nicht-Muskelgeweben wurden durch deaylen Arbeitsgruppen
kirzere Transkripte nachgewiesen (ca. 6 kb und kleiner)Pdigsin-Varianten ohne Insertion

entsprechendnnten.
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Die Insertion enthlt eine Prolin-reiche Region, die von einem Cluster von SPotiven um-
geben ist. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass diese Prelahe Region die Bindung an Nck2
vermittelt (Abb. 3.26 und Abb. 3.28).

Dass Nck2 ein Bindungspartner des Ponsins ist, wurde bem@itsCowan und Henkemey-
er (2001) gezeigt. Diese Gruppe beschrieb jedoch ein PQQfR+Ns Kern der Nck2-
Bindungstelle im Ponsin, welches itdbergang von der zweiten zur dritten SH3-Diome
liegt und von der hier beschriebenen Insertion unterbnoatied. Die Bindung von Nck2 an
diese weitere, wahrscheinlich niedrig-affine Bindungsstiebnnte im Rahmen dieser Arbeit
nicht reproduziert werden. Es ist denkbar, dass die hiewerdeten Bindungsversuche nicht
die ndtige Empfindlichkeit aufwiesen. So musste beispielswdiseSensitiviat in den Hefe-
Doppel-Hybrid-Experimenten durch den Zusatz von 3-AT hgesetzt werden, um die Au-
toaktivierung des Kderkonstruktes zu untekgbtken.

Die hier gezeigte Interaktion der Prolin-reichen Region én 8kelettmuskel-spezifischen In-
sertion des Ponsins mit Nck2 impliziert, dass die drei Pnet@axillin, Ponsin und Nck2 einen
transienten Proteinkomplex in den Zell-Matrix-Kontaktifierenzierender Skelettmuskelzel-
len bilden, der am Umbau der Vadferstrukturen der Costamer@hwend der Differenzierung
beteiligt sein bnnte.

Biochemische Untersuchungen verschiedener Gruppen ergaées Nck2 und das verwandte
Nckl (Chenret al, 1998) an der Regulation der Dynamik des Actin-Zytoskeletteiligt sind,
indem sie Signale von Obeafthen-Rezeptoren (z. B. EGFR und PDGFR) zu Signalnitéek
wie z. B. FAK, WASP oder PAK1iibertragen (zusammengefasst ireLal, 2001; Budayet al,,
2002). Tiermodelle belegen, dass das Zusammenspiel digrbBiroteine eine wichtige funk-
tionelle Bedeutungn vivo hat. Die Inaktivierung von Nckl oder Nck2 in&dsen verursachte
keine Anormaliaten, hingegen war ein doppelterock outbeider Gene letal, die Tiere starben
wahrend der Embronalentwicklung (Blagttal., 2003).

Es ist bekannt, dass der Insulin-Rezeptor durch Stimulgemant Insulin aktiviert wird und
nachfolgend assoziierte Proteine, die sogenarnngiin receptor substratg$RS), an Tyrosin-
resten phosphoryliert. Nck2 ist in der Lage, an IRS1 zu bingehkbnnte so Insulin-aldngige
Signale weiterleiten (Leet al,, 1993; Tuet al,, 2001). Daneben wurde beschrieben, dass Nck2

mit dem Protein PINCH interagiert (Tet al,, 1998). Dieses LIM-Doranenprotein bindet an
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integrin linked kinas€ILK), eine Serin-/Threonin-Kinase, deren Akti&ttSignale in Antwort
auf Integrin-vermittelte Zell-Adasions-Prozesse weiterleitet (Hannigdral., 1996; Tuet al,,
1999). Ein Komplex der Proteine Paxillin, Ponsin und Nckdem Zell-Matrix-Strukturen diffe-
renzierender Skelettmuskelzelledrinte demnach sowohl Insulin-gotgige als auch Integrin-
vermittelte Signale weiterleiten und so einen Schnittpunkhrerer Signalwege darstellen.

In den Nck-Proteinen wird die Bindung der Src-Homologie-@aidne (SH2) an Ober-
flachenrezeptoren durch Phosphorylierungen an TyrosireResér Liganden kontrolliert
(Mayer et al,, 1991). Weniger ist déber bekannt, wie in diesen Proteinen die Bindung der
SH3-Donanen an Effektor-Molekle reguliert wird.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass vier SP-/TP-Motiveen lthsertion des Ponsins prinzipi-
ell in vitro von MAPK phosphoryliert werden (Abb. 3.22 und Abb. 3.24)eDdieser putativen
Phosphorylierungsstellen wurden auf Peptide eingegrdigzin unmittelbarer he der Prolin-
reichen Region liegen, und die Phosphorylierung des Res@si&tnsertion durch massen-
spektrometrische Analysen eindeutig belegt (Abb. 3.25).

Auch differenzierende HSkM-Zellen vérgeniber Kinaseaktivit, die die Insertion im Ponsin
phosphorylieren kann (Abb. 3.23). Durch zweidimensior@a&elektrophorese wurde jedoch
gezeigt, dass dabei nur ein und in geringen Anteilen auchwegites SP-/TP-Motiv phospho-
ryliert werden (Abb. 3.24). Folglichdnnte die identifizierte Phosphorylierung auchhrend
der Differenzierung von Skelettmuskelzellen Relevanz hawebei diein vivo verantwortliche
MAPK eine tbhere Spezifat aufzuweisen und einer differenzierungsafigen Regulierung
ihrer Aktivitat zu unterliegen scheint.

In Westernblot-Overlay-Experimenten zeigte Nck2 eine tlidu verringerte Bindung an
phosphorylierte Ponsin-Konstrukte, welche die Proliichre Nck2-Bindungsregion enthielten
(Abb. 3.28). Die Einiihrung negativer Ladungen durch Phosphorylierungsessgrionnte
eine elektrostatische Abstossung zwischen den Bindungsiegim Nck2 und Ponsin bewir-
ken. Es ist weiterhin iiglich, dass die Phosphorylierung der Insertion die Kanfttion dieser
Ponsin-Region in der Aidndert, dass die Nck2-Bindungsstelle nicht mehtanggjch ist.

Da in differenzierenden Skelettmuskelzellen ebenfallsalsen aktiv sind, die diese SP-/TP-
Motive in der Umgebung der Prolin-reichen Region phosphergh (Abb. 3.23), und Nck2

und Ponsin in Zell-Matrix-Kontakten eine Kolokalisatiomfaeisen (Abb. 3.27), ist es denkbar,
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dass die Interaktion von Nck2 und Ponsin in \arlerstrukturen der Costamere durch einen sol-
chen Mechanismus moduliert wird. Diese Ergebnisse ingyk, dass die Bindung von Nck2
an Ponsin auch in differenzierenden SkelettmuskelzellsordMAPK-ablangige Phosphory-
lierungsereignisse reguliert werdeirinte. Damit wird ein Mechanismus vorgeschlagen, der
die Bindung von Nck2 an die Prolin-reiche Region eines Effekolekils kontrolliert.
Vinexin-beta, ein weiteres Mitglied der Ponsin-Proteamrfilie, stellt ein Substratif die
MAPK ERK2 dar (Mitsushimaet al, 2004). In diesem Fall erfolgt die Phosphorylierung
des Fokalkontakt-Proteins Vinexin-beta in Antwort auf Aidivierung der ERK2, z. B. nach
Adhasion der Zellen an die extrazebwe Matrix. Dieses Phosphorylierungsereignis scheint
moglicherweise an der Regulation von Umbau-\forgen des Actin-Zytoskelettsahrend der
Ausbreitung von Zellen beteiligt zu sein. Interessantisti&tsache, dass sich die identifizier-
te Phosphorylierungsstelle im Vinexin-Moldk(S189) ebenfalls in einer Linker-Region zwi-
schen der zweiten und der dritten SH3-Ciome befindet. Obwohl die Aminasresequenz die-
ser Linker-Region zwischen Vinexin-beta und Ponsin nichitdeviert ist, Bnnte es sich um
eine funktionelle Konservierung innerhalb der Proteinfentandeln.

Fur welche MAPK in differenzierenden Skelettmuskelzellém ldisertion des Ponsins ein po-
tentielles Substrat darstellt, ist zum heutigen Zeitpwmitiekannt. Neben der oben beschriebe-
nen ERK2 ist auch die muskelspezifische ERK6 (auch SAPK3) emdidat, deren Expression
differenzierungsakingig reguliert wird und die in differenzierenden Skeletsikelzellen aktiv

ist (Lechneret al, 1996; Tortorelleet al,, 2003). Weitere Untersuchungen sinitig, um diese
Hypothesen zu verifizieren.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass dieiRe Paxillin, Ponsin und Nck2
einen transienten Proteinkompledkarend der Differenzierung von Skelettmuskelzellen Ipilde
konnen, der raglicherweise an der Detektion und Transduktion von Segmah Zell-Matrix-
Kontakten beteiligt ist. Weiterhin gibt es Hinweise daradéiss dieser Komplex an Umbau-
vorgangen in den Vod#uferstrukturen der Costamere beteiligt ist, wobei seingvA#t von

MAPK kontrolliert wird.
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4.3 Die Anpassung von Zell-Matrix-Kontakten in adulten
guergestreiften Muskelzellen: MLP im gesunden und er-

krankten Muskelgewebe

4.3.1 Die Rolle von mutierten MLP-Proteinen in Kardiomyopathien

Die Bedeutung von Signaltransduktionsprozessen in denMagitix-Strukturen differenzie-
render Skelettmuskelzellen wurde in den vorherigen Abisigmuntersucht. Ein weiterer Teil-
aspekt dieser Arbeit war die Frage, wie sich die Strukturenktaftibertragung im adulten
Muskelgewebe an vanderte Bedingungen anpassémien. Als Ausgangspunkiif diesen
zweiten Ansatz dienten Befunde von Geedral. (2003), die beschrieben, dass heterozygo-
te Mutationen im MLP eine hypertrophe Kardiomyopathie b&ienschen ausken knnen.
Eine Analyse der mutierten Proteine sollte Aufédseliber die molekulare Pathogenese der
Erkrankung geben.

In Transfektionsstudien waren keine signifikanten Unteieste zwischen Wildtyp-Protein und
den untersuchten mutierten MLP-Varianten zu beobachteb.(2.29 und Abb. 3.30). Dies legt
nahe, dass diese rderten Proteine auch in den Patienten die Protein-Rrbitegraktionen
eingehen knnen, die die Lokalisation des MLP vermitteln, soiieer eine ausreichende Stabi-
litat verigen, um in sarkomere Strukturen eingebaut zu werden.iR1aAtgregate, wie sie bei-
spielsweise iir Kardiomyopathie-assoziierte Desmin-Mutationen basblen wurden (Wang
et al, 2001), waren nicht zu beobachten. Weiterhin wiesen alleamien MLP-Proteine prin-
zipiell die Fahigkeit auf, den Liganden-Actinin zu binden (Abb. 3.31). Damit unterschie-
den sich die untersuchten Mutanten von der DCM-assoziidfigh W4R Variante, in der die
Missense-Mutation zu einendlligen Verlust der Bhigkeit fihrte, den Liganden Telethonin zu
binden (Kroll et al, 2002).

Die Interaktion mita-Actinin konnte fir die Lokalisation des MLP mitverantwortlich sein. Die
kritische Rolle vonx-Actinin fir Muskelgewebe wurde durch Studien in Tiermodellen belegt
(Fyrberget al, 1998; Dubreuil und Wang, 2000). Es ist anzunehmen, dassodistandiger
Verlust dera-Actinin-Bindung gravierende Auswirkungeiatte, die sich in einer fihen Mani-

festierung der Krankhe#uf3ern viarden bzw. eventuell sogar letal in der Embryonalentwick-
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lung waren. Da die Patienten jedoch erst im mittleren Alter Kragildsymptome aufwei-
sen (Geieet al, 2003), ist eine dermal3en drastischedvieterung der Bindungseigenschaften
auszuschliel3en, vielmehr scheinen weniger offensittgliquantitative Vé&mderungen die Er-
krankung auszilsen.

Am Beispiel der MLP C58G Variante wurde eine eingehende bimisehe Charakteri-
sierung eines HCM-assoziierten Proteins durchlggf Durch den Austausch einer Zink-
koordinierenden Amindsure im zweiten Zinkfinger der ersten LIM-Dé@me ist dieses MLP-
Protein nicht mehr in der Lage, die vier ligigten Zink-lonen zu komplexieren, stattdessen
werden nur noch drei Zink-lonen gebunden (Abb. 3.32). Wiatiutierte Varianten des Zyxins
gezeigt wurde, ifhrt die fehlende Zink-Koordination im betroffenen Zinlger dazu, dass die-
se Region nicht mehr die native TémtiStruktur einnehmen kann (Schmeichel und Beckerle,
1997). Die betroffenen Bereiche sind instabiler undadiigfer fur Proteolyse-Ereignisse, eine
Eigenschatft, dietfr MLP C58G experimentell durch Behandlung mit der Proteaserblysin
belegt wurde (Abb. 3.33).

Die strukturelle Instabildt spiegelt sich auch im v@nderten Bindungsverhalten des mutier-
ten MLP-Proteins wider. Obwohl die beiden Liganden N-RAP unActinin distinkte Bin-
dungsstellen auf dem MLP haben (Abb. 3.37) und die Bindufigstesa-Actinins nicht direkt
von der Mutation betroffen ist (Harpet al., 2000; vgl. Abb. 1.8), zeigte MLP C58G im Ver-
gleich zum Wildtyp-Protein verringerte Bindungen an beid&&ine (Abb. 3.34 und Abb. 3.36).
Dies impliziert, dass die strukturellen \&erderungeiiber die eigentliche Region der Mutation
hinausgehen und auch angrenzende Bereiche, z. Byv-éietinin-Bindungsstelle im Glycin-
reichen Abschnitt, betreffen.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit durch Kompetitionsexpente gezeigt, dass sowohl
Wildtyp-MLP als auch die C58G-Variante einen téran Komplex mitw-Actinin und N-RAP
bilden kbnnen (Abb. 3.37). Gleichzeitig wurde von anderen Grupperyaschlagen, dass
MLP — neben den Proteinen Telethonin und Titin — Bestandte#s=Mechanosensors sein
konnte (Kroll et al, 2002; Milleret al, 2004). In der Tropomoduliitberexprimierenden Maus
(Sussmaret al,, 1998), einem genetischen Tiermodeit Kardiomyopathien, wurde eine ver-
ringerte Expression des MLP im Myokard festgestellt. Gleaitig wurde bei diesem Tier, wie

auch bei der MLFnock outMaus (Arberet al., 1997), ein erbihter Expressionslevel des Li-
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ganden N-RAP beobachtet (Ehkdral, 2001). Ob diese verminderte Expression des MLP (im
Fall der Tropomoduliritberexprimierenden Maus) sowie die Hochregulierung d&SAR-Ant-
worten des postulierten Mechanosensors auf einear&tetmechanische Beanspruchung sind,
bleibt bis zum heutigen Tag rein spekulativ.

Es ist denkbar, dass die Kardiomyozyten versuchen, diengemte Stabiliat des mutierten
MLP-Proteins bzw. des Komplexes MLPxActinin — N-RAP durch eine gesteigerte Expres-
sion des Liganden N-RAP auszugleichen. Dieseangerte Gleichgewichtdante eine hyper-
trophe Antwort der Kardiomyozyten provozieren und schiaf3zur Ausbildung der hyper-
trophen Kardiomyopathiaihren.

In der jungsten Literatur zeichnet sich ab, dass die hypertrophmdi#tayopathie nicht als ei-
ne, Erkrankung des Sarkomers* (zusammengefasst in Towbir8)186ndern alsErkrankung
infolge eines ineffizienten Energiehaushalts* verstanderden sollte (Blaiet al., 2001; Cril-

ley et al,, 2003). Unter diesem Aspekt kann auch die Erkrankung iefeiger heterozygoten
MLP C58G Mutation interpretiert werden: Ein instabiles, rattes MLP-Protein weist in den
Kardiomyozyten wahrscheinlich einemlmerenturn over auf, folglich werden die zell@ren
Maschinerien der Proteinsynthese und des Proteinabbadseistbeansprucht. itF HCM-
assoziierte Myosin-Bindungsprotein C Varianten wurde felsweise eine fast voldhdige
Auslastung des Proteasomnsvitro gezeigt (Sarikast al., 2004). Auch eine Kompensation der
verringerten Bindung im tearen Komplex MLP —a-Actinin — N-RAP durch vergtrkte Ex-

pression eines Bindungspartnerarey mit einem erbhten energetischen Aufwand verbunden.

4.3.2 Potentielle Beteiligung von MLP an Herz- und Skelettmuskel-

erkrankungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der monoklonale MLP-Aatper 79D2 charakterisiert, des-
sen zukinftiger Einsatz ein wertvolles Werkzeug bei der funktitere Analyse des Proteins
darstellen Bnnte.

Dieser Antilorper erkannte endogenes MLP im Myokard verschiedehag&iere sowie re-

kombinantes MLP-Protein im Westernblot und in der Immaazgpitation, nicht aber CRP1
bzw. CRP2 (Abb. 3.40). Durch Westernblot-Analysen von Mitféck outGewebe wurde die
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Spezifitit des Antikorpers fir dieses Protein belegt.

Obwohl es bis jetzt nicht gelungen ist, den Addtiger fir Immunfluoreszenz-Anwendungen zu
optimieren, deuten die Befunde ersté@rlBungen darauf hin, dass die in der Literatur beschrie-
bene Kernlokalisation des MLP und die damit verbundenerktamen (Arberet al., 1994;
Kong et al,, 1997) einer kritischen Revision bigden. MLP war in Westernblot-Analysen in
proliferierenden und differenzierenden HSkM-Zellen nichchweisbar (Abb. 3.40). Stattdes-
sen zeigte der Antibrper in diesen Proben eine Kreuzreaktion mit Proteiri@rehen Moleku-
largewichts (um 60 kD). In Immunfluoreszenz-Analysen vdfedeénzierenden HSKM-Zellen
wurden ebenfalls deutliche Kedrbungen beobachtet (Abb. 3.41). Aus diesen Ergebnissen
kann geschlussfolgert werden, dass die beobachtete Kalisiation nicht durch MLP, son-
dern durch kreuzreaktive Proteine hervorgerufen wirdeExatenbank-Recherche ergab, dass
es verschiedene nuldee Proteine gibt, die mit dem Immunisierungspeptid in &ardequenz-
abschnitterubereinstimmen (Tab. B.7). Da alle publizierten MLP-Aitiger polyklonale Se-
ren sind, die durch Immunisierung mit der gleichen carbenyinalen MLP-Region gewonnen
wurden (Arberet al,, 1994; Schneideet al., 1999; Flick und Konieczny, 2000), ist davon aus-
zugehen, dass sie vergleichbare Kreuzrealtigit aufweisen.

Unter diesem Aspekt sind auch die biochemischen Bindungsaait dem Kernprotein MyoD
kritisch zu bewerten (Kongt al., 1997), da bereits von Arber und Caroni (1996) gezeigt wur-
de, dass die LIM-Doranen des MLHAN vitro wenig spezifische Bindungsmodule darstellen.
Gelegentlich beobachtete Kernlokalisationen von MLPt&tn@n in Transfektionsexperimen-
ten sind ebenfalls wenig aussagifkig, da rekombinante GFP-Fusionsproteirgfig diese

unspezifische Lokalisation aufweisen.

Der neu generierte MLP-Antdeper wurde verwendet, um die Expression des Proteins inMyo
kardproben verschiedener Patienten-Kollektive zu aredgs (Abb. 3.42). In der Mehrheit
der Myokardproben von DCM-Patienten war die MLP-ExpressioVergleich zum Kontroll-
kollektiv signifikant reduziert, mit Ausnahme einer Probiesen alle DCM-Proben reduzierte
MLP-Gehalte auf. Im Gegensatz dazu wurden in den HCM-Probemld erfohte als auch
verringerte MLP-Gehalte gemessen, im Mittel war die MLRsEession im Vergleich zur Kon-

trollgruppe nicht signifikant vémndert.
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Die drastische Reduzierung des MLP-Gehaltes in DCM-Herzaodeiziert filhere Daten von
Zolk et al. (2000), wobei ebenfalls deutliche Schwankungen innerdatbKollektive vorla-
gen. Die Tatsache, dass die hypertrophe Kardiomyopathieg generell zur Reduzierung des
MLP-Gehaltes auf Protein-Ebenghirt, deutet darauf hin, dass sich die untersuchten HCM-
Myokardproben prinzipiell von den analysierten DCM-Myataroben unterscheiden. Das un-
tersuchte DCM-Material stammte aus explantierten Herzengystolischer Dysfunktion), es
handelt sich alsper definitionemum terminal-insuffizientes Myokard (NYHA-Klasse Il und
IV). Hingegen stammten die untersuchten HCM-Proben aus Myeien, d. h. aus Geweben,
die in den Patienten weiterhin — wenn auch mit eingesakter diastolischer Leistung — funk-
tionsiichtig sind (NYHA-Klasse Il und IllI; Spiritet al, 1997; Seidman und Seidman, 2001).
Zahlreiche Publikationen, in denen Mutationen von Praeinn den Strukturen der
Kraftibertragung als Ausker dilatativer Kardiomyopathien identifiziert wurderldgen, dass
die Integriat dieser Strukturen Voraussetzuiig &€in gesundes Myokard ist (zusammengefasst
in Seidman und Seidman, 2001; Perriatdal, 2003). In den hier untersuchten DCM-Proben
war auch der Gehalt an Ponsin, eines weiteren Proteinsrdigekturen, signifikant verrin-
gert (Abb. 3.11). Folglich &nnten Veanderungen in den Strukturen der Kiddfertragung, d. h.

in den Costameren und den Glanzstreifen, das Erreichen mem&t-insuffizienten Stadiums
markieren. l|r die Glanzstreifen von DCM-Herzen wurden morphologisclegiderungen
beschrieben, die minderungen in der (quantitativen) Proteinzusammensgteimhergehen
(Ehleret al,, 2001). Ebenso scheint der Abbau des Proteins DystropldannCostameren mit
der terminalen Herzinsuffizienz zu korrelieren (Toyo-@kal., 2004).

In diesem Zusammenhang erscheint @gylich, dass der MLP-Gehalt nicht von der Art der
Erkrankung, sondern vom Status der Herzinsuffizienz baestimvird. Eine experimentelle
Uberpiifung dieser Hypothese war im Rahmen dieser Arbeit nicbglioh, da nur kleine
Patienten-Kollektive zur Veigung standen uridber die einzelnen Patienten nur unzureichende
Daten beiglich kardialer Leistungghigkeit, Vorgeschichte, Krankheitsverlauf, genetische
Hintergrund, Medikation etc. z@gglich waren. Insbesondere die \tegbarkeit von gesundem
Myokard (Kontrollgruppe) ist naturgeai® limitiert. Weiterhin beidrfen die Probennahme und
Konservierung einer Kollektiitbergreifenden Standardisierung.

Im Gegensatz zymakroskopischen* Markern der systolischen Herzfunktieige z. B. der
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Ejektionsfraktion oder des enddiastolische Durchmes#esdinken Ventrikels (Cheitliet al,,
2003), stellt die Integrét des Dystrophins einen molekularen Marker der terminblerzin-
suffizienz dar. Diese Aussageitt sich auf Untersuchungen, die belegen, dass Dystraphin
terminal-insuffizienten Myokard einem vermehrten Abbau/Aaminoterminus unterliegt und
in Immunfluoreszenz-Analysen terminal-insuffizienter dilamyozyten nicht mehr nachweis-
bar ist (Toyo-Okeet al,, 2004). Erste klinische Befunde haben gezeigt, dass dekdang von
Spaltprodukten des Dystrophins ein geeigneter Markeumtden Therapieerfolg durch eine
mechanische Untekstung des Herzens zu verfolgen (Wallateal., 2004; Vatteet al., 2004).
Sollte sich tir MLP eineahnliche Markerprotein-Funktion basigen lassen, ist ein Einsatz des
hier beschriebenen Aniikpers als diagnostisches Werkzeug bei der Beurteilung atesnen-
status vorstellbar. Auch wenn beide Methoden durch dieligrdrkeit geeigneten Probenmate-
rials limitiert sind, fatte die Quantifizierung des MLP im Vergleich zum Dystropdem \Vorteil,
dass die Aussagen nicht von Proteolyse-Produktearad waren, die durch unsachgéfe
Probenbehandlung véscht werden é&nnen.

Wahrend Untersuchungen im Tiermodell und am Menschen deugjemacht haben, dass
die Funktionen des MLPUF die Integriit des gesunden Myokards notwendig sind (Arber
et al, 1997; Kroll et al, 2002; Geieret al, 2003), ist die Bedeutung von MLRif die
Skelettmuskulatur noch weitgehend unerforscht. Da MLPimleingsamen Muskelfasertypen
exprimiert wird (Schneideet al, 1999), ist eine strukturelle Funktion in den Myotuben
auszuschliel3en. Vielmehr kann man annehmen, dass dasmRegelatorische Funktionen in
Teilen der Skelettmuskulatur hat. In der Beschreibung dePMhock outMause finden sich
Hinweise auf einen Skelettmuskeldatotyp, der jedoch nichtamer analysiert wurde (Arber
etal, 1997).

Mit Hilfe des MLP-Antikorpers 79D2 wurde die Expression des Proteins in Skelekiahu®-
ben derky-Maus, einem Tiermodelliir Kyphoskoliose, untersucht (Abb. 3.43). Die @&ihnle
Expression des MLP war nicht auf den dystrophischersoleusbeschankt, sondern wurde
auch im planotypisch unauéiligen M. tibialis anterior nachgeweisen. Damit konnten nicht
nur publizierte mRNA-Expressionsdaten lagjt werden (Blancet al,, 2004), dailber hinaus
zeichnet sich eine Beteiligung von MLP an molekularen Umoiggtionsprozessen infolge der

Erkrankung ab.
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Analysen von Marechatt al. (1996) ergaben, dass alle Muskeln dgfrMause langsamere
Myosin-Isoformen im Vergleich zu Wildtyp-Blusen exprimieren. Auch in Muskeln von
Ratten, in denen eitUbergang von schnellen zu langsamen Fasertypen durch mische
Dauerbelastung erzwungen wurde, wurdenobte MLP-Expressionslevel detektiert (Will-
mannet al, 2001).

In den beiden aufgéhrten Rllen korrelieren erbhte MLP-Gehalte im Gewebe mit langsa-
meren Myosin-Isoformen. Es ist vorstellbar, dass MLP auctSkelettmuskel als Teil eines
Mechanosensors fungiert, der &aderte Situationen detektiert, z. B. MutationerkigProtein
(Blanco et al., 2001) oder chronische mechanische Beanspruchung, und Eimdau des
Fasertyps einleitet, in dessen Folge sich langsamere khssformen durchsetzen. Es ist
noch nicht klar, ob die eidhte Expression des MLP als Startsignal diesen Umbauprozess
dient oder eine Folge des aktivierten Programms ist.

Zusammenfassend zeichnet sich ab, dass MLP auch im Ske$kthreine wichtige Rolle bei
der Detektion und Weiterleitung von Signalen in den Strustuder Kraftibertragung haben

konnte, vielleicht sogar als Teil eines Mechanosensorséung

4.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen neue, interessantggeRrauf, die dazu beitragehnten,
das Versindistber die Strukturen der Krafbertragung in der quergestreiften Muskulatur zu
erweitern:

Es wurde gezeigt, dass die Proteine FAK und Paxillin im \tdrtier Differenzierung aus den
Zell-Matrix-Kontakten der Skelettmuskelzellen verschaden. Es bleibt zu analysieren, wel-
che Signale diesen Umbauvorgang einleiten und wie die Uprbaasse zeitlich undaumlich
koordiniert werden. Auch die Frage, ob Calpain am Abbau deteitre beteiligt ist, bedarf
experimenteller Kdrung.

Fur die Untersuchung von Umbauprozessen der Zell-Matrirtikte in spten Stadien der
Differenzierung stellen kultivierte HSkM-Zellen ein nunzureichendes Modellsystem dar. Es

wird ein Zellsystem beitigt, dasn vitro so weit differenziert, dass reife Costamere ausgebildet
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werden. Die Kultivierung der Zellen auf elastischen Swdistn (beschrieben z. B. in Bischofs
und Schwarz, 2003) kann einen Beitrag dazu leisten, da spdmgane Abbsung der Myotuben
vom Substrat verhindert werdebiknte. Auch die Eignung anderer Zell-Modelle, beispieiswe
se einer immortalisierten Myoblasten-Zelllinie, solletgstet werden.

Mittlerweile stehen verschiedene Varianten des GFP-Protur Verfigung, die es erlauben,
die Dynamik von bis zu vier verschiedenen Proteinen in ddiMatrix-Kontakten lebender
Zellen gleichzeitig zu beobachten (Zaidel-Bdral., 2003). Ein transfizierbares Skelettmuskel-
system ist Voraussetzung, um didge cell imaging Technik anzuwenden. Bei der Auswahl
geeigneter Zellen ist es lohnenswert, auch digghthkeiten viraler Transfektionssysteme zu

uberpiifen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die Proteirii®, Ponsin und Nck2 einen
transienten Signalkomlex in differenzierenden Skeletteizellen bilden. Die Bindung von
Nck2 an Ponsin wird dabei dglicherweise durch die Aktivitt von MAPK reguliert. Die lden-
tifizierung von Proteinkinasen, die an diesen Phosphaoigsvorgngenn vivo beteiligt sind,
konnen zum Versgindnis der Signalwege beitragen. Um die Konsequenzen dehtiebenen
Signaltransduktionsprozesséar fdie Differenzierung von Skelettmuskelzellen zu versteh
sollten gezielte Blockierungen bzw. Aktivierungen eineel8ignalwege durchgéiirt werden.
Dabei konnen neben chemischen Substangerall interferingRNAs zum Einsatz kommen,
welche die Expression individueller Signalmalédk gezielt hemmen (Elbashat al., 2001).
Auch die Verwendung konstitutiv-aktiver bzw. dominanggagver MAPK ist denkbar, um aus-
gewahlte Signalwege gezielt zu aktivieren bzw. zu hemmendawh streangelegene Substra-
te zu identifizieren.

Ein Themenkomplex, der im Rahmen dieser Arbeit nur ansasaMeearbeitet werden konn-
te, ist die Frage, welche Funktionen Ponsin im Myokard wami. Zurachst ist zu analy-
sieren, welche Isoformen im Herzen exprimiert werden. D&lbanen neben Northernblot-
Experimenten Isoform-spezifische Ariifper Aussagen zur Expression und Lokalisation lie-
fern. Interessant ist auch die Frage, welche Bedeutung d#sifPfur die dilatative bzw. hyper-

trophe Kardiomyopathie hat.
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Im Fall des MLP ist besonders die Frage interessant, ob imkisigbvon MLP C58G Patienten
der Abbau von MLP-Proteinen nachweisbar ist und die Bindpagaera-Actinin und N-RAP
veranderte Expressionsmuster aufweisen. Da die(itrdrkeit von Patientenmaterial limitiert
ist, kann ein Tiermodellknock in) fur diese Untersuchungen in Eiigung gezogen werden.
Falls es gelingt, den hier beschriebenen MLP-Adger ir Inmunfluoreszenz-Anwendungen
zu optimieren, kann mit einer genauen Analyse der subzedinlLokalisation des Proteins in
gesunden und erkrankten Muskelgeweben begonnen werden.

Eine noch ungeldrte Fragestellung in der Kardiologie ist, warum sich beiggn Patien-
ten durch mechanische Herzuntétzting (z. B. durcHeft ventricular assist device$VAD)
eine deutliche, lang anhaltende Verbesserung der kandisestungsihigkeit erzielendsst,
wahrend andere Patienten auf diese Therapie nicht ansprébtacini et al., 1998). Zum
heutigen Zeitpunkt sind keine Parameter bekannt, die dogritise eines Therapieerfolges
durch LVAD-Unterstitzung erlauben. Es ist denkbar, dass die Intégeihes MLP-assoziierten
Mechanosensor Voraussetzuiig dlie Erholung des Myokards unter LVAD-Untdistung sein
konnte. Um diese Hypothese zu testen, sollte beispielsvidisepiift werden, ob die MLP-
Expression vor LVAD-Einbau bzw. zum Zeitpunkt des LVAD-Auagis mit der Erholung der
Patienten-Herzen korreliert.

Weiterhin deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf laesdLP auch an Erkrankungen des
Skelettmuskels beteiligt seirdbknte. Damit stellt das Protein ein Kandidaten-Ganfémiliare
Myopathien ungeldrter genetischer Ursache dar.

Um die Funktion von MLP in der Skelettmuskulatur eingehernzie beleuchten, sollte der
postulierte Zusammenhang zwischen MLP-Expression undrgamisation hin zu langsame-
ren Fasertypen untersucht werden. Beispielsweise stltse Frage, ob MLRnock oufTiere

in der Lage sind, Fasertypen an mechanische Dauerbelaatumgassen. Auch die Analyse
anderer Tiermodelldir Skelettmuskel-Erkrankungen (zusammengefasst z. B. bukiget al.,

2004) kann Aufschlus8ber die Funktionen von MLP in der Skelettmuskulatur geben.



Kapitel 5
Zusammenfassung

In der quergestreiften Muskulatur wird die Kontraktioregkider Myofibrillen von spezialisier-
ten Zell-Matrix-Kontakten (z. B. den Costameren) und Zellkk®ntakten (den Glanzstreifen
der Kardiomyozyten) auf die umgebende extrazahelMatrix bzw. auf benachbarte Zellen
ubertragen. Genetische Erkrankungen der Skelett- undniiesizulatur sowie Untersuchungen
an Tiermodellen deuten darauf hin, dass diese Struktureim @ue der Detektion und Weiter-
leitung von Signalen sind.

Ziel dieser Arbeit war es, Signalwege in den Strukturen daftbertragung zu identifizieren.
Dazu wurden zwei Arétze gevahlt: Zum einen sollte die Entwicklung der Costameihvend
der Differenzierung von Skelettmuskelzellen und darinolmerte Signalwege beschrieben
werden. Zum anderen sollten Anpassungsaogg der Strukturen der Kraftertragung an
veranderte Situationen, z. B. bei Erkrankungen, in der adultenggstreiften Muskulatur un-

tersucht werden.

Ausgehend von der Hypothese, dass die Costamere in ihrezipelten Proteinzusam-
mensetzung den Fokalkontakten von Nichtmuskelzefleneln, wurden Immunfluoreszenz-
Analysen kultivierter Skelettmuskelzellen verschiedddiéerenzierungsstadien durchggirt.
Damit konnte die morphologische Variakditder Zell-Matrix-Kontakte erfasst werden: Ne-
ben Strukturen, die den Fokalkontakten von Nichtmuskigaetntsprachen, wurden kleine,
unregelnal3ig geformte Zell-Matrix-Kontakte ungtimary longitudinal adhesion sitg®LAS)
beobachtet. Auch wurde deutlich, dass die Costamere er&insétzen der Kontraktibit aus

PLAS-artigen Strukturen hervorgehen.
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Wahrend der Differenzierung waren auch dramatischéndgrungen in der Proteinzusam-
mensetzung zu beobachten: Die Ausstattung der Zell-M#&iixtakte proliferierender Myo-
blasten entsprach weitgehend der von NichtmuskelzellechNnduktion des myogenen Pro-
gramms wurde sie durch die Expression muskelspezifiscloé&ziRe bzw. Isoformen (z. B. Pon-
sin und R1D-Integrin) eédnzt. Bereits kurz nach Beginn der Differenzierung warenstme
Fokalkontakt-Marker, insbesondere dacal adhesion kinas€~AK) und an Tyrosin-Resten
phosphorylierte Proteine, nicht mehr nachweisbar.

Damit deutet sich an, dass Tyrosin-Kinasenaigige Signalwege, welche die Dynamik der
Fokalkontakte in Nichtmuskelzellen bestimmen, nurffiihe Differenzierungsstadien der Mus-
kelzellen von Bedeutung sind. Audipid raft vermittelte Signalwege scheinen nur eine unter-

geordnete Rolle bei der Entwicklung der Costamere zu spielen.

Um andere, noch unbekannte Signalwegehrend der Differenzierung zu entdecken, sollten
involvierte Signalmolkle identifiziert werden. Ddifr erschien es sinnvoll, nach muskelspezi-
fischen Liganden eines klassischen Fokalkontaktprotées,Paxillins, zu suchen. Mit Hilfe
der Hefe-Doppel-Hybrid-Technik wurde Ponsin als Intei@akpartner identifiziert. Durch bio-
chemische Bindungsversuche wurde die Paxillin-Bindungsneigh Ponsin auf die zweite der
drei Src-Homologie-3-Doinen (SH3) eingegrenzt. Expressionsstudien belegtes dia$n-
teraktion der beiden Proteine in den \&uferstrukturen der Costamere ein transientes Ereignis
wahrend der Differenzierung von Skelettmuskelzellen é#tst

Im Skelettmuskel scheinen bisher noch nicht beschrieb@ha(Slsoformen des Ponsins zu
dominieren, die sich durch eine 278 Amidosen lange Insertion im carboxyterminalen Teil
auszeichnen. Transfektionsstudien in Nichtmuskel- undidlsystemen konnten zeigen, dass
nicht diese Insertion, sondern das Zusammenspiel der i&iC®Hmanen tir die subzellidren
Lokalisationen in Costameren und Glanzstreifen verantiebrist, so dass zu vermuten ist,
dass die Insertion regulatorische Funktionen besitzt.immaterminalen Bereich der Insertion
wurden multiple Phosphorylierungsereignisse an SP- untdtven durchmitogen activated
protein kinasegMAPK) nachgewiesen und Serin69 der Insertion massenspektrisch als
die bevorzugte Phosphorylierungsstelle identifizieredai Proteinkinaseaktigit konnte in dif-
ferenzierenden Skelettmuskelzellen ebenfalls nachgewie/erden.

Der gleiche Abschnitt der Insertion e@lh ein Protein-Bindungsmodul, das die Bindung an

das Adapterprotein Nck2 vermittelt. In biochemischen Bimghversuchen zeigte Nck2 deut-
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lich verringerte Bindung an Ponsin-Fragmente, die zuvoli#iPK inkubiert wurden.
Zusammenfassend wird daher vorgeschlagen, dass dierfer&&xillin, Ponsin und Nck2 einen
transienten Signalkomplex in den Vadferstrukturen der Costamere bilden, dessen Altivit
von MAPK kontrolliert wird. Dieser Komplex &nnte an den beobachteten Umstrukturierungs-
prozessen der Zell-Matrix-Kontakte und des assoziierignskelettes @hrend der Differen-

zierung von Skelettmuskelzellen beteiligt sein.

Der zweite Teil der Arbeit beséftigte sich mit der Rolle dasiuscle LIM proteir{MLP) im ge-
sunden und erkrankten adulten Gewelig. dieses muskelspezifische Protein wurde u. a. eine
costamerische Lokalisation beschrieben (Flick und Kamgc2000) und vorgeschlagen, dass
es als Komponente eines Mechanosensor den Dehnungszdstatdrdiomyozyten detektiert
(Knoll et al,, 2002). Vor kurzem wurde gezeigt, dass heterozygote Murtati im MLP Herz-
muskelerkrankungen, d. h. dilatative bzw. hypertrophedikemyopathien (DCM bzw. HCM),
ausbsen lonnen (Krdll et al, 2002; Geieret al., 2003). Ziel dieser Arbeit war es, molekulare
Unterschiede zwischen den HCM-assoziierten mutiertereren und dem Wildtyp-MLP auf-
zuzeigen.

Alle mutierten MLP-Proteine wurden in sarkomere Strukiuegngebaut und veifjtentber
die Fahigkeit, den Liganden-Actinin zu binden. Bei der detaillierten biochemischen Amsea
des MLP C58G Proteins wurde jedoch deutlich, dass die Mutatgostirkt zu Fehlfaltungen
und damit zu einer verringerten Staldlitdes betroffenen Abschnitte$hirt. Dies wurde auch
durch das veéinderte Bindungsverhalten des mutierten Proteins zu demtej-Actinin und
N-RAP reflektiert. Die molekulare Grundlag@érfdie HCM-Erkrankung scheint folglich eine
Veranderung der Hoiiostase im te@ren Komplex MLP -a-Actinin — N-RAP zu sein.

Mit Hilfe eines neu entwickelten monoklonalen MLP-Anriilpers liel3 sich die Expression
des Proteins in solchen DCM- und HCM-Patienten analysieremrgndErkrankung nicht durch
eine Mutation im MLP ausgébkt wurde. Die Tatsache, dass der MLP-Gehalt in den HCM-
Patientenkollektiven nicht generell erniedrigt ist, dgwdarauf hin, dass die verminderte Ex-
pression des Proteins in DCM-Patienten nicht mit der Erknagkan sich, sondern mit dem
Voranschreiten der Herzinsuffizienz korrelierémkite.

Es gibt Hinweise darauf, dass die Funktionen des MLP aucltdie Integriit der Skelett-
muskulatur notwendig sind. Beispielsweise wurde ein@neerte Expression des Proteins in

Skelettmuskel-Proben dky-Maus, eines Tiermodellesif Kyphoskoliose, beobachtet.
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Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit verdeutlichen, ddigs Zell-Matrix- und Zell-
Zell-Kontakte der quergestreiften Muskelzellen nicht nals statische Strukturen der
Kraftibertragung zu verstehen sind, sie stelleriidar hinaus Orte der Detektion und Wei-
terleitung von Signalen dar. Die exemplarische Untersogluer Proteine Ponsin und MLP be-
legt, dass in diesen Strukturen verschiedenste Signalk@gesrgieren, deren Zusammenspiel
fur die Funktionen der Herz- und Skelettmuskulatur Voraizssey ist. Sbrungen in einzelnen
Komponenten, z. B. durch Gen-Mutationen, provozieren eirekimn des gesamten Signal-

netzes, woraus u. a. Erkrankungen — bespielsweise Kardipatlyien — resultierendkinen.
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Abbildung B.1: Schematische Darstellung verwendeter EA&éxillin- und Ponsin-Konstrukte. In der FAK sind
die Lage der Kinase-Doame (Kinase, graue Box), der Prolin-reichen Regionen (RFRRwarze Boxen) und der
focal adhesion targeting sequen(®AT, weille Box) gekennzeichnet. Im Paxillin sind die LD-tite (LD1-5,
weil3e Boxen), die Prolin-reiche Region (PRR, schwarze Buox die LIM-Doranen (LIM1-4, graue Boxen)
dargestellt. Im Ponsin sind die Lage der Sorbin-Homoldgjgrion (SoHo, weil3e Boxen), der drei SH3-Diomen

(schwarze Boxen) und der Insertion (Wellenlinie) angegebe
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Tabelle B.1: Prinare Antildrper

Name Epitop Typ Anwendungsgebiete  Herkunft
653 a-Actinin (SkM)  Kaninchen WB, IP, IF Van der Vet al. (2000)
79D2 MLP Maus 1gG2a WB, IP diese Arbeit
31D Integrin (31D UE) Maus IgG2a IF Van der Flegral. (1997)
B4 Myomesin Maus IgG1 wB Grovet al. (1984)
BM75.2 a-Actinin Maus IgM IF Sigma (#A5044)
C5H GAPDH Maus IgG1 WB Ambion (#4300)
Cavl #2297 Caveolin1 Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610406)
Cav2 #65 Caveolin 2 Maus 1gG1 IF BD Biosciences (#610684)
Cav3 #26 Caveolin 3 Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610420)
C-HC #23 Clathrin HC Maus lgG1 IF BD Biosciences (#610499)
EA53 a-Actinin (SkM)  Maus IgG1 WB, IP, IF Sigma (#A7811)
FAK#77 FAK Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610087)
Flotl #18 Flotillin 1 Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610820)
Flot2 #18 Flotillin 2 Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610383)
GST GST-Tag Kaninchen WB Sigma (#G7781)
m3 Titin (M-Bande) Kaninchen IF Obermamn al. (1996)
Pxn#349 Paxillin Maus lgG1 IF BD Biosciences (#610051)
Ponsin Aminoterminus Kaninchen WB, IF Upstate (#06-994)
Ponsin Carboxyterminus ~ Maus (polyklonal) WB, IF diese Arbei
PY20 Phospho-Tyrosin ~ Maus IgG2b IF BD Biosciences (#619000
Rab4 #7 Rab4 Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610888)
T7 T7-Tag Maus IgG2b WB, IP, IF Novagen (#69522)
T12 Titin (Z-Scheibe)  Maus IgG1 IF FFstet al. (1988)
Tensin #5 Tensin Maus IgG2b IF BD Biosciences (#610064)
Vinll.5 Vinculin Maus IgG1 IF Sigma (#Vv4505)
YL1/2 EEF-Tag Ratte mAB wWB Wehlaret al. (1983)
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Tabelle B.2: Sekurire Antikbrper

Name Donor gegen Konjuga Herkunft
GAM-PO Ziege  Maus HRPO Dianova (#115-035-068)
GAM-PO Ziege  Maus IgG (schwere Kette) HRPO Dianova (#115-084)
GArat-PO Ziege Ratte HRPO Dianova (#112-035-143)
GAR-PO Ziege  Kaninchen Ig HRPO Dianova (#111-035-045)
GAM-G-488 Ziege  Maus IgG Alexa Fluor 488 Molecular ProbeAX#001)
GAM-G-Cy3 Ziege  Maus IgG Cy3 Dianova (#115-166-072)
GAM-G1-488 Ziege MauslgGl Alexa Fluor 488 Molecular Progs21121)
GAM-G1-TXR Ziege Maus IlgG1l TXR Dianova (#115-166-072)
GAM-G2a-594 Ziege Maus IgG2a Alexa Fluor 594 Molecular R®B#A21135)
GAM-G2b-594 Ziege  Maus IlgG2b Alexa Fluor 594  Molecular Rrslf#A21145)
GAM-M-TXR  Ziege  Maus IgM TXR Dianova (#115-075-075)
GAR-Cy2 Ziege  Kaninchen Cy2 Dianova (#111-225-045)
GAR-Cy3 Ziege  Kaninchen Cy3 Dianova (#111-165-045)
GAR-TXR Ziege  Kaninchen TXR Dianova (#111-075-045)

Tabelle B.3: Filteratze des verwendeten Photomikroskops

Set Anregung Emission

LP angeregte Farbstoff-Konjugte

01
09
15

uv
blau
grin

,blau* 365/12
»gran’ 450-490 510
»rot* 546/12

397 CPITC-Phalloidin
515 Cy2, FITC, GFP, Alexa-Fluor 488
590 Cy3, TXR, Alexa-Fluor 594
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Tabelle B.4: Identifizierte Hefe-Doppel-Hybrid-Klone. gegegen sind die Klon-Nummer, di¢ihge des Inserts,
der Name des kodierten Proteins und der Datenbankeirdcagg¢sion numbgr

Klon L ange /kb Name Datenbankeintrag
107 4,0 Ponsin AF 136381
125 4,0 Ponsin AF 136381

35 2,2 Vinexin beta NM 005775
146 15 genomische Sequenz AC 005588
140 0,6 mitochondriale Sequenz AF 382013
206 2,0 SECIS binding protein NM 024077
158 1,7 SMARCD1 XM 03550

9 15 STIP1 homology XM 083939

79 1,4 STIP1 homology
102 1,5 STIP1 homology
162 15 STIP1 homology
164 1,5 STIP1 homology
165 2,0 STIP1 homology
266 1.4 STIP1 homology
217 1,7 Tropomyosin XM 036829

1 1,2 zinc finger protein 145 NM 006006

38 2,0 zinc finger protein 145

78 1,0 zinc finger protein 145

92 1,6 zinc finger protein 145
115 1,1 zinc finger protein 145
149 2,0 zinc finger protein 145

171 2,0 zinc finger protein 145
200 3,0 zinc finger protein 145
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Tabelle B.5: Expression von-Actinin, MLP und Ponsin in MyokardprobeniiFdie einzelnen Myokardproben
sind Angaben zu Alter und Geschlecht der Spender aufgelsigitzlich sind der Ort der Probennahme und die
normierten densitometrischen Werte der dazigglen Banden relativ za-Actinin angegeben. * statistischer
Ausrei3er. Probenherkunft: NF1-NF7 und HCM1-7: Herz- uridbBteszentrum Nordrhein-Westfalen (Bad
Oeynhausen); HOCM1-10: Humboldt-UniveésiBerlin; 228-1875: Deutsches Herzzentrum Berlin.

Bahn Kollektiv Bezeichnung Alter Geschlecht Probe MLP Pongi

Blot 1 1 Ktr(1) NF1 18 w Septum 72,3 25,4

2 Ktr(1) NF2 61 m Septum 118,5 92,2

3 Ktr(1) NF5 43 m Septum 69,5 112,2

4 Ktr(1) NF7 5 w Septum 128,6 210,5

5 Ktr(1) 604 25 m Septum 101,8 88,9

6 Ktr(1) 1106 57 w Septum 109,3 70,9

7 DCM 228 52 m LVVW 87,0 14,4

8 DCM 1222 46 m Lvvw 39,8 60,1

9 DCM 1155 33 m Lvvw 158,5* 49,5

10 DCM 1304 56 m Septum 26,6 14,8

11 DCM 1706 49 m Lvvw 47,6 14,7

12 DCM 1875 65 w LVHW 52,4 18,6
Blot 2 1 Ktr(2) NF1 18 w Septum 45,1

2 Ktr(2) NF2 61 m Septum 120,4

3 Ktr(2) NF3 40 w Septum 141,6

4 Ktr(2) NF5 43 m Septum 51,3

5 Ktr(2) NF7 5 w Septum 141,6

6 HCM(1) HCM1 72 w Septum 127,8

7 HCM(1) HCM2 42 m Septum 118,1

8 HCM(1) HCM3 59 m Septum 135,4

9 HCM(2) HCM4 53 m Septum 133,5

10 HCM(1) HCM5 36 m Septum 129,7

11 HCM(1) HCM6 66 m Septum 121,7

12 HCM(1) HCM7 73 m Septum 85,2
Blot 3 1 HCM(2) HOCM 1 43 m Septum 58,7

2 HCM(2) HOCM 2 58 m Septum 102,0

3 HCM(2) HOCM 3 69 w Septum 156,3

4 HCM(2) HOCM 4 65 w Septum 98,5

5 HCM(2) HOCM 5 24 w Septum 86,8

6 HCM(2) HOCM 6 68 w Septum 43,0

7 HCM(2) HOCM 7 85 w Septum 48,2

8 HCM(2) HOCM 8 30 m Septum 88,0

9 HCM(2) HOCM 9 71 m Septum 125,2

10 HCM(2) HOCM10 70 w Septum 98,4




Erganzende Tabellen und Abbildungen XXVII

Tabelle B.6: Datenbankeiritge fir die Skelettmuskel-spezifische Insertion des Ponsingeg@ben sind der Da-
tenbankeintrag, Typ des Eintrags, Spezies und die entsgmden Amino&uren der Insertion im Ponsin.

Datenbankeintrag Typ Spezies Amino&uren

AL 832353 EST Homo sapien$SkM) 1-278
AF 356525 MRNA Homo sapien$SkM) 1-258
AF 356526 MRNA Homo sapiengSkM) 1-258
AF 356527 MRNA Homo sapien$SkM) 259-278
AL 158165 genomisch Homo sapiens 1-278
NT 039692 genomisch Mus musculus 1-258
XP 347199 genomisch Rattus norvegicus 1-258
BU 750718 EST Canis familiaris 1-101
CF 407472 EST Canis familiaris 232-278
CF 407473 EST Canis familiaris 74-278
CD 591496 EST Danio rerio 208-278

Tabelle B.7: Datenbankeirdtge fir Proteine, die in kurzen Abschnitten Homologien zu MLPuai§en.

Name Datenbankeintrag GidRe /kD Aminosauren im MLP
Elf-1 P32519 67,5 188-194
AICAR-Formyltransferase AAA97405 64,5 170-175, 191-194

myelin gene expression factor 2 AAD43038 58,7 180-186




Anhang C

Nuklein- und Aminosaureseguenzen der

verwendeten Proteine

Verwendete Datenbankeiatye:

a-Actinin 2 NM 86406

FAK NM 153831
MLP NM 003476
Nck2 NM 003581
N-RAP NM 198060
Paxillin NM 86406

Ponsin in Vorbereitung



Nuklein- und Aminodauresequenzen der verwendeten Proteine XXX

1 M N Q I E P GV Q Y N Y V Y D E D E Y M 20 ABD
1 atgaaccagatagagcccggcgtgcagtacaactacgtgtacgacgaggatgagtacatg 60
21 I 0 E EE W DR D L L L D P A W E K Q 0 40

61 atccaggaggaggagtgggaccgcgacctgctcctggacccagectgggagaagcagcag 120

41 R K T F T A W C N S H L R KA G T Q I E 60
121 aggaagaccttcactgcctggtgtaactcccacctaaggaaagccggcacccagattgag 180

61 N I E E D F R NG L K L M L L L E V I S 80
181 aacatcgaggaagacttcaggaatggccttaagctcatgctgecttttggaagtcatctca 240

81 G E R L P K P DR G KMU R F H K I A N V 100
241 ggggaaaggctgcccaaacctgaccggggaaaaatgcggttccacaaaattgectaatgte 300

101 N K A L DY I A S K GV K L VvV s I G A E 120
301 aacaaagctttggattacatagccagcaaaggggtgaaactggtgtccatcggegetgaa 360

121 E I v D G N V KM T L GM I W T I I L R 140
361 gaaattgttgatggcaatgtgaaaatgaccctgggtatgatctggaccatcatccttcge 420

141 F A I 9 D I 8 VvV E E T s A K E G L L L W 160
421 tttgctattcaggatatttcggttgaagaaacatctgccaaagaaggtctgctgctttgg 480

161 C Q9 R XK T A P Y RNV NTI QN F HT S W 180
481 tgtcagaggaaaactgctccttatagaaatgtgaacattcagaacttccatactagctgg 540

181 K b 6L G L ¢C A L I HR HRP DL I D Y 200
541 aaagatggccttggactctgtgccctcatccaccgacaccggectgacctcattgactac 600

201 S K L N K b D P I GNTINTL A MIE I A E 220
601 tcaaagcttaacaaggatgaccccataggaaatattaacctggccatggaaatcgctgag 660

221 K H L D I P K ML DA E D I V N T P K P 240
661 aagcacctggatattcctaaaatgttggatgctgaagacatcgtgaacacccctaaaccce 720

241 D E R A I M T Y VvV s C F Y HA F A G A E 260
721 gatgaaagagccatcatgacgtacgtctcttgcttctaccacgettttgecgggegeggag 780

261 Q A E T A A N R I C K V L A V N Q E N E 280
781 caggccgagacagcggctaacaggatatgtaaggttcttgcectgtgaatcaagagaatgag 840

281 R L M E E Y E R L A S E L L E W I RIRT 300 SLR1
841 aggctgatggaagaatatgagaggctagcgagtgagcttttggaatggattcgtcgecacg 900

301 I P W L E N R T P E K T M Q A M Q K K L 320
901 atccecctggctggagaaccggactcccgagaagaccatgcaageccatgcagaagaagcetyg 960

321 E D F R D Y R R K HIK P P KV Q E K C Q 340
961 gaggacttccgggattaccgccggaagcacaagccacccaaggtgcaggagaaatgeccag 1020

341 L E I N F N T L Q T K L R I S N R P A F 360
1021 ctggagatcaacttcaacacgctgcagaccaagctgcggatcagcaaccgtcctgectte 1080

361 M P S E G KMV S DI A G AW Q R L E Q 380
1081 atgccctccgagggcaagatggtgtcggatattgectggtgectggcagaggectggagecag 1140

381 A E K G Y E E WL L N E I R R L E R L E 400
1141 gctgagaagggttacgaggagtggttgctcaatgagattcggagactggagcgettggaa 1200

401 H L A E K F R Q K A S T HUE T WA Y G K 420 SLR2
1201 cacctggctgagaagttcaggcagaaggcctcaacgcacgagacttgggcttatggcaaa 1260

421 E Q I L L Q K D Y E S A S L T E V R A L 440
1261 gagcagatcttgctgcagaaggattacgagtcggcgtcgectgacagaggtgecgggetectg 1320

441 L R K H E A F E S DL A A HQ D R V E Q 460
1321 ctgcggaagcacgaggcgttcgagagcgacctggcagegcaccaggaccgegtggagecag 1380

461 I A A I A Q E L NE L DY HDAVN VN 480
1381 atcgcagccatcgcgcaggagctcaatgaactggactatcacgacgctgtgaatgtcaat 1440

481 D R C Q K I €C D Q WD RL G T L T Q K R 500
1441 gatcggtgccagaaaatttgtgaccagtgggaccgactgggaacgcttactcagaagagg 1500

Abbildung C.1: Nukleotid- und Amin@airesequenz des humanepActinin 2. Die Actin-bindende Dof@ne
(ABD) und die Calmodulin-artige Doame (CaM) sind unterstrichen, die vi€pectrin-like repeat$SLR1—-4)
durch kursive Fettschrift gekennzeichnet.



Nuklein- und Aminodauresequenzen der verwendeten Proteine

XXXI

501 R E AL ERMYEI KL L ETTI D Q L H L E 520
1501 agagaagccctagagagaatggagaaattgctagaaaccattgatcagcttcacctggag 1560

521 F A K R A A P F NNWMME G A M E D L Q 540
1561 tttgccaagagggctgctcctttcaacaattggatggagggcgctatggaggatctgcaa 1620

541 D M F I VH S I EETI Q S L I T AHE Q 560
1621 gatatgttcattgtccacagcattgaggagatccagagtctgatcactgcgcatgagcag 1680

51 F K A T L P E A D G E R Q S I M A I Q N 580
1681 ttcaaggccacgctgcccgaggcggacggagagcggcagtccatcatggeccateccagaac 1740

581 E V E KV I Q S Y NI R I S S S N P Y S 600
1741 gaggtggagaaggtgattcagagctacaacatcagaatcagctcaagcaacccgtacage 1800

601 T v T M D E L R T K W D K V K Q L V P I 620
1801 actgtcaccatggatgagctccggaccaagtgggacaaggtgaagcaactcgtgecccate 1860

621 R D Q S L Q E E L A R Q H A N E R L R R 640
1861 cgcgatcaatccctgcaggaggagctggctecgecagcatgectaacgagegtctgaggege 1920

641 Q F A A Q A NATI G P WTI QN KMTEEI 660
1921 cagtttgctgcccaagccaatgccattgggeccctggatccagaacaagatggaggagatt 1980

661 A R S 8§ I Q I T G A L E D Q MN Q L K Q 680
1981 gcccggagctccatccagatcacaggageccctggaagaccagatgaaccagctgaagecag 2040

681 Y E H N I I N Y K NN I DK L E G D H Q 700
2041 tatgagcacaacatcatcaactataagaacaacatcgacaagctggagggagaccatcag 2100

701 L I Q E A L V F D N K H TN Y T ME H I 720
2101 ctcatccaggaggcccttgtctttgacaacaagcacacgaactacacgatggagcacatt 2160

721 R V G W E L L L T T I A R T I N E V E T 740
2161 cgtgttggatgggagctgctgctgacaaccatcgccagaaccatcaatgaggtggagact 2220

741 ¢ I L T R D A K G I T Q E Q M N E F R A 760
2221 cagatcctgacgagagatgcgaagggcatcacccaggagcagatgaatgagttcagagee 2280

761 S F N H F D R R K N G L M D H E D F R A 780
2281 tccttcaaccactttgacaggaggaagaatggcctgatggatcatgaggatttcagagee 2340

786 ¢ L I $s M G Y DL GEAZEVFAURTI MT L 800
2341 tgcctgatttccatgggttatgacctgggtgaagccgaatttgeccgecattatgaccctg 2400

g0l v D P N G Q G T VvV T F Q S F I D F M T R 820
2401 gtagatcccaacgggcaaggcaccgtcaccttccaatccttcatcgacttcatgactaga 2460

821 E T A D T D T A E Q V I A S F R I L A S 840
2461 gagacggctgacaccgacactgccgagcaggtcatcgectectteccggatectggettet 2520

841 D K P Y I L A E E L R R E L P P D Q A 0 860
2521 gataagccatacatcctggcggaggagctgecgtcgggagectgecceccggatcaggeccag 2580

861 Y C I K R M P A Y S G P G S V. P G A L D 880
2581 tactgcatcaagaggatgcccgcctactcgggcecccaggcagtgtgectggtgecactggat 2640

881 Y A A F 8§ S A L Y G E s D L * 894
2641 tacgctgcgttctcttccgcactctacggggagagecgatctgtgatgetgagettctgta 2700

2701
2801
2901
3001
3101
3201
3301
3401
3501
3601
3701
3801
3901
4001

ATCACTCATCCCATCAGAATGCAATARAAGCGGAAGTCACAGTTTGTTTCCTGGAAACTTTGACAAGCTTTATTARGTTGAGAGAGAGAGAGGGGGAAAA
ARAAAAAGCCTTTCGTAGTTCAGTAATTGCCAGCAATATAACACGGCTAARATGAAGTTTTTACAGTATATGACATAGTGCGCTTCATARATAGGTTTAT
TTCTGAGTTTTTAGCAAARATGTAATGAAATATCAGGTTGATTTCTTTGATTAAACAGAACAAATTACTTGAGTAATAGGAAATTAGGAGGATCTAGGGAC
AGAAGGAAAGTGAAAAATGTGAAAATACAAAATACCCAAGATTTAAGACCGGGGGGAAAAAACCACAAATTGGTARATAAAGGTTTGCTATTTGTARAAA
ATTTCATTTATCTCTAATATGCTTATGTGATTGGCCCTAGGGGAGTATATTTGGGATTCTAATGTTTTATTTTCATGCTTATCCAAAGATTACTATTGTA
TCTTCAAATGAACTTAATATTGTGAGATGGAACTGCCGGGGATTAAAAAGACTACCCAAAAGATTTTTGGCACTTACAATTTTTAAAATAGTTTATGTCA
TCTCTTCATTATTTAGGGCTGGATGGTCAACTCAGTCAGTGATTTTTTGATGCTTCTCTTATCCTCCAGAATAGAGACCTAAGGACACGTGGAAGTCAGT
TTAATTGCCAGAGAGAAGGATGCAATCACTAGGTGARATGAGGTTTTTAGGATTATTTATTGATTCCAGGTTCCCATGCTTTTTGTTAGAGCTTATTAGT
ACAGGTTCTCAAGAGATGACCACAT. GTGCTCTGTTTATAAATAAGCAGGTTTCTGTAGTACTGACTGGTTCATCACARGGCAAGTCAGAAACCAGT
ATCCTTCTAGCTCTCCAGTCAGGACTTCCTTATGCCTCTAGT TTTATGACCGGT TAAGGAGAAGCCAGAGTTAGAGTAGGAGAGGACTARTTCTCAGCAG
CAGTGGAGGTGAGTTCTTTCTTTTGCGGAAGCTTTACATATGTTTTGTGTAGTAGGAATAACTAGATATTTTAGCTAGTGTGCGGTGTGTGTTCACCCCT
GGGATTGGACAGTGTATCCTAACAAGTCCCATGTCTGGTTCTGTGTCTAAAGGCCTGCTCCATGACACAGGATGCTACATGCACTCCTGCTAGCACATCT
TGATCTGTTGAATGTTCATTCTTTCTTTTTGCTCATACTGCTGTAGGCTATAATTCCCCCCTGTTTTTCCATCTTGTTGACAGCTTGTAGAGAATARAGC
AGGAATTC 6708

Abbildung C.1 (Fortsetzung)

5500
5600
5700
5800
5900
6000
6100
6200
6300
6400
6500
6600
6700

SLR3

SLR4

CaM



Nuklein- und Aminodauresequenzen der verwendeten Proteine

XXXII

21
61

41
121

61
181

81
241

101
301

121
361

141
421

161
481

181
541

201
601

221
661

241
721

261
781

281
841

301
901

321
961

341
1021

361
1081

381
1141

401
1201

421
1261

441
1321

461
1381

481
1441

501
1501

521
1561

541
1621

M A A A Y L D PN L NUHT PN S s T K T
atggcagctgcttaccttgaccccaacttgaatcacacaccaaattcgagtactaagact

H L G T GGMER S P G A MER V L K V F
cacctgggtactggtatggaacgttctcctggtgcaatggagcgagtattaaaggtettt

H Y F E s N s E p T T W A S I I R H G D
cattattttgaaagcaatagtgagccaaccacctgggccagtattatcaggcatggagat

A T D V R G I I Q K I VvV D S H K V K H V
gctactgatgtcaggggcatcattcagaagatagtggacagtcacaaagtaaagcatgtg

A C Y G F RL S HUL R S E E V H W L H V
gcctgctatggattcecgectcagtcacctgecggtcagaggaggttcactggecttcacgtg

p M G Vs s V RE K Y ELAHP P E E W
gatatgggcgtctccagtgtgagggagaagtatgagcttgctcacccaccagaggagtgg

K ¥ E L R I R Y L P K G F L N Q F T E D
aaatatgaattgagaattcgttatttgccaaaaggatttctaaaccagtttactgaagat

K p T L N F F Y Q Q VX S D Y M L E I A
aagccaactttgaatttcttctatcaacaggtgaagagcgattatatgttagagataget

D Q VD (Q E I AL KL G CULETIIRI R S Y
gatcaagtggaccaggaaattgctttgaagttgggttgtctagaaatacggcgatcatac

W E M R G N A L E K K S N Y E V L E K D
tgggagatgcggggcaatgcactagaaaagaagtctaactatgaagtattagaaaaagat

vV G L K R F F P K S L L D S V K A K T L
gttggtttaaagcgattttttcctaagagtttactggattctgtcaaggccaaaacacta

R K L I Q Q T F R Q F A N L N R E E S I
agaaaactgatccaacaaacatttagacaatttgccaaccttaatagagaagaaagtatt

L K F F E I L S P V Y R F D K E C F K C
ctgaaattctttgagatcctgtetccagtctacagatttgataaggaatgettcaagtgt

AL G S s w I I 8 V E L A I G P E E G I
gctcttggttcaagctggattatttcagtggaactggcaatcggcccagaagaaggaatc

s Y L. T b K G C N P T HL A DF T Q V Q
agttacctaacggacaagggctgcaatcccacacatcttgctgacttcactcaagtgcaa

T I Q Y S N S E D K D R K G M L Q L K I
accattcagtattcaaacagtgaagacaaggacagaaaaggaatgctacaactaaaaata

A G A P E P L TV TAU®P S L T I A E N M
gcaggtgcacccgagectctgacagtgacggcaccatccctaaccattgeggagaatatg

ADL I D GY CRL VNG T s Q S F I I
gctgacctaatagatgggtactgccggctggtgaatggaacctcgcagtcatttatcatce

R P Q K E G E RA AL P S I P KL A N S E
agacctcagaaagaaggtgaacgggctttgccatcaataccaaagttggccaacagcgaa

K 9 G M R T H AV S V S E T D D Y A E I
aagcaaggcatgcggacacacgccgtctctgtgtcagaaacagatgattatgctgagatt

I b EEDT Y TMUP S T RD Y E I Q R E
atagatgaagaagatacttacaccatgccctcaaccagggattatgagattcaaagagaa

R I EL G R CI GE G Q F G D V HQ G I
agaatagaacttggacgatgtattggagaaggccaatttggagatgtacatcaaggcatt

Y M s P E NP AL AV A I KT CIKNTZCT
tatatgagtccagagaatccagctttggcggttgcaattaaaacatgtaaaaactgtact

S D S VREI KV FUL QEAULTMRUQF DH
tcggacagcgtgagagagaaatttcttcaagaageccttaacaatgegtcagtttgaccat

P HI VKL I GV I TENU®PVWTI I ME
cctcatattgtgaagctgattggagtcatcacagagaatcctgtctggataatcatggag

L ¢C T L G E L R S F L Q VR K Y S L D L
ctgtgcacacttggagagctgaggtcatttttgcaagtaaggaaatacagtttggatcta

A S L I L Y A Y Q L S T AL A Y L E S K
gcatctttgatcctgtatgcctatcagecttagtacagctcttgcatatctagagagcaaa

R F V HR DI AARUNUVL YV S S NDCV
agatttgtacacagggacattgctgctcggaatgttctggtgtectcaaatgattgtgta

Abbildung C.2: Nukleotid- und Amind@airesequenz der humanen FAK.

adhesion targeting sequen@@AT) sind durch kursive Fettschrift gekennzeichnet, degi

FRNK ist ebenfalls gekennzeichnet.
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Nuklein- und Aminodauresequenzen der verwendeten Proteine

XXX

561
1681

581
1741

601
1801

621
1861

641
1921

661
1981

681
2041

701
2101

721
2161

741
2221

761
2281

781
2341

801
2401

821
2461

841
2521

861
2581

881
2641

901
2701

921
2761

941
2821

961
2881

981
2941

1001
3001

1021
3061

1041
3121

3181
3281
3381
3481
3581
3681
3781
3881
3981
4081
4181

K L G D F GL S R Y MED S T Y Y KA S 580

aaattaggagactttggattatcccgatatatggaagatagtacttactacaaagcttce 1740

K G K L P I K WMAUPE S I NTVFIZ RIZRTF FT 600

aaaggaaaattgcctattaaatggatggctccagagtcaatcaattttcgacgttttace 1800

S A S DV WMVPFGV CMMWEILMUHGYV 620

tcagctagtgacgtatggatgtttggtgtgtgtatgtgggagatactgatgcatggtgtg 1860

K P F Q GV KNUNDV I GRTIENSGER 640

aagccttttcaaggagtgaagaacaatgatgtaatcggtcgaattgaaaatggggaaaga 1920

L P M P P N CUP P T L Y S L MT K C W A 660

ttaccaatgcctccaaattgtcctcctaccctctacagecttatgacgaaatgctgggee 1980

Y D P S RRUPURVPFTETULI K AZ QUL S TTI L 680

tatgaccccagcaggcggcccaggtttactgaacttaaagctcagectcagcacaatectg 2040

E EE KA Q Q EERMUZ RIM E S R R Q A T 700

gaggaagagaaggctcagcaagaagagcgcatgaggatggagtccagaagacaggccaca 2100

v s w b s G G S D EA AUP P K P S R P G Y 720

gtgtcctgggactccggagggtctgatgaagcaccgecccaagecccagcagaccgggttat 2160

P s P R S S E G F Y P S P Q HM V Q T N 740

cccagtccgaggtccagcgaaggattttatcccageccacagcacatggtacaaaccaat 2220

HY 9 Vs G Y P G S H G I TAMA ATG s I 760

cattaccaggtttctggctaccctggttcacatggaatcacagccatggetggcagecate 2280

Yy P G 9 A S L L D Q T D sS W N H R P Q E 780

tatccaggtcaggcatctcttttggaccaaacagattcatggaatcatagacctcaggag 2340

I A MW QP NV E D S TV L DL R G I G 800

atagcaatgtggcagcccaatgtggaggactctacagtattggacctgcgagggattggg 2400

Q v L p T H L M E E R L I R Q Q Q E M E 820

caagtgttgccaacccatctgatggaagagcgtctaatccgacagcaacaggaaatggaa 2460

E D Q R W L E K E E R F L K P D V R L S 840

gaagatcagcgctggctggaaaaagaggaaagatttctgaaacctgatgtgagactctct 2520

R G s 1 D REDGS L Q G P I G N Q H I 860

cgaggcagtattgacagggaggatggaagtcttcagggtccgattggaaaccaacatata 2580

Yy o P V G K P D PAAP P K K P P R P G 880

tatcagcctgtgggtaaaccagatcctgcagctccaccaaagaaaccgecctcecgecctgga 2640

A P G HL G S L A S L S S P A D S Y N E 900

gctcccggtcatctgggaagecttgccagectcagcageecctgetgacagetacaacgag 2700

G vV K L 9 P Q E I S P P P T A NL D R S 920

ggtgtcaagcttcagccccaggaaatcagecccectectactgeccaacctggaceggteg 2760

N D K VY ENVT GL V KAV IEMS S S 940

aatgataaggtgtacgagaatgtgacgggcctggtgaaagctgtcatcgagatgtccagt 2820

K I Q P AP PEE YV P MV KEV G L A 960

aaaatccagccagccccaccagaggagtatgtcectatggtgaaggaagtcggecttggee 2880

L R T L L A TV DE T I P L L P A S T H 980

ctgaggacattattggccactgtggatgagaccattcccctectaccageccagcacccac 2940

R E I E M A Q K L L N S D L G E L I N K 1000

cgagagattgagatggcacagaagctattgaactctgacctgggtgagctcatcaacaag 3000

M K L A Q Q Y V M T S L Q Q E Y KK Q M 1020

atgaaactggcccagcagtatgtcatgaccagcctccagcaagagtacaaaaagcaaatg 3060

L T A A HA LAV DAIKNTULULDV I D Q 1040

ctgactgctgctcacgccctggectgtggatgccaaaaacttactcgatgtcattgaccaa 3120

A R L KM L G Q T R P H * 1052

gcaagactgaaaatgcttgggcagacgagaccacacTGAGCCTCCCCTAGGAGCACGTCT 3180
TGCTACCCTCTTTTGAAGATGTTCTCTAGCCTTCCACCAGCAGCGAGGAATTAACCCTGTGTCCTCAGTCGCCAGCACTTACAGCTCCAACTTTTTTGAR
TGACCATCTGGTTGAAAAATCTTTCTCATATAAGTTTAACCACACTTTGATTTGGGTTCATTTTTTGTTTTGTTTTTTTCAATCATGATATTCAGAARAR
TCCAGGATCCAAAATGTGGCGTTTTTCTAAGAATGARAATTATATGTAAGCTTTTAAGCATCATGAAGAACAATTTATGTTCACATTAAGATACGTTCTA
AAGGGGGATGGCCAAGGGGTGACATCTTAATTCCTARACTACCTTAGCTGCATAGTGGAAGAGGAGAGCATGAAGCARAGAATTCCAGGARACCCAAGAG
GCTGAGAATTCTTTTGTCTACCATAGAATTATTATCCAGACTGGAATTTTTGTTTGTTAGAACACCCTTCAGTTGCAATATGCTAATCCCACTTTACAAA
GAATATARAAGCTATATTTTGAAGACTTGAGTTATTTCAGAAAARACTACAGCCCTTTTTGTCTT TGCCTTTTACTTTCGTGT:! TATGTGARGCA
TTGGGTCGGGARCTAGCTGTAGAACACAACTARARACTCATGTCTTTTTTCACAGAATAATGTGCCAGTTTTTTGTAGCAATGTTATTTCTCTTGGARAGC
AGAAATGCTTTGTACCAGAGCACCTCCAAACTGCATTGAGGAGAAGTTCCAGAACCATCCCCTTTTTCCATTTTTATATAATTTATAAAGARAGATTARA
GCCATGTTGACTATTTTACAGCCACTGGAGTTAACTAACCCTTCCTTGTATCTGTCTTCCC: TGAAG! CAGGAATTTGGTTTTCTTTT
GATGTCCAGTTACACCATCCATTCTGTTAATTTTGARARAATATACCCTCCCTTTAGTTTGTTG TAT \TTATTCTC TATAATGAA

CTGTACAGTTACTTTGACCTATTAAARAGGTGTTACCAGTAAR

Abbildung C.2 (Fortsetzung)

Beginn FRNK

FAT

3280
3380
3480
3580
3680
3780
3880
3980
4080
4180
4223



Nuklein- und Aminodauresequenzen der verwendeten Proteine XXXIV

1 M P N W G G G A K C GA CE K T V Y H A 20 LIM1
1 atgccaaactggggcggaggcgcaaaatgtggagcctgtgaaaagaccgtctaccatgea 60

21 E E I 9 ¢ N G R S F H K T C F H C M A C 40
61 gaagaaatccagtgcaatggaaggagtttccacaagacgtgtttccactgcatggcctge 120

41 R K A L b s T T VvV A A H E S E I Y|C|K V 60
121 aggaaggctcttgacagcacgacagtcgcggctcatgagtcggagatctactgcaaggtg 180

61 cC Y G R R Y G P K G I G Y G Q G A G C L 80
181 tgctatgggcgcagatatggccccaaagggatcgggtatggacaaggcgctggectgtcte 240

81 s T b T G E H L 6 L Q9 F O 0 S P K P A R 100
241 agcacagacacgggcgagcatctcggcctgcagttccaacagtccccaaagecggcacge 300

101 s v T T S N P S K F T A K F G E S E K C 120 LIM2
301 tcagttaccaccagcaacccttccaaattcactgcgaagtttggagagtccgagaagtge 360

121 P R C G K s vy A A E K VMG G G K P W 140
361 cctcgatgtggcaagtcagtctatgctgctgagaaggttatgggaggtggcaagecttgg 420

141 H K T ¢C ¥ R C A I C G K s L E S T N V T 160
421 cacaagacctgtttccgctgtgccatctgtgggaagagtctggagtccacaaatgtcact 480

161 b K b G E L Yy C K VvV C Y A K N F G P T G 180
481 gacaaagatggggaactttattgcaaagtttgctatgccaaaaattttggccccacgggt 540

181 I G F G G L T Q Q V E K K E * 194
541 attgggtttggaggccttacacaacaagtggaaaagaaagaaTGAAGAGGTGCGCCGTTT 600

601 ctcagattttttgcgagcctaaaacacttgccaagtaatcctgcacagatcgataccttteccccaaatagectctectttgtagtegtacattatgtgtt 700
701 tctcctcagaagtgatcaggtctttactgaatgttagaagaggectttggaagaaaattatgtaaagtttaatctataacaaatgctttattatttataa 800
801 tgcttggaatgggagaggcaataaataaatgttttagtgctatcttgtatggctctagatcttttctttgagatagaaattttcaaaaacataaagctag 900
901 ttcaaaaaacgagttgcagagcatataataaatttggatgtcaactgagaaaggagtgagaaggaagaaacaatgcgcaaaggaaagcagtctttcagaa 1000
1001 tctgtcagccaagtgtctttctagttactgctaatggagaagaaaacagggggtctgggagaaaatagagaacatgatagcaaaatctaaaaggaaaatc 1100
1101 aaaactaataaaattgctgaagagttgatccctttgtcctatcgtggggetttgtaatgttacacatctecgtgaaaactcagaaatgacaataaagegtg 1200
1201 gcatttgcctctgtattataaatg 1224

Abbildung C.3: Nukleotid- und Amin@airesequenz des humanen MLP. Die beiden LIM-Bpoen sind unterstri-
chen, die im MLP C58G mutierte Aminasre ist ebenfalls gekennzeichnet.



Nuklein- und Aminodauresequenzen der verwendeten Proteine XXXV

1 M T E E v I v I A K W D Y T A Q Q D Q E 20 SH3.1
1 atgacagaagaagttattgtgatagccaagtgggactacaccgcccagcaggaccaggag 60

21 L DI K K V N E R L W L L DD S K T W W 40
61 ctggacatcaagaaggtgaacgagcggctgtggttgctggacgactccaagacgtggtgg 120

41 R V R N A A N R T G Y V P S N Y V E R K 60
121 cgggtgaggaacgcggccaacaggacgggctatgtaccgtccaactacgtggagcggaag 180

61 N S L K K G s L v K N L K D T L G L G K 80
181 aacagcctgaagaagggctccctcgtgaagaacctgaaggacacactaggcecctcggcaag 240

81 T R R K T S A R DA S P T P S T D A E Y 100
241 acgcgcaggaagaccagcgcgcgggatgecgtceccccacgeccagcacggacgecgagtac 300

101 P A N G S G A DR I Y DL N I P A F V K 120
301 cccgccaatggcagcggcgecgaccgcatctacgacctcaacatcccggecttegtcaag 360

121 F A Y V A E R E D E L S L VvV K G S R V T 140 SH3.2
361 ttcgcctatgtggccgagcgggaggatgagttgtccctggtgaaggggtecgegegtcace 420

141 vV M E K C §$ D GW W R G S Y N G Q I G W 160
421 gtcatggagaagtgcagcgacggttggtggcggggcagctacaacgggcagatcggectgg 480

161 F P S N Y V L E E VvV D E A A A E S P S F 180
481 ttcccctceccaactacgtcttggaggaggtggacgaggecggectgecggagteccccaagette 540

181 L s L R K G A s L S N G Q G s R V L H V 200 SH3.3
541 ctgagcctgcgcaagggcgcectcecgetgagcaatggccagggctececcgegtgetgecatgtg 600

201 v o T L ¥ P F 8 § v T E E E L N F E K G 220
601 gtccagacgctgtaccccttcagectcagtcaccgaggaggagctcaacttcgagaagggg 660

221 FE T M E VvV I E K P E N D P E W W K C K N 240
661 gagaccatggaggtgattgagaagccggagaacgaccccgagtggtggaaatgcaaaaat 720

241 AR G Q VvV G L v P K N Y V V V LL S D G P 260
721 gcccggggccaggtgggectecgtccccaaaaactacgtggtggtectcagtgacgggect 780

261 A L H P A H A P Q I S Y T G P S s S G R 280
781 gccctgcaccctgcgcacgcecccacagataagctacaccgggecctecgtccagecgggege 840

281 F A G R E W Y Y G N V TR H QA Q C A L 300 SH2
841 ttcgcgggcagagagtggtactacgggaacgtgacgcggcaccaggcgcagtgecgeccte 900

301 N E R GV E G D F L I R D S E S S P S D 320
901 aacgagcggggcgtggagggcgacttcctcattagggacagecgagtcctecgeccagegac 960

321 F S v 5 L KA S G KN K HVF K V Q L V D 340
961 ttctccgtgtcccttaaagecgtcagggaagaacaaacacttcaaggtgcagetecgtggac 1020

341 N VY ¢C I G Q R R F H T M D E L V E H Y 360
1021 aatgtctactgcattgggcagcggcgcttccacaccatggacgagectggtggaacactac 1080

361 K K A P I ¥ T S E H G E K L Y L VvV R A L 380
1081 aaaaaggcgcccatcttcaccagcgagcacggggagaagctctacctegtcagggecctg 1140

381 Q
1141 cagTGACGGCGCCCCGGCCCCACACTCGCCTCCCGGGCCCCACGGTGGAGCTGCCCGCCC 1200
1201 GGCCTTGTGGCAGAGGCTCCTCCCGCGGGGACGGCCCCGACGGCTTCTCTG 1251

Abbildung C.4: Nukleotid- und Amind@airesequenz des humanen Nck2. Die drei SH3-8wmn sowie die SH2-
Domane sind unterstrichen.



Nuklein- und Aminodauresequenzen der verwendeten Proteine XXXVI

1 M NV Q P C S R C G Y G VY P A E K I 8 21 LIM
1 atgaatgtgcagccctgttctaggtgtgggtatggggtttatcctgeccgagaagatcage 60
21 c I b o I W H K A CF H CE V C K MM L 41

61 tgtatagatcagatatggcataaagcctgttttcactgtgaagtttgcaagatgatgctg 120

41 S V. NN F V S H Q K K P Y C H A HN P K 61
121 tctgttaataactttgtgagtcaccagaaaaagccgtactgtcacgcccataaccctaag 180

61 N N T F T S V Y HT P L N L N VR T F P 80
181 aacaacactttcaccagtgtctatcacactccattaaatctaaatgtgaggacatttcca 240

81 E A I S G I H D Q E D G E Q C K S V F H 100
241 gaggccatcagtgggatccatgaccaagaagatggtgaacagtgtaaatcagtttttcac 300

101 W D M K S K D K E G A P N R Q P L A N E 120
301 tgggacatgaaatccaaggataaggaaggtgcacctaacaggcagccactggcaaatgag 360

121 IR A Y W T G ¥ G E G N A W C P G A L P D 140 aal20:
361 agagcctattggactggatatggggaagggaatgcttggtgcccaggagectctgeccagac 420 Beginn

Nebulin-
141 P E I VvV R M V EA R K S L G EJE Y T E D 160 1like

421 cccgaaattgtaaggatggttgaggctcgaaagtctcttggtgaggaatatacagaagac 480 repeats

161 Yy E Q P R G K G S F P A M I T P A Y Q R 180
481 tatgagcaacccaggggcaaggggagctttccagccatgatcacacctgecttatcaaagg 540

181 A K K A N Q L A S QJ]V E Y K R G H D E R 200
541 gccaagaaagccaaccagctggccagccaagtggagtataagagagggcatgatgaacgce 600

201 I S R ¥ s T Vv v D T P E L L R S K A G A 220
601 atctccaggttctccacggtggtggatactcctgagctgectacggagcaaggctggggca 660

221 Q L 9 s DIV R Y T E D Y E Q Q R G K G s 240
661 cagcttcaaagtgatgtgagatacacagaggactatgaacaacaaagagggaaaggcagt 720

241 F P A M I T P A Y Q I A K R A N E L A S 260
721 ttccctgcgatgatcacacccgcctatcagatagccaaaagagccaatgagctggcaagt 780

261 DIV R Y H Q Q9 ¥ Q0 K EM R G M A G P A I 280
781 gatgtgaggtaccatcaacaatatcaaaaagaaatgaggggaatggctggtccagccatt 840

281 G A E G I L T R E CADOQ Y GIQ G Y P E 300
841 ggagctgagggcatcttgacaagggaatgtgcagaccaatatggccagggttacccggag 900

301 E Yy E E H R G K G S F P A M I T P A Y Q 320
901 gagtatgaggagcacaggggaaagggcagcttcccagctatgatcactccagcatatcag 960

321 N A K K A HE L A s DIJ|I K Y R Q D F N K 340
961 aacgccaagaaagctcacgaactcgctagtgacataaaatacaggcaggacttcaataag 1020

341 M K G A A HY H S L P A Q D N L V L K Q 360
1021 atgaaaggcgctgcacattatcactcgcttccagctcaagacaacttggttctcaaacag 1080

361 A Q S VvV N K L V S EJ|V E Y K K D L E S S 380
1081 gctcagagcgtaaacaaactcgtgagtgaggtggagtataagaaggatctggaaagtagt 1140

381 R G H s I N Y C E T P Q F R N V S K I S 400
1141 agaggtcacagtatcaactactgtgaaacacctcaattcaggaacgtgagcaagatctca 1200

401 K ¥ T s DIN K Y K E N Y Q N H M R G R Y 420
1201 aaatttaccagtgataataaatataaagaaaactaccagaaccacatgagaggccgctat 1260

421 E 6 v M DI RURTL HAMIEK V G S L A S 440
1261 gaaggagttggtatggacagacgcactctgcatgctatgaaagttggcagecctggcaage 1320

441 N|]V A Y K A DY K H D I V D Y N Y P A T 460
1321 aacgttgcctacaaagctgattataaacatgatattgtcgactacaactacccagccact 1380

Abbildung C.5: Nukleotid- und Amin@siresequenz des humanen N-RAP. Die LIM-Bom ist unterstrichen, der
sich anschlieBende nichtmodulare Teil in kursiver Fettiatargestellt. Der Beginn der Nebulin-artigegpeats
ist durch einen senkrechten Strich gekennzeichnet, danBelgrsuperrepeat§SR1-5) zuétzlich angegeben.



Nuklein- und Aminodauresequenzen der verwendeten Proteine

XXXVII

461
1381

481
1441

501
1501

521
1561

541
1621

561
1681

581
1741

601
1801

621
1861

641
1921

661
1981

681
2041

701
2101

721
2161

741
2221

761
2281

781
2341

801
2401

821
2461

841
2521

861
2581

881
2641

901
2701

921
2761

941
2821

961
2881

981
2941

1001
3001

1021
3061

1041
3121

1061
3181

1081
3241

1101
3301

L TP SYQTA AMEKTLVZPLEKTDIANYR
ctcacgecttectatcaaacagetatgaaactggtgcccttgaaagatgecaattatagg

0s I DKTLEKTYSSVTDTEPOQTIUV QA
cagagcatcgacaagttgaagtacageteggtgactgacaccecacagattgttcaagee

K I N A Q QUL S HIVNYRZADTYEKNK
aaaatcaatgcccagcagetgagtcatgtgaattaccgtgctgactatgagaaaaataag

L N Y TDLPQDVPOQLV KA AEKTNAK
ttgaattacacattgccccaggatgttectcagetggtgaaggecaaaaccaatgecaaa

L F S EIVK Y KEGUWETZ KTZEKGEK G
ctettcagtgaggttaagtat t

F E
tttgag

M KL DAMSTILLARAEKTEASTSTGETLA ASN
atgaagctggatgecatgtetetgetggecgecaaagectctggggagettgctageaat

IT K Y K E E Y E
attaaatat tat

K T K G KAMGTAD S
aaaagy tgggaacagcegactet

R L L HSULOQTILIA AZKMSSEIVETYXKEKG
aggcttctgeactecctgeagattgctaagatgageagtgaggttgaatataagaaagge

FEESKTRTFUHTILFPMDMYVNTIRHA
tttgaagagagtaagacceggtttcacctgeccatggatatggtaaacatcaggcatgct

K K A 0 T L A S DIL

tetegecagtgacctyy:

DY R K K L HE Y T
taca tgcatgaatacact

VL PEDMMEKTOQ®WAERKTE KT ATYSGTLOQSE
gtgctgcctgaagatatgaagactcagtgggccaagaaggectatgggetecagagegag

IL Q Y K A
ctgcagta

DL AWMEKGVGWILTE G S
ggctgacctggeatggat ttgggtggctga t

L NLEOQHATEKTE KA AGO OQTLVSEIKNYRDQ
ctcaacttggaacaagccaagaaggctggacagetggteagegagaaaaactaccggeag

R VvV DEUL XK F T SV T D S S QME H A K
agggtcgatgagetgaagttcaccagegtgaccgacageteccagatggageacgecaag

K s 0 EL QS GIVAYKAGNEZ QS VH
aagagccaggagctacagageggggtggectacaaggcaggaaatgageagtetgtecat

QY TISKDETPTLTFTLGOQ® ARTANAAN
cagtataccatcag gacgagcctctcttoctgeagg tgctgcaaat

L S EIKL Y KSSWENGO QE KT AEKTGTFEL
ctcagcgagaaactgtataagageagetgggaaaaccagaaagcaaaagggtttgagety

R L DS LTTFTILAAZ KA ATZEKTERTDTLAS E|V
cgtcttgattcecttgaccttectggeagecaaagecaagagggacctggetagegaggtyg

K Y KEDJYERS® RGEKTLTIGHATEKTDUV Q
aagt ttatgagagatc teatt tgtacag
G DS QM S HSLOQMSZ KTLOQSEILEY

ggagattcgcaaatgagccactcactgcaaatgtccaagetgcagagtgagetggagtac

K K G FEDTZE KSOQCHV S LDMV HL
aagaagggattcgaggacaccaaatcccaatgccacgtetecctggacatggtecaccte

VHAREKAQOQIHTILSATTUDIVGYKTAEH
gtgcatgeccgeaaagetcageatttagecacagacgtaggctacaagacageggaacat

HF TALGPTDMEKVETEWATZKTE KA AZYG L
cactttacggctttgeccacagacatgaaggtggaatgggecaagaaggcttatggetta

Q s DINQ YRADVEKTWMEKTGMGTWV A
cagagtgataaccaatacagggcagatgtgaagtggatgaaaggcatgggetgggtegec

T G S LNV EOQA AIKEKA AGETLTIS EIKK
accgggteattaaatgtggagea aggagaactcattag

Y R Q HPDATLEKTFETSTIE KT DTTPEMYV
taccgtcageatccagatgetttgaagtttaccagtattaaagacactecggagatggte

O AR IS Y TOQAVIDIRLYRET QG GEN
caggccagaattagttatacccaageagtggatagattatacagggaacaaggagaaaac

I K HHYTPTA ADTILTPETVTLTLATZKTILN
ataaagcatcattacacaccgactgctgacctecctgaagtectgetggecaagetgaat

A M N I S EI|IT R Y K E S W S K L R D G G
gccatgaatatcagtgagacgegttataaggaatcctggageaaacttegagatggtgge

Y KL RLDATLTPTFOQAATEKH ASGETITI
tataaactgaggttggatgcccttcecattecaageageaaaggettetggtgaaateata

S DJY K Y K E A
agtgattacaaata

F E KM K G QML G S R
tttgagaaaat gatgcttggttceegg

s LEDODTISTLAEHSVYVYATSTLOQSD
agcttggaagatgatatcagecttgeacatteagtgtatgegaccteactgeagagtgat

IV N Y K K G F EH S KAQTFHTILTPTLDM
gtgaattacaagaaaggctttgaacactcaaaggcgcagttccatctgecgttggacaty

480
1440

500
1500

520
1560

540
1620

560
1680

580
1740

600
1800

620
1860

640
1920

660
1980

680
2040

700
2100

720
2160

740
2220

760
2280

780
2340

800
2400

820
2460

840
2520

860
2580

880
2640

900
2700

920
2760

940
2820

960
2880

980
2940

1000
3000

1020
3060

1040
3120

1060
3180

1080
3240

1100
3300

1120
3360

SR1

SR2

SR3

1121
3361

1141
3421

116l
3481

1181
3541

1201
3601

1221
3661

1241
3721

1261
3781

1281
3841

1301
3901

1321
3961

1341
4021

1361
4081

1381
4141

1401
4201

1421
4261

1441
4321

1461
4381

1481
4441

1501
4501

1521
4561

1541
4621

1561
4681

1581
4741

1601
4801

1621
4861

1641
4921

1661
4981

1681
5041

1701
5101

1721
5161

A ALV HAZKTEKHAQTTILASNIQ DY KH
gccgecctggtgeatgecaagaaggctcagacectggccagcaatcaggactacaaacat

PLPOQVYTSTLAET DTLE RTLSTCATEKKA
ccactgecccagtacact tecttggeagaagacctgaggetgagetgtgecaagaaaget

H KL QSEINLYRSDTILNTFME RGV A
cacaaattgcagagtgagaatttgtaccggtcagacctgaactttatgcgaggtgttgea

cvIPGTLETLIESGRTEKTEKHASTETLTIS
tgtgtcattccaggeacgttagagattgaagggaggaagaaageateggaactcateagt

EIS K YR QHPHSF K YTAVTTDTP
gagagtaaatatcggcagcatcoccactcattcaagtacacagetgtgacagacacteee

N L L HAKTFSNGOQTITNTEIRTLYKHAA
aacctccttcatgegaaatteagcaaccagataacgaatgagegectctataaageaget

G EDARUHHEJYTMTTLGTILPETFTIRA
ggagaggatgcaagacacgagtatacaatgacectgggtctgeccgagtteatecgagea

K T N AANTULSDIARY KESTWRNLR
aaaacgaatgcagccaacctgagtgacgcaagatacaaagagtectggegtaatettegt

A QG Y XKILTTIES AZTLTPTFOQA AA AZTRIASG
gctcaaggetacaagetgacaatagaagegetececttecaggctgecegggectetgga

D I A S DIF L Y RHDF V KEIRG KL I
gatatagccagtgattttctetacagacatgactttgt tcata
G P Qs VRDDTPRTIGOQHTCRZRMGOQTL

gggecccagagtgtaagagacgacceccggatecageactgecggegeatgggecagety

Qs EIL Q Y
cagagcgagctteagta

R R G AT S S Q A Q
cagecag g

F H L P
gttccatctgece

M DMV HLVYVHAEKTNATQOQATLTASDIHD
atggacatggtgcacctggtccatgecaagaatgeccaggetetggecagegaccacgac

Y R T Q Y H K F T AL P EDILKMATW A
tacaggacacagtatcacaagttcacagcactgeccgaggacctgaagatggectgggee

K KA HATLGOQSTEILRYZ KSDTILTIGMEK
aagaaagcccatgecctgcagagtgagttgegetacaagtcagacetgateggeatgaag

G I G W L A L R S P
ggcataggatggetggegetgagate

QO M E S
agatggagagt

A K K A G E
tggagaa

L I S EIT KYREKTEKTPDSTIEKTFETTVV
ctcatcagegagaccaagtaccgtaaaaaaccagacagtatcaagttcaccacagtggtt

DS PDJLV HAZERKNSTYMEHCNEIRMY
gactccccagacctggtteatgecaagaacagetatatgcactgeaatgagegeatgtat

RS GDAESTLEHRYTLTIZPDEHTPDF
agatctggagatgcagaatcectgeacagatacaccetgat gaccatcccgattte
TRARTILN®ATLEHTILSDIKV Y RNSWE

acccgagctcgecteaatgegetgeatctgagtgacaaagtctacagaaactectgggag

Q TR AGSYDFRTPDATLEPFEOQTAR
cagacccgggetggeagttatgactteaggecggatgecatececttecagactgeccgy

A'SRETIASTDIFRYKESATFTILTRTDTRG
gcatctagggagatcgecagegatttecggtacaaagaggetttectgegggaccgagge

L QI GYRSVDDODEPRMEKEHEETLNYV
ctgcagatcgggtaccgeagtgtegacgatgacccaaggatgaageatttectcaacgtt

G R L QS DINEYXKKTDTFAEKST ST RS QF
ggcaggctccagagtgacaatgagtacaagaaggactttgecaagagteggteccagttt

H S s T™DOQPGTLLOAEKTE RS SOOQTLAS
cacagcagcacagaccageccggectect tcaggecaagaggagecageagetggecagt

DIV HY R QPILZPQZPTCDTPEG QLGL
gatgtgcactacaggcagecectgecccageecacetgegaceeggageagetgggecte

R H A Q K A H L QS DIV K Y KSDTLN
aggcatgctcagaaggeccaccagetgeagagtgatgtcaagtataaatcagacttgaac

L TRGVGWTZPPGSYZXKVEMARR
ctgaccagaggtgttggetggacecctectggetectacaaagtggaaatggctcggegg

A A ELANARGTULGTULIOQIG A Y R G A E
gctgeggaactggecaacgeaaggggectgggtetecagggagettaccggggggeagaa

AVEAGTDEHOQSGETVNTP?DATETITL
gcagtggaggctggagatcatcagagtggggaggtgaacccagatgecactgagattety

H V K K K K A L L L *
cacgtcaaaaagaagaaggccctgctgt tgTGAGCCATGTCCACCCTGATTCCTGAGAGG

1140
3420

1160
3480

1180
3540

1200
3600

1220
3660

1240
3720

1260
3780

1280
3840

1300
3900

1320
3960

1340
4020

1360
4080

1380
4140

1400
4200

1420
4260

1440
4320

1460
4380

1480
4440

1500
4500
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Nuklein- und Aminodauresequenzen der verwendeten Proteine XXXIX

1 M s s E ¢ b G G p K A VM N G L A P G S 20
1 atgagttctgaatgtgatggtggtCccaaagctgtgatgaatggcttggcacctggcage 60
21 N G 0 D K A TAD P L RAR S I S A VK 40 Exon 3

61 aatgggcaagacaaagcaactgccgaccctttacgcgcacgctctatttctgectgttaaa 120

41 I I P V KT V K NAS G L V L P T D M D 60
121 atcattcctgtgaagacagtgaaaaacgcctcaggcctagttctccctacagacatggat 180

61 p T K I ¢C T GG K G A V T L R A S S S Y R 80
181 cctacaaaaatctgcactgggaagggagcggtgactctccgggectegtcttectacagg 240

81 E T p S S S P A S P Q E T R Q H E S K P 100
241 gaaaccccaagcagtagccctgcgagccctcaggaaacccggcaacacgaaagcaaacca 300

101 G L E P E P S §S A D E W R L S S S A D A 120 Exon 5
301 ggtctggagccagagccttcecttcagcagatgagtggaggctttcecttecagtgetgatgee 360

121 N G N A Q P S S L A A K G Y R S V H P N 140
361 aatggaaatgcccagccctcttcactcgectgeccaagggctacagaagtgtgecatcccaac 420

141 L P S D K S Q D AT S S S A A Q P E VI 160 Exon 7
421 cttccttctgacaagtcccaggatgccacttcecctccagtgcagecccagecggaggtaata 480

161 v v P L YLV NTDZRG QEGTAUZRU©PUP 180
481 gttgtccctctctacctggttaatactgacagagggcaagaaggcactgccagacctcca 540

181 T P L G P L G CV P T I P ATA S A A S 200
541 acacctctggggcctcttggctgecgtccecccacaatcccagecgactgectetgecgectea 600

201 P L T F P T L D D F I P P HL Q R W P H 220
601 cctctgaccttcccgactctagatgatttcattccecctecatctgcagaggtggecccac 660

221 H S Q P A R A S G S F A P I S QT P P S 240
661 cacagccagccagcccgcgcecctctggctcecctttgeccccattageccagacgecaccatee 720

241 F s p P P P L V P P AP EDULIRUZRUV S E 260
721 ttctcaccaccacctccgctggtccctecctgececccggaggacctecgcagagtecteggag 780

261 P p L T G AV S S TD S S P L L NE V 8 280
781 cctgacctcacgggagctgtttcgagtaccgattccagtcctctactaaatgaagtttcet 840

281 s s L I G T D S Q A F P s V S K P S S A 300
841 tcttcccttattggaactgattcccaagecttteccatcagttagcaagecttcatecgee 900

301 y p s T T I VvV N P T I V L L Q H N R E Q 320
901 tatccctccacaacgattgtcaatcctactattgtgctcttgcaacacaatcgagaacag 960

321 Q K R L s s L S D P V S E R R V G E Q D 340
961 caaaaacgactcagtagcctttcagatcctgtctcagaaagaagagtgggagagcaggac 1020

341 s A P T Q E XK P T S P G K A I E K R A K 360
1021 tcagcaccaacccaggaaaaacccacctcacctggcaaggctattgaaaaaagagcaaag 1080

361 bD DS R RV V K S T Q D L S D V S M D E 380
1081 gatgacagtaggcgAgtggtgaagagcactcaggacttaagcgatgtttccatggatgaa 1140

381 v 6 I p L R N T E R S K D W Y K T M F K 400 SoHo
1141 gtgggcatcccactccggaacactgagagatcaaaagactggtacaagactatgtttaaa 1200

401 Q I H K L N R D D D S D L Y S P R Y S F 420
1201 cagatccacaaactgaacagagatgatgattcagatctgtactctcccagatactcattt 1260

421 s E D T K s p L S VvV P R S K S E M S Y I 440
1261 tctgaagacacaaaatctcccctttctgtgecctcgectcaaaaagtgagatgagctacatt 1320

Abbildung C.7: Nukleotid- und Amin@airesequenz der klonierten humanen Ponsin-Variante [Ps F

Alternativ gespleildte Exone sind benannt und in kursivetsEbrift gedruckt, die zweiteilige Sorbin-Homologie-
Region (SoHo) und die drei SH3-D@men durch Unterstreichung gekennzeichnet. Die SP-/T#+#lm der car-
boxyterminalen Insertion sind durch Boxen hervorgehotenProlin-reiche Region (PRR) ist kursiv gedruckt und
unterstrichen. Die Abweichungen von der genomischen Sexmsied durch GroRbuchstaben (Nukleotide) bzw.
Kleinbuchstaben (Amin@airen) gekennzeichnet [Nukleotide (Protein)]: T25C (S2RP43G (Q648R), A2290G
(K764E), G3329T T3330G (G1110V), A3443G (E1148G).



Nuklein- und Aminodauresequenzen der verwendeten Proteine

XL

441
1321

461
1381

481
1441

501
1501

521
1561

541
1621

561
1681

581
1741

601
1801

621
1861

641
1921

661
1981

681
2041

701
2101

721
216l

741
2221

761
2281

781
2341

801
2401

821
2461

841
2521

861
2581

881
2641

901
2701

921
2761

b G E K vv KR S ATTL P L P A R S S S
gatggtgagaaggtagtcaagaggtcggccacactacccctcccagececcgetcttectcea

L K S s S E R N D W E P P D K K V D T R
ctgaagtcaagctcagaaagaaatgactgggaacccccagataagaaagtagaTacaaga

K ¥y R A E P K S I Y E Y Q P G K S S V L
aaatatcgtgcagagcccaagagcatttaCgaatatcagecctggcaagtctteecgttctyg

T N E K M §S R D I S P E E I DL KN E P
accaacgaaaagatgagtcgggatataagcccagaagagatagatttaaagaatgaacct

W Y K F F S E L E F G K P|Pp P K K I W D
tggtataaattcttttcggaattggagtttgggaaaccgcctcccaaaaagatatgggat

Y T P G D C §$ I L P R EDZRIKI|IT N L DK
tatactcctggagactgctctatccttectagagaggatagaaagactaatctagacaaa

D L S L €C Q T E L E A D L E KME T L N
gatctcagcctctgccagacagagttagaggcagatttagaaaaaatggagacgcttaat

K A P S ANV /P QS S A I S P T P E I s
aaagcacccagtgcaaacgtgccacagagctcagccatcageccctacteccggaaatttcet

s E T P G Y I ¥ S S N F H A V K R E S D
tcagagactcctggatatatatattcttccaacttccatgcagtgaagagggaatcagac

G A P G DL T s L E N E R Q I Y K S V L
ggggctcctggggatctcactagcttggagaatgagagacaaatttataaaagtgtcttyg

E G 66 DI P L r G L S G L K R P S s S A
gaaggtggtgacatccctcttcGgggectgagtgggctcaagecgaccatccagetectget

s T K b s E S P R H F I P A D Y L E S T
tccactaaagattcagaatcgccaagacattttataccagctgattacttggaatccacg

E E F I R R R H D D K E K L L A D Q R R
gaagaatttattcgaagacgtcatgatgataaagagaaacttttagcggaccagagacga

L K R E Q E E A DI A A RRHTG V I P
cttaaacgcgagcaagaagaggctgatattgcagctcgacgccacacaggcgtcattceg

T H H Q F I T N ERVF G D L L NI DDT
acgcaccatcagtttatcactaatgagcgctttggggacctcctcaatatagacgatact

A K R K S G S EM R P A R A K F D F K A
gcaaaaaggaaatctgggtcagagatgagacctgccagagccaaatttgactttaaagcect

Q T L e E L P L Q K G D I V Y I Y K Q I

cagacactgGaggagcttcctctgcagaagggagatattgtttacatttataagcaaatt

D Q N W Y E G EHH G RV G I F P R T Y

gatcagaactggtatgaaggagaacaccacggccgggtgggaatctteccacgcacctac

I E L L. P P A E K A Q P K K L T P V Q V
atcgagcttcttectectgetgagaaggcacagecccaaaaagttgacaccagtgcaggtt

L E Y G E A I A K F N F N G DT Q V E M

ttggaatatggagaAgctattgctaagtttaactttaatggtgatacacaagtagaaatg

S F R K G E R I T L L R Q V D E N W Y E

tccttcagaaagggtgagaggatcacactgctccggcaggtagatgagaactggtacgaa

G R I P G T S R Q G I ¥ P I T Y V D V I
gggaggatcccggggacatcccgacaaggcatcttceccccatcacctacgtggatgtgatce

K R P L VX N P V D Y M D L P F S s S P
aagcgaccactggtgaaaaaccctgtggattacatggacctgcctttctecctectceccca

S RS A TASUPOQTF S S HS KTILTI[T P|A

agtcgcagtgccactgcaagcccacagttttccagtcacagcaagctcatcacgeccagee

P S S L PHSURRA ATIL[S P|EMHAYVTS

ccctecatctetgecccacteccgecgagecctgteccccgagatgecacgetgteacctet

Abbildung C.7 (Fortsetzung)
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Nuklein- und Aminodauresequenzen der verwendeten Proteine

XLI

941

961 L P P L P E A S I Y NT D HL A L

E W I S LTV GV P GRTZ RSLATL[T P|P 960
2821 gagtggatctcactgactgtgggggtcccaggcaggecgttctectggecctgaccccacce 2880

980

2881 ttgcctcctctgccagaggcttctatctataacactgaccacctcecgecttgtcaccaagg 2940

981

S L §L S L P HTIL S WS DR P[T P| 1000

2941 gccagtccctccecctgtcectctcagectceccecceccatttgagttggtcagatecgteccaccecca 3000

1001 R S Vv A

L A L P

H K T Y s L A P 1020

3001 cgatcagtagcttctccactggccctaccttccccacacaaaacctactccctagecacct 3060

1021 T S Q A S L HMNGDG GV H[T P|S S G 1040
3061 acttcccaggccteccctGeacatgaatggagacggtggtgtceccacacgecatecttcagge 3120

1041 I H Q D s F L Q L P L G S S D s VvV I s @Q 1060
3121 atccaccaagatagcttcttgcagctgccgetggggagetctgatagtgtcatctececcag 3180

1061 L S DA F S S Q S KR QP WREE S G Q 1080
3181 cttagtgatgcctttagcagccagagcaagaggcagccatggcgcgaagagagtggacaa 3240

1081 Y ER KA ER G A GEURGUP G G P K I S 1100
3241 tatgagaggaaagcagagaggggggcaggcgaaagaggccctggtggacccaagatctet 3300

1101 K K §s ¢ L K P §S D v V RCUL S TE Q R L 1120
3301 aagaagagctgcttgaagccttcagacgTGgtcaggtgecctgagtactgaacagagacte 3360

1121 S D L N

E E S R P G K P L G S A F P 1140

3361 tcagatctcaacacccctgaggagagccggcecccggcaagecectgggtagegettttcca 3420

1141 G S E A E Q T g RHRG G E Q A G RK A 1160
3421 ggaagtgaggctgagcagacagGgcggcatagaggtggcgagcaggcggggaggaaaget 3480

1161 A RR G G S QIL S HH S L RAGU&PUDTLT 1180
3481 gctcggagaggtgggagccagctttctcatcattcattgagagcaggaccagatctcaca 3540

1181 E S E K §S Y VvV Q P 0 A Q Q R R V T P D R 1200
3541 gaatctgaaaagagctatgtgcaacctcaagcccagcagcgaagagtcaccceccgacagg 3600

1201 s ¢ T s 9 DL F S Y QA L Y S Y I P QN 1220
3601 agtcaaacctcacaagatttatttagctatcaagcattatatagctatataccacagaat 3660

1221 b D E L E L R D G D I VvV D V M E K C D D 1240
3661 gatgatgagttggaactccgcgatggagatatcgttgatgtcatggaaaaatgtgacgat 3720

1241 G W F v ¢ T s R R T K Q F G T F P G N Y 1260
3721 ggatggtttgttggtacttcaagaaggacaaagcagtttggtacttttccaggcaactat 3780

1261 vV XK P L Y L * 1666
3781 gtaaaacctttgtatctaTAAGAAGACTGAAAACCATGGAGATTATTTTTATTGGAGGAG 3840

3841
3941
4041
4141
4241
4341
4441
4541
4641
4741
4841
4941
5041
5141
5241
5341
5441
5541
5641
5741
5841
5941
6041
6141
6241
6341
6441
6541
6641
6741
6841
6941
7041

GAAGCATCATTCATGAACCGATCTTTTTAGTTGAGTCAGT: TTAATACAGTGGATAAAGTAAGAAG! CAGGGAC. TGTTGTG
TTTARAACCCAAGCCTGTCTAAGGTTACTGTGTAT TAGACAGGGCCGAACTAGTGTGCTGAGCAARAAGAATTGAAGCARATTGTATTTACTTAGCCCGC
TTCTGGGAGCCACTTCAGCCTTTCCCCTCCCCTCCACTTCTTGGGTARTCTGACCTGARGCATAGTCCAGGAGCAGAGTTAGCCAGAARTGCCTCCTGCT
GCCCCAGCCTTAGAGAGCTCCCATCTCAATCATTGAGCCTGARGGCTTCARGCCCAAGAATGCAACAAGACCCCCAGCCTACATTTCTCAGCTCCCCTGG
AGCCAGCTGATCCTGTAACGCTGCTGGAGGTCAGTCTGAGCTACCAAGACTGTCCCTAGACARAGGTGGAGTCCCCCACACTGCCCAAGACCARATCCCT
CACTCAACCTGCTGAGGTGTGGATGGGGAAACAGAGGCAAAACTGAGGCACCTGATGCATTCAGCCTGCTGTGCAGCAGTGCCATTGACTGCCCTGATGT
TCAGAGAGRAACGCACACARGGTTTGCCCATGAGAATTGGGGAGCAGATGGCCARGCAGATAGGTTATGTCTGT TTTCTGAGTGATGARGTCAGGARGCC
CTGTGGCTCTGGAGGCCACTTGTGGTTCATTCTTTTCCCATATCCTTGGCT TTTAGARATGGTTACCTTCAGGACAGTGCAGCTGCATTTATCAGAGCAC
TATTGCTAAGTTTTCTTTTCTGGCTTGTGTTTTTCTGGGACAGTTTAGAAT TGGGAGGCCTATTCTCATAGAACACCAAAAATGATGTTCAGTGATTCAT
TTARCATACACCAATGTACTCTGGCTGCTGGGGGGACARCCATARGCAAGACATGCCCAGGGTTTGCCGTGGCTCCAGATCTACTCCCTGTAGGAGTTCA
AGGATCACRCARACGGTAGTAACCAGGGTTGTGAATCTGAGTACACCCTGGCAAGGCTTCTCTTCAGACTGARGCAGCAATTCTGCCACTACCAGCAGCA
ACCAGGACGTCTGTTCTTTGTGGGGGCCAGATCAGAAGAGAGA CCTGTGACGCCCGGGCTGCTTGGTCACAACTCTGTCCAATTCAAGGATGTTTA
TCGGCCTCTCTTAGATCCTGAGTGAGACAAATACAGAAATGACCCATTCCCTGCCCACCAGAAACTCAGAGGTGATTGGGGAGACTGACACAGGAARATG
AACTTAATCAAGAGAGACTGTGATATGTGCT, TGT TGAATTTTCCCT TCCT: CATTGTCATATTGCC
ATCTCCATTAGCTCACTTTTAAACAACTAGGGTGCTGGAAGARCCTTTGTCTGAGGGTAGTTCATAGCTGGARATACT TGGAATATTTTCCAGAGTCTCT
ARACTCTCATCTTCCCCCACAGATACACATCCAAGCTCACAAATAGGAGTAGCARTTCTAGGTGGTAGGGTTGTGTACGGAACCCCTGGCTGTCTGCATA
TATCTCAGAATTACCCCAGGACCATTGTCCCAAAGTCTAGAGTCTTTAC, ARAATTTGTTTTCAATGCCTGTGCCTCAGCTGCTGTCACAAAT
ACCCATCTTAGGATCCCATCAGCTTCCCATCCCCCACCAGACAGCCACAGTACCCTCACTTTCTCCCTATTGTTCTTTCARATCCTGTTCTCAGGARAGA
AACTGCCACTAATTCATTCACACTAAGGTGTARATGATTGATAATAGGAATGAGT TACCTCTTCCCACAGACATTTGTTTTTAAGTATGACAGAGCAGGG
CCTTAATCCC: GTTATGGAACT TGAGCTTTCTGGGTAGAAGGAGACTTCCTGAATTTCCTTAAAACCCAGTAAGAGTAAGACC
TGTTGTTTTGGAAGGTCTGCTCCACCATCTARGAGCACTGTTTTTTTTTTTTTGT TGTTGTTGTTGT TTTACGGTCTCTGAGGGAATATAGTARARATGC
ATATGCACGTGCAATTTGCACGGCAGCATTTCACCGATTGTGGACTGTATTGGCTAATGTGT TTCCTGGTCTTTAGATGCARACCATTAATARCACTATC
TTATCTCATAGTTTTTTCAGGGGTGCTTCTTGATTAGTAGGGAATTTTGAACACCTCTTTARATACAGCTAG, T. CAATTTGTARAGCCACAT
TTGCATATGATGCCAGCCTCACGCATTTGTATATCTCCAGAAATTCAGGTATGCCTCACCAATTTGCCCGTCTTTARTARAATCT TGTGTTARAATTTGC
ATCACGTCGCCTTCCTATGTATGACGARACAAGAAACAGAGAT TTCCAATTGCTCTTTTGTCTTCAGACATTTAGTAATATARAGTACCTATTTTTATGC
TGARATGTTTATACAGGTTTATTAATAGCAAGTGCAACTAACTGGCGGCATGCCTTGCAACACATTTTGATATATTAGCCATGCTTCCGGGTARAGGCAR
GCCCCARACTCCTTATCTTTTGCAGTCTCTCTGGGATCAGTARRAGARARAAARRATAATGTGCTTAAGAAGTGGGACTGTARATATGTATATTTARCTT
TGTATAGCCCATGTACCTACCTTGTATAGAAAAATAATTTTAAAAATTTGAATGGAAGGGGGTAAAGGAAGTCATGAAGTTTTTTTGCATTTTTATTTAA
ATGAAGGARTTCCARATAACTCACCTACAGATTTTTAGCACARAAATAGCCATTGTARAGTGTTARAATTTACGATARGTATTCTATTGGGGAGGARAGG
TAACTCTGATCTCAGTTACAGTTTTTTTTTCCTTTTTAATTTCATTATTTTGGGT TTTTGGT TTTTGCAGTCCTATTTATCTGCAGTCGTATTAAGTCCT
ATTGCTAGAATAGGTTACTAC GTTATATTCT TAACTGACATTATATATAACCAATTAATTTAAAGTATTGCCATTTARATTAC
ACACTGAGAGCATGTCCTATGCAGACATAGATTTTTCTGTTCATTTATTTTTCTTCATTGCAGTGGATTGATTTGATAAATAGATGTGTTGAATTACTAC
ATTTGCTGTACATATTATTTAATARACTTTATTCAGAATTGCGTGGCARRRAARRAARAARRAA

Abbildung C.7 (Fortsetzung)
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Anhang D

Oligonukleotide

Tabelle D.1: Sequenzen der verwendeten Primer. Eilgef Mlul- und Sall-Schnittstellen sind fett gedruckt,
Munl-Schnittstellen ziézlich kursiv dargestellt. Eingéfirte Fehlbasen sind in Grof3buchstaben gedruckt. (*) Das
verwendete Konstrukt ‘Pxn N-LD3' ist ein stabiles Protessprodukt des urspnglich beabsichtigten Konstrukts
‘Pxn N-LD5.’

Protein Sequenz 5°-3° Bemerkungen
a-Actinin 2

Actn2 fw ttt acg cgt atg aac cag ata gag ccc ggc

Actn2 rv ttt gtc gac cag atc gct ctc ccc gta gag

CRP1

CRP1 fw ttt acg cgt atg ccg aac tgg gga gga ¢

CRP1rv ttt gtc gac ctc aga gtg gac caa ggc c

CRP2

CRP2 fw ttt acg cgt atg cct gtc tgg gga ggt g

CRP2 v ttt gtc gac ctg ggc atg aac aag agc c

FAK

FAK fw ttt acg cgt atg gca gct gct tac ctt gac

FRNK fw ttt acg cgt atg gag tcc aga aga cag gcc

FAK rv ttt gtc gac gtg tgg tct cgt ctg ccc aag

MLP

MLP fw aat tac gcg tcc aaa ctg ggg cgg agg cgc aaa tta

MLP rv ggc gtc gac ttc ttt ctt ttc cac ttg ttg tgt

C58G fw tga gtc gga gat cta cGg caa ggt gtg cta tgg C58G Mutagenese
C58Grv cca tag cac acc ttg cCg tag atc tcc gac tca C58G Mutagenese
Nck2

Nck2 fw ttt acg cgt atg aca gaa gaa gtt att gtg
Nck2 rv ttt gtc gac ctg cag ggc cct gac gag g




Oligonukleotide XLII
Protein Sequenz 5°-3° Bemerkungen
N-RAP
aa0001fw ttt acg cgt atg aat gtg cag ccc tgt tc
aa0121rv ttt gtc gac tct ctc att tgc cag tgg ctg
aa0183rv ttt gtc gac ttt ctt ggc cct ttg ata agc
Paxillin
Pxn fw cga cgc gtg acg acc tcg acg ccc tgc tg
PXnPRR fw cga cgc gtg agt cta cca cct ccc aca tc
PXnPRR rv ttt gtc gac gcc cag gga cgt gct cat ta
PxnLD5 rv ttt gtc gac gca gac tcc ttt ggc gac tg fur ‘Pxn N-LD3’ (*)
Pxn rv ttt gtc gac gca gaa gag ctt gag gaa gc
Ponsin

() Ponsinfw ttt acg cgt atg agt tct gaa tgt gat gg
(c) PsEx16 fw ttt acg cgt tca gat ctg tac tct ccc ag
(i) PsEx21lrv ttt acg cgt atc tgc ctc taa ctc tgt ctg
(h) PsEx23rv ttt acg cgt ctt cac tgc atg gaa gtt gg fur RT-PCR
Ps Ex25rv ttt gtc gac cat ctc tga ccc aga ttt cc
() Ponsinrv ttg tcg act aga tac aaa ggt ttt aca tag
(my Ps3UTRrv ttt gtc gac cat gaa tga tgc ttc ctc ctc im 3’'UTR
(b) PsEx30,31rv ttt gtc gac atg aga aag ctg gct ccc acc Ubergang Ex30,31
(e) PsFLEx21fw agc ctc tgc cag aca gag tta gag gca ¢ ‘Ps FL' Klonierung
(k) PsFLEx21rv atc tgc ctc taa ctc tgt ctg gca gag ¢ ‘Ps FL' Klonierung
PsSH3.1fw ttt acg cgt tca gag atg aga cct gcc ag
PsSH3.1rv ttt gtc gac tgc ctt ctc agc agg agg aag
() PsSH3.2fw ttt acg cgt aaa aag ttg aca cca gtg cag
(d) PsSH3.2rv ttt gtc gac cag tgg tcg ctt gat cac atc
(I PsSH3.3fw ttt acg cgt gac agg agt caa acc tca c
Ps Ex30 fw ttt acg cgt aac cct gtg gat tac atg gac
PsEx31rv ttt gtc gac tga ggt ttg act cct gtc ggg
PsPRR fw ttt acg cgt ttt tcc agt cac agc aag ctc
PsPRR rv ttt gtc gac gag gtg gtc agt gtt ata g
PSAEx31fw ttt acg cgt ttt caa ttg caa cct caa gcc cag Munl-Schnittstelle
cag cg
PSAEx31rv ttt caa ttg gct ccc acc tct ccg agc agc Munl-Schnittstelle
Vektorprimer
(& PpACT2fw gtt tgg aat cac tac agg gat g




Anhang E

Vektorkarten



Vektorkarten XLV

Name des Plasmids: pET23aEEF
Lange: 3,6 kb
Herkunft: Firma Novagen (pET23a)

T7 Promotor

His6-Tag, EEF-Immunotag
F1 Origin

Ampicillin Resistenzgen

T7 Promotor
BglII

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCC

Xbal rbs NdeI Mlul Sall
TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGACGCGTTTTGTCGAC

His6-Tag Immuno-Tag Xhol
CACCACCACCACCACCACGAGGAGTTCTGACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGAT
H H H H H H E E F Stop

CCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAA

T7-Terminator
CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGT

Xhol
Stop

/\ EEF-Immunotag
T7 Transkriptions-/ His6-Tag

Expressions-Region Sall

F1

Miul

Ndel
T7 Promotor

pET23aEEF
3,6 kb

Ampicillin"

Abbildung E.1: Vektorkarte pET23aEEF



Vektorkarten XLVI

Name des Plasmids: pET23aT7
Lange: 3,7 kb
Herkunft: Firma Novagen (pET23a)

T7 Promotor

His6-Tag, T7-Immunotag
F1 Origin

Ampicillin Resistenzgen

T7 Promotor

BglII
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCC

Xbal rbs NdeI Nhel
TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTAGCATGACT
M A S M T

T7-Immunotag BamHI Mlul Salrt
GGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCACGCGT Insert GTCGAC
G G Q9 0 M G R G s T R V. D

XhoT His6-Tag

CTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAG
L E H H H H H H Stop

T7-Terminator
CTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAA

ACGGGTCTTGAGGGGT
His6-Tag
Xhol
Sall
F1 /\ Insert
T7 Transkriptions-/ Miul
Expressions-Region BamHI
T7-Immunotag
Nhel
Ndel
T7 Promotor

pET23aT7
3,7 kb

Ampicillin’

Abbildung E.2: Vektorkarte pET23aT7



Vektorkarten XLVII

Name des Plasmids: pLexPd
Lénge: 6 kb
Herkunft: Firma Clontech

TRP1 (fiir Tryptophan-Synthese in Hefe)

PaDH1 (ADH-Promotor; konstitutiv, mittlere Expression)
TaDH1 (ADH-Terminator)

lexA DNA-Bindungsdomane

ColE1 Origin

Kanamycin Resistenzgen

CCA AAA AAA GAA TTC ACG CGT CCA TGG TCT AGA GTC GAC TAA TTC GAC

GGT TTT TTT CTT AAG TGC GCA GGT ACC AGA TCT CAG CTG ATT AAG CTG
- - LexA BD EcoRI Mlul Ncol XbaTl SalTl Stop

r
Kana

ColE1
ori

PADH1

lexA BD

TADH1
EcoRlI

Miul

Ncol  Bait Insert
Xbal*

Sall

Stop

* nicht unique!l!

Abbildung E.3: Vektorkarte pLexPd



Vektorkarten

XLVIII

Name des Plasmids:
Lange: 4,4 kb
Herkunft: Firma Promega (pCAT3-Enhancer)

pMypT7

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

SV40 late poly(A) region

Myomesin Promotor

F1 Origin

Ampicillin Resistenzgen

T7-Tag + Cloning Kassette

Ncol Nhel T7-Tag
CCATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGC

GGTACCGATCGTACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCG
M A S M T G G O O M G R

BamHI Mlul Sall Xbal
GGATCCACGCGT - INSERT - GTCGACTGATCTAGA

CCTAGGTGCGCA CAGCTGACTAGATCT
G S T R V. D Stop
e T

Ampicillin

synthetisches poly(A) Signal
und Transkriptions-Pause-Site
(far Hintergrund-Reduzierung)

Myomesin Promotor

Intron

Kassette + T7-Tag
+ Insert

SV40 SV40
Enhancer late poly (A)
region

* Achtung! nach der Xbal Schnittstelle kein Stop-Codon,
bei Benutzung dieser Schnittstelle also ein Stop-Codon im Oligo notwendig!

Abbildung E.4: Vektorkarte pMypT7

Kpn |
Sac |
Myomesin Promotor
Xho |
Bgl Il

Ncol
T7-Tag

BamHI

Miul
Insert

Sall

Stop

Xbal*




Vektorkarten

XLIX

Name des Plasmids: pMypG
Lange: 5,1 kb
Herkunft: Firma Promega (pCAT3-Enhancer)

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

SV40 late poly(A) region

Myomesin Promotor

F1 Origin

Ampicillin Resistenzgen

EGFP + Cloning Kassette

Pagl cloned into Ncol

(HindIIT)
MIlul BamHI Sall

ACCATGACGCGTGGATCCAAGCTTGTCGAC - EGFP

TGGTACTGCGCACCTAGGTTCGAACAGCTG
M T R G S vV D

Ampicillin”

synthetisches poly(A) Signal
und Transkriptions-Pause-Site
(fur Hintergrund-Reduzierung)

Myomesin Promotor

Intron

Kassette + EGFP

SV40 SV40
Enhancer late poly (A)
region

* nicht unique!!!

Abbildung E.5: Vektorkarte pMypG

Xbal

TCTAGA
AGATCT

Kpn |
Sac |
Myomesin Promotor
Xho |
Bgl Il

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