
Institut für Biochemie und Biologie

Arbeitsgruppe Zellbiologie

Strukturen der Krafẗubertragung
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Abstract

The cell-matrix-contacts (costameres) and cell-cell-contacts (intercalated discs of car-

diomyocytes) of cross-striated muscle cells transmit mechanical forces to the exterior. On

top of this mechanical function, both structures have been implied to be involved in signal

transduction processes.

Dramatic morphological changes in the overall structure ofcell-matrix-contacts of skeletal

muscle cells were revealed during differentiation. Moreover, this reorganisation was accom-

panied by alterations in protein composition. Immunofluorescence microscopy indicated that

signalling pathways which control the dynamics of focal contacts in non-muscle cells seem to

be important only for early differentiation stages of skeletal muscle cells.

To explore novel signalling pathways involved in regulating the formation of costameres,

signalling molecules engaged were identified. Thus, paxillin and ponsin transiently interact

at the precursors of costameres during muscle development.In addition, biochemical data

indicate that a skeletal muscle specific module in the carboxyterminal part of ponsin can

recruit the adapter protein Nck2 to this complex. Hence, thethree proteins might form a

ternary signalling complex involved in controlling the reorganisation of cell-matrix-contacts.

Apparently, the activity of this signalling complex is regulated by mitogen activated protein

kinases (MAPK).

A second approach has focussed on adaptational processes ofthe same structures observed in

pathological situations. In particular, the role of muscleLIM protein (MLP) in hypertrophic

cardiomyopathy (HCM) was investigated. It was shown that a HCM-causing mutant MLP

protein fails to fold properly and that the consequent loss of stability is reflected in altered

binding properties: the mutant MLP protein shows decreasedbinding to both N-RAP and

α-actinin. Hence, the molecular basis for HCM-causing mutations in the MLP gene might be

an altered homeostasis of the ternary complex MLP – N-RAP –α-actinin.

Increasing evidence indicates that the functions of MLP arerequired not only for the integrity

of the myocardium. In addition, MLP seems to have regulatoryfunctions in skeletal muscle

tissues.



Kurzzusammenfassung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen Signaltransduktionsprozesse in den Strukturen der

Kraftübertragung quergestreifter Muskelzellen, d. h. in den Costameren (Zell-Matrix-

Kontakten) und den Glanzstreifen (Zell-Zell-Kontakten der Kardiomyozyten).

Es ließ sich zeigen, dass sich die Morphologie der Zell-Matrix-Kontakte ẅahrend der

Differenzierung von Skelettmuskelzellen dramatischändert, was mit einer veränderten

Proteinzusammensetzung einhergeht. Immunfluoreszenz-Analysen von Skelettmuskelzellen

verschiedener Differenzierungsstadien implizieren, dass die Signalwege, welche die Dynamik

der Fokalkontakte in Nichtmuskelzellen bestimmen, nur für frühe Stadien der Muskeldiffe-

renzierung Relevanz haben können. Ausgehend von diesem Befund wurde begonnen, noch

unbekannte Signalwege zu identifizieren, welche die Ausbildung von Costameren kontrol-

lieren: In den Vorl̈auferstrukturen der Costamere gelang es, eine transiente Interaktion der

Proteine Paxillin und Ponsin zu identifizieren. Biochemische Untersuchungen legen nahe, dass

Ponsinüber eine Skelettmuskel-spezifische Insertion im Carboxyterminus das Adapterprotein

Nck2 in diesen Komplex rekrutiert. Es wird vorgeschlagen, dass die drei Proteine einen

tern̈aren Signalkomplex bilden, der die Umbauvorgänge der Zell-Matrix-Kontakte kontrolliert

und dessen Aktiviẗat vonmitogen activated protein kinases(MAPK) reguliert wird.

Die Anpassungsvorg̈ange der Strukturen der Kraftübertragung an pathologische Situtation

(Kardiomyopathien) in der adulten quergestreiften Muskulatur wurden ausgehend von einem

zweiten Protein, demmuscle LIM protein(MLP), untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass

ein mutiertes MLP-Protein, das im Menschen eine hypertrophe Kardiomyopathie (HCM)

ausl̈ost, strukturelle Defekte aufweist und weniger stabil ist.Weiterhin zeigte dieses mutierte

Protein eine verringerte Bindungsfähigkeit an die beiden Liganden N-RAP undα-Actinin. Die

molekulare Grundlage der HCM-verursachenden Mutationen imMLP-Gen k̈onnte folglich

eine Ver̈anderung der Hom̈oostase im tern̈aren Komplex MLP – N-RAP –α-Actinin sein.

Die Expressionsdaten eines neu generierten monoklonalen MLP-Antikörpers deuten darauf

hin, dass die Funktionen des MLP nicht nur für die Integriẗat des Myokards, sondern auch für

die der Skelettmuskulatur notwendig sind.
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Publikationen
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2.4.6.2 SDS-PAGE nach Schägger und Von Jagow . . . . . . . . . . 32

2.4.6.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese (NEPHGE) . . .. . . 32

2.4.7 Proteintransfer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

2.4.7.1 Semidry-Methode . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

2.4.7.2 Tankblot-Methode . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

2.4.8 Immundetektion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

2.4.9 Immunpr̈azipitation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

2.4.10 Antigen-Antik̈orper-Blockierungsassay . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

2.4.11 Westernblot- und Dotblot-Overlay-Experimente . . .. . . . . . . . . . 35

2.4.12 In vitro Phosphorylierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

2.4.13 HPLC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36

2.4.14 Massenspektrometrie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 36

2.5 Zellbiologie und Mikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . 36

2.5.1 Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36

2.5.1.1 PtK2-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

2.5.1.2 HSkM-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

2.5.1.3 C2C12-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

2.5.1.4 NRC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

2.5.2 Transiente Transfektionen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . 38

2.5.3 Herstellung von Zell- und Gewebeextrakten . . . . . . . . .. . . . . . 38

2.5.3.1 SDS-Totalextrakte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38

2.5.3.2 Triton-Extrakte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38



INHALTSVERZEICHNIS vii

2.5.4 Gefrierschnitte von Geweben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . 39

2.5.5 Fixierung und Permeabilisierung von Zellen und Gefrierschnitten . . . 39

2.5.5.1 Methanol-Aceton-Methode . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

2.5.5.2 Formaldehyd-Triton-Methode . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

2.5.6 Indirekte Immunfluoreszenz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 40

2.5.7 Mikroskopie und Bildbearbeitung . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . 40

2.6 Sonstige Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .41

2.6.1 Bioinformatische Analysen und Werkzeuge . . . . . . . . . . .. . . . 41

2.6.2 Statistische Auswertung von Daten . . . . . . . . . . . . . . . .. . . 41

3 Ergebnisse 42

3.1 Integrine und assoziierte Proteinen in differenzierenden Skelettmuskelzellen . . 42

3.2 Identifizierung und Charakterisierung eines neuen Paxillin-Liganden: Ponsin . . 47

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

Hybrid-Technik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

3.2.1.1 Ermittlung potentieller Paxillin-Liganden in einer Skelett-

muskel-cDNA-Bibliothek . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

3.2.1.2 Eingrenzung der Paxillin-Bindungsregion im Ponsin. . . . . 48

3.2.2 Biochemische Bestätigung der Paxillin-Ponsin-Interaktion . . . . . . . 50
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Herz- und Skelettmuskulatur

Alle höher entwickelten Tiere besitzen die Fähigkeit, sich zielgerichtet zu bewegen. Diese

Bewegungsvorg̈ange werden̈uber die willk̈urlich kontrollierbare Skelettmuskulatur realisiert.

Gleichzeitig geẅahrleistet eine spezielle Form der Muskulatur, die Herzmuskulatur, die konti-

nuierliche Str̈omung und den R̈ucktransport des Blutes. Beide Muskulatur-Systeme werden zu-

sammenfassend als quergestreifte Muskulatur1 bezeichnet, in der spezialisierte Zellen mechani-

sche Kr̈afte generieren: Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) sindzylindrische oder Y-f̈ormige,

50–120µm lange Zellen mit ein bis zwei Zellkernen. Im Gegensatz dazusind Skelettmuskel-

zellen (Myotuben) polynuklëare, zylindrische Synzytien von 1–40 mm Länge, die durch Fusion

von bis zu 100 Vorl̈auferzellen entstehen. Ein gemeinsames Merkmal beider Zelltypen ist ihr

quergestreiftes Erscheinungsbild im Längsschnitt, das durch die regelmäßige Anordnung von

dünnen und dicken Filamenten in den kontraktilen Elementen,den Myofibrillen, hervorgerufen

wird.

1Im nachfolgenden Text wird der Begriff
”
Muskelzellen“ synonym f̈ur

”
quergestreifte Muskelzellen“ verwen-

det; werden Glattmuskelzellen in die Betrachtung eingeschlossen, ist dies explizit erẅahnt.
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1.1.1 Kraftgenerierung und Kraft übertragung

Die kleinste sich wiederholende Einheit der Myofibrillen ist das Sarkomer. Der schematische

Aufbau ist in Abb. 1.1 skizziert. Das dünne Filamentsystem, das von Actin und assoziierten

Proteinen gebildet wird, ist in den Z-Scheiben verankert. Das von Myosin und assoziierten

Proteinen gebildete System dicker Filamente ist in der M-Bande verankert. Ein drittes Fila-

mentsystem, dessen Hauptkomponente Titin darstellt, gewährleistet die elastische Verknüpfung

von Z-Scheibe und M-Bande. Für eine detaillierte Beschreibung dieser Strukturen sei aufClark

et al. (2002a) verwiesen.

Sarkomer

Kern

ZellmembranCostamer

Plectin

Desmin

Myosin TitinActin

Nebulin

Z-Scheibe M-Bande

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau der Sarkomere. Zusätzlich dargestellt sind Strukturelemente der
Kraftübertragung (z. B. das Desmin-Filament-System und die Costamere); nach Carlsson und Thornell (2001).
Anmerkung: Das Protein Nebulin wird nur im Skelettmuskel exprimiert.

Unter Energieverbrauch können die d̈unnen und dicken Filamente ineinander gleiten (
”
Gleit-

filamenttheorie“, vgl. Huxley und Niedergerke, 1954; Huxley und Hanson, 1954) und so

die mechanische Kraft der Muskelkontraktion generieren. Auf molekularer Ebene wird die

Bewegung durch Konformationsänderungen im Myosin-Molek̈ul nach Hydrolyse von Adeno-

sintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP) und unterschiedliche Affiniẗaten ADP-

und ATP-beladener Myosine zu Actin realisiert (
”
Querbr̈uckenzyklus“, Lymn und Taylor,

1971).
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Für die Übertragung der generierten mechanischen Kraft auf die umgebende extrazelluläre

Matrix bzw. benachbarte Zellen muß der kontraktile Apparatder Myofibrillen mechanisch mit

diesen Strukturen verbunden werden. Daran ist zum einen einNetzwerk von Desmin-haltigen

Intermedïarfilamenten beteiligt, zum anderen wird die Verbindungüber die Zellmembran durch

Zell-Matrix- und Zell-Zell-Kontakte (z. B. Costamere und Glanzstreifen) realisiert.

Sarkomere sind in der Lage, auf extra- und intrazelluläre Stimuli zu reagieren und ih-

re Eigenschaften an veränderte Bedingungen anzupassen. Als Beispiel seien vielfältige

Regulationsmechanismen des Titin-Filamentsystems aufgezählt: Titin verfügt über eine

Kinaseaktiviẗat, die durch autoregulatorische Phosphorylierungsereignisse kontrolliert wird

(Mayanset al., 1998). Die Bindung des Titin-Molek̈uls anα-Actinin, eine Komponente der

Z-Scheibe, wird durch eine Phospholipid-abhängige, intramolekulare Interaktion des Liganden

reguliert (Young und Gautel, 2000). Ebenso zeigt das M-Banden-Molekül Myomesin nach

Phosphorylierung durch die Proteinkinase A eine verminderte Affintät an Titin (Obermann

et al., 1997). Ein ungeẅohnlicher Mechanismus könnte sogar die Steifheit der elastischen

Elemente im Titin kontrollieren: Es wurde vorgeschlagen, dass reversible Disulfid-Brücken

innerhalb der Immunglobulin-Dom̈anen ausgebildet werden können, um die mechanischen

Eigenschaften des Titins in Antwort auf oxidativen Stress zu modulieren (Mayanset al., 2001).

1.1.2 Differenzierung von Skelettmuskelzellen

Eine Besonderheit von Skelettmuskelzellen ist, dass sie während der Embryonalentwicklung

aus der Fusion vieler Vorläuferzellen hervorgehen. Nach Induktion des myogenen Programmes

werden proliferierende Myoblasten mitotisch arretiert und fusionieren zu vielkernigen Synzyti-

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

nen diese Zellen, muskelspezifische Proteine zu synthetiseren (z. B. Titin, sarkomere Actin- und

Myosin-Isoformen) und in Myofibrillen zu assemblieren. Schließlich reifen die Myotuben zu

kontraktilen Zellen und bilden spezialisierte Zell-Matrix-Kontakte, die Costamere, aus (Fürst

et al., 1989).

Ähnliche Differenzierungsvorg̈ange treten auch bei Regenerationsprozessen in der adulten

Muskulatur auf: Ruhende, einkernige Stammzellen, die sogenannten Satellitenzellen, werden
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bei Verletzungen von Muskelzellen aktiviert und beginnen,sich zu teilen. Sie fusionieren mit-

einander oder mit geschädigten Myotuben und durchlaufen gleichzeitig das oben beschriebene

myogene Programm (Charge und Rudnicki, 2004).

Es ist m̈oglich, Satellitenzellen aus Skelettmuskel-Biopsien zu isolieren,in vitro zu kultivieren

und zur Differenzierung anzuregen (Van der Ven, 2001). Mit diesen humanen Skelettmuskel-

zellen (HSkM) steht ein wertvolles Modellsystem zur Verfügung, um Teilaspekte – z. B. die

Umorganisation des Zytoskeletts während der Differenzierung – im Detail zu untersuchen.

1.2 Das Zytoskelett

Alle eukaryontischen Zellen verfügen über verschiedene Zytoskelett-Systeme, die für die

Gestalt und Bewegung der Zellen sowie für Transportvorg̈ange innerhalb der Zellen Vor-

aussetzung sind. Aufgrund des Durchmessers der beteiligten Filamente unterscheidet man

das Mikrofilamentsystem, bestehend aus polymerisiertem Actin (F-Actin) und assoziierten

Proteinen, das Intermediärfilamentsystem und das Mikrotubulisystem.

Nachfolgend sollen einige Aspekte des Actin-assoziiertenZytoskeletts von Nichtmuskelzellen

und Muskelzellen erläutert werden.

1.2.1 Das Actin-Zytoskelett kultivierter Nichtmuskelzellen

Das Actin-Zytoskelett ist maßgeblich an den Bewegungsvorgängen von Zellen beteiligt.

Die Dynamik seiner vielf̈altigen Gestalt wird durch die Aktivität Actin-bindender Proteine

bestimmt (zusammengefasst in Schmidt und Hall, 1998).

Kultivierte adḧarente Zellen bieten ein leicht zugängliches Modellsystem, das es ermöglicht,

die Struktur und Dynamik des Actin-Zytoskeletts zu studieren. Je nach Grad der Motilität

sind in den Zellen verschiedene Zytoskelettstrukturen mehr oder weniger stark ausgeprägt.

Beispielsweise sind motile Zellen durch Lamellipodia charakterisiert, ein Netzwerk von

dynamischen, verzweigten Actin-Filamenten. Im Gegensatzdazu bilden weniger motile Zellen

vermehrt Stressfasern und Fokalkontakte aus (Abb. 1.2). Stressfasern sind B̈undel kontraktiler

Actinfilamente, die u. a. Myosin II-Molek̈ule enthalten und in denenα-Actinin-haltige Struktu-
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10 µm

*

Abbildung 1.2: Das Actin-Zytoskelett von Nichtmuskelzellen. Dargestellt sind F-Actin-haltige Strukturen (an-
gef̈arbt mit Phalloidin) einer PtK2-Zelle (links). Der markierte Bereich ist zusätzlich vergr̈oßert dargstellt (rechts).
Deutlich zu erkennen sind Stressfasern (Pfeile), die in Fokalkontakten (Pfeilspitzen) enden, sowie ein Lamellipo-
dium (*).

ren, diedense bodies, die Actinfilamente in periodischen Abständen verankern. Damitähneln

Stressfasern in ihrer prinzipiellen Architektur den Myofibrillen der Muskelfasern (Kreis und

Birchmeier, 1980).̈Uber spezialisierte Zell-Matrix-Kontakte an ihren Enden,die Fokalkontak-

te, sind Stressfasern in der Lage, Spannung aufzubauen und diese auf die extrazelluläre Matrix

zu übertragen. Diese Kontraktilität von Zellen kann nicht nurin vitro beobachtet werden, sie

spielt auch eine wichtige Rolle bei der durch Myofibroblastenvermittelten Wundheilung (Hinz

und Gabbiani, 2003).

1.2.2 Fokalkontakte

Die Fokalkontakte kultivierter, adherenter Säugerzellen geḧoren zu den am besten charak-

terisierten Zell-Matrix-Verbindungen mit einer Vielzahlidentifizierter Komponenten (Za-

mir und Geiger, 2001). Exemplarisch können hier nur wenige Schlüsselkomponenten ge-

nannt werden (Abb. 1.3): Integrine sind heterodimere Transmembran-Proteine, die aus je ei-

ner α- und β-Untereinheit bestehen. Es existieren nach heutigem Kenntnisstand 18α- und

8 β-Untereinheiten. Diese werden zu mehr als 24 verschiedenenIntegrinen kombiniert (Rupp

und Little, 2001), die mit verschiedenen Proteinen der extrazellul̈aren Matrix interagieren, z. B.

mit Collagen, Laminin oder Fibronectin (zusammengefasst inStupack und Cheresh, 2002).

Verschiedene Adapterproteine können an den zytoplasmatischen Teil der Integrine binden: z. B.
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Vinculin, α-Actinin, Talin und Paxillin (zusammengefasst in Hemler, 1998). Diese Proteine

rekrutieren zusammen mit den Integrinen Signaltransduktionsmolek̈ule in die Fokalkontakte.

Stellvertretend seien hier nur die Proteinkinasen Src,focal adhesion kinase(FAK) und integrin

linked kinase(ILK) genannt (Hanniganet al., 1996; Critchley, 2000).

Weiterhin sind viele dieser Adapterproteine entweder direkt (z. B. Vinculin, α-Actinin, Fila-

min, Talin, Zyxin) oder indirekt mit dem Actin-Filamentsystem verkn̈upft bzw. interagieren mit

Proteinen, die die Dynamik des Actin-Zytoskelettes regulieren, wie z. B. Ena/VASP und Nck

(Campelloneet al., 2004; Holtet al., 1998; Liet al., 2001; Renfranz und Beckerle, 2002).

Actin-Zytoskelett

extrazelluläre Matrix

Transmembranproteine

Adapter- und
Signalproteine

a-Actinin

Actin

Vinculin

Paxillin

Talin

Integrin

Fibronectin

Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau von Fokalkontakten. Die Fokalkontakte stellen eine Verbindung der Actin-
haltigen Stressfasern zu Proteinen der extrazellulären Matrix dar, diëuber Transmembran-Proteine (Integrine) und
Actin-assoziierte Adapter- und Signalproteine realisiert wird. Es sind nur ausgeẅahlte Proteine dargestellt (aus
Albertset al., 2002; modifiziert).

Morphologisch werden drei Typen von Fokalkontakten unterschieden –focal complexes,

focal adhesionsund fibrillar adhesions – die hinsichtlich ihrer Proteinzusammensetzung

ebenfalls differieren (Tab. 1.1). Auch innerhalb dieser Gruppen weisen die Fokalkontakte eine

erstaunliche Heterogenität in ihrer Proteinzusammensetzung in Abhängigkeit von Zelltyp,

Entwicklungsstadien sowie intra- und extrazellulären Stimuli auf (Zamiret al., 1999).

Fokalkontakte stellen nicht nur mechanische Verbindungendes Zytoskeletts zur extrazellulären

Matrix dar, sie sind vielmehr auch in der Lage, Signale zu detektieren und weiterzuleiten.

Im Speziellen werden Fokalkontakte als Mechanosensoren diskutiert (zusammengefasst in

Geiger und Bershadsky, 2002; Bershadskyet al., 2003). Als Antwort auf lokal detektierte

Kräfte finden Umbauprozesse in den Zell-Matrix-Strukturen statt, deren Dynamik maßgeblich

von den Tyrosin-Kinasen FAK und Src – unter Kontrolle der GTPasen Rac und Rho –
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Tabelle 1.1: Charakteristika verschiedener Typen von Fokalkontakten (nach Geigeret al., 2001). (*) pTyr - Protei-

ne, die an Tyrosinresten phosphoryliert sind.

focal complexes focal adhesions fibrillar adhesions

Lage Rand von Lamellipodia Zellperipherie zentrale Regionen der Zelle

Morphologie punktf̈ormig oval bis elongiert perlenschnurartig

Größe 1µm 2–5µm 1–10µm (variabel)

typische Proteine Paxillin αV Integrin α5 Integrin

Vinculin Paxillin Tensin

pTyr(*) Vinculin Vinculin

Talin

FAK

pTyr(*)

mitbestimmt wird. Umgekehrt k̈onnen die Fokalkontakte aktiv die selektive Umorganisation

von Komponenten der extrazellulären Matrix bewirken (Geigeret al., 2001).

Diese Tatsachen machen deutlich, dass Fokalkontakte bidirektionale Signaltransduktionszen-

tren sind, die Signale von außen in die Zelle und umgekehrt weiterleiten k̈onnen.

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

1.2.3.1 Costamere

Costamere, die lateralen Strukturen der Kraftübertragung in Herz- und Skelettmuskelzellen,

wurden urspr̈unglich als Vinculin-haltige, rippenförmige Gebilde beschrieben, die unter der

Zellmembran auf Ḧohe der Z-Scheiben der Myofibrillen liegen (Abb. 1.4; Pardoet al., 1983).

Bez̈uglich ihrer Proteinzusammensetzung zeigen sie eine gewisse Analogie zu anderen Zell-

Matrix-Kontakten: Sie enthalten Vinculin, Talin und ß1-Integrin (zusammengefasst in Small

et al., 1992). Die Spezialisierung der Costamere wird ebenfalls inihrer Ausstattung mit mus-

kelspezifischen Proteinkomponenten bzw. Isofomen deutlich: z. B. sind die muskelspezifischen

Proteine Dystrophin (Byerset al., 1991; Masudaet al., 1992),muscle LIM protein2 (MLP; Flick

und Konieczny, 2000) und Melusin (Brancaccioet al., 1999) sowie die muskelspezifische Fila-

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

2weitere Namen:cysteine rich protein 3(CRP3) bzw.cardiac LIM protein(CLP)
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Myofibrillen

Z-Scheibe

Zellmembran

Costamere

A-Bande

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

Im Verlauf der Muskeldifferenzierung bilden sich Costamer-Strukturen relativ sp̈at aus. In Myo-

blasten und fr̈uhen Myotuben treten punktförmige Fokalkontakte auf. Später bilden sich ein-

zelne l̈angsgestreckte Zell-Matrix-Kontakte, dieprimary longitudinal adhesion sites(PLAS),

aus denen die Costamere hervorgehen, wenn die Zellen Kontraktilit ät erlangen (Schröderet al.,

2002). Auch im adulten Muskel ist die Stabilität der Costamere mit der Kontraktilität der Zellen

verkn̈upft. Wird diese z. B. pharmakologisch durch den Ca2+-Antagonisten Nifedipin blockiert,

erfolgt ein rascher Umbau der costamerischen Strukturen (Sharpet al., 1997).

Viele Tatsachen weisen darauf hin, dass die Costamere neben der mechanischen

Kraftübertragung auf die extrazelluläre Matrix (Danowskiet al., 1992) ebenfalls eine wich-

tige Funktion in der Detektion und Transduktion von Signalen wahrnehmen. Untersuchun-

gen an Mausmodellen unterstützen das Konzept eines costamerischen Mechanosensors: MLP-

defiziente M̈ause entwickeln eine dilatative Kardiomyopathie mit hypertrophen Kardiomyozy-

ten (s. Abschnitt 1.3.2; Arberet al., 1997; Ehleret al., 2001). Auf molekularer Ebene könnte

MLP über die Interaktion mit den Proteinen Telethonin und Titinden Dehnungszustand der

Kardiomyozyten detektieren und ein Wegfall dieser Funktion in MLP knock outTieren zur Er-

krankung f̈uhren (Kn̈oll et al., 2002).

Die Costamere sind sicherlich auch Orte der Signalübertragung weiterer Signalwege: Beispiels-

weise bewirkt eine myokardiale Ischämie eine dramatische Reorganisation des Proteins Vincu-

lin (Ganote und Heide, 1987; Steenbergenet al., 1987). Weiterhin wurde Ponsin, das ebenfalls

als costamerisches Protein identifiziert wurde (Mandaiet al., 1999), ausgiebig in Adipozyten

untersucht, wo es eine kritische Rolle in einem Phosphatidylinositol-3-Kinase-unabḧangigen
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Signalweg der insulinvermittelten Glucoseaufnahme spielt (Baumannet al., 2000). Untersu-

chungen in L6-Myotuben zeigen jedoch, dass die Erkenntnisse über diese Signalkaskade nicht

ohne weiteres auf Muskelzellenübertragbar sind (JeBaileyet al., 2004).

Die Anwesenheit einer Vielzahl solcher Signaltransduktionsmolek̈ule in den Costameren wirft

die Frage auf, welche Signalübertragungen an den Costameren stattfinden und wie diese zeitlich

und r̈aumlich koordiniert werden.

1.2.3.2 Glanzstreifen

Glanzstreifen (Disci intercalares) sind spezialisierte Zell-Zell-Verbindungen der Herzmuskel-

zellen, in denen drei Arten von Zell-Zell-Kontaktstrukturen die mechanische und chemische

Verbindung benachbarter Zellen gewährleisten (Abb. 1.5; Perriardet al., 2003).

Myofibrille

gap junction

Fascia adhaerens

Macula adhaerens

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Glanzstreifen (aus Leonhardt, 1990.) Glanzstreifen verbinden be-
nachbarte Herzmuskelzellen miteinander, wobei verschiedene Arten von Zell-Zell-Kontakten (Maculae adhaeren-
tes, Fasciae adhaerentesund gap junctions) eine mechanische und chemische Kopplung gewährleisten. N̈ahere
Erläuterungen im Text.

Die transversale Strecke der stufenförmigen Glanzstreifen wird vonFasciae adhaerentesgebil-

det, in denen transmembrane Cadherine die Myofibrillenüber zytoplasmatische Proteine (z. B.

Catenin, Plakoglobin undnebulin-related anchoring protein; N-RAP) verankern. In den longi-

tudinalen Abschnitten sindMaculae adhaerentes(Desmosomen) undgap junctionsausgebildet.

Die Desmosomen verbinden die Intermediärfilamentsysteme benachbarter Zellen miteinander

und sorgen so für eine mechanische Stabilisierung. Als Schlüsselkomponenten dieser Struktu-

ren sind die transmembranen Proteine Desmoglein und Desmocollin sowie die zytoplasmati-

schen Proteine Desmoplakin, Plakophilin und Plakoglobin zu nennen. Diegap junctionsbe-
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stehen hauptsächlich aus dem Transmembranprotein Connexin, welches hexamere Ionenkan̈ale

zwischen benachbarten Zellen ausbildet, die der chemischen Kommunikation dienen.

Da bei der dilatativen Kardiomyopathie (s. Abschnitt 1.3.2) morphologische Veränderungen in

den Glanzstreifen beobachtet wurden (Perriardet al., 2003), ist davon auszugehen, dass auch

diese Strukturen mechanische Signale detektieren und als Antwort Umorgansisationsprozesse

einleiten k̈onnen.

1.3 Genetische Erkrankungen der Muskulatur

1.3.1 Erkrankungen der Skelettmuskulatur

Bereits im Jahre 1868 wurde die Duchenne-Muskeldystrophie als Erbkrankheit des Bewe-

gungsapparates beschrieben, aber erst mehr als ein Jahrhundert sp̈ater konnten Deletionen im

Dystrophin-Gen als Ursache dieser Erkrankung nachgewiesen werden (Monacoet al., 1986).

Die Identifizierung von Krankheitsgenen kann Aufschlüsseüber funktionelle Zusammenhänge

in der Muskulatur liefern. Ungeklärt ist beispielweise noch,̈uber welche Mechanismen Mu-

tationen in verschiedenartigen Proteinen – wie z. B. dem Kernhüllen-Protein Lamin A/C, der

Protease Calpain 3, den transmembranen Sarkoglycanen, dem Z-Banden-Protein Telethonin so-

wie der Hauptkomponente des elastischen Filamentsystems (Titin) – das gleiche Krankheitsbild

der Gliederg̈urteldystrophie (LGMD) verursachen (zusammengefasst in Bushby, 1999; Nigro,

2003).

Auch Mutationen in Genen, die für Proteine der Krafẗubertragung kodieren, z. B. für das Inter-

medïarfilamentprotein Desmin, können Muskelerkrankungen auslösen. Das Krankheitsbild ist

in diesem Fall heterogen und mikrokopisch durch die Ablagerung von Desmin und assoziierten

Proteinen in Plaques gekennzeichnet (Goldfarbet al., 2004).

Es ist bekannt, dass Mutationen im Dystrophin Muskeldystrophien vom Duchenne- und Becker-

Typ ausl̈osen k̈onnen (zusammengefasst in Biggaret al., 2002). Andere Komponenten des

Dystrophin-Glycoproteinkomplexes wurden als Krankheitsgene f̈ur Gliederg̈urteldystrophien

(LGMD2C-2F) identifiziert (Bushby, 1999). Weiterhin stellenGene, die f̈ur Proteine in den

Integrin-assoziierten Strukturen der Costamere kodieren,Kandidatengene für Myopathien dar:

Von Hayashiet al. (1998) wurde eine kongenitale Muskeldystrophie mit autosomal-rezessivem
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Erbgang beschrieben, die durch Mutationen in derα7-Untereinheit des Integrins verursacht

wird. In den betroffenen Patienten war immunologisch keinα7-Integrin nachweisbar, obwohl

α7β1-Heterodimere die dominierende Integrin-Form des gesunden Skelettmuskels darstellen

(Mayer, 2003). Die Hypothese, dass die Integrität der Costamere für die Muskelfunktion not-

wendig ist, wird durch den Befund unterstützt, dass Integrin-α7 knock outMäuse ebenfalls eine

progressive Muskeldystrophie zeigen (Mayeret al., 1997).

1.3.2 Dilatative und hypertrophe Kardiomyopathie

Kardiomyopathien sind definiert als
”
Erkrankungen des Myokards, die mit einer kardialen Dys-

funktion assoziiert sind“ (World Health Organization, 1996). Unter diesem Begriff werden

primäre und sekund̈are Erkrankungen zusammengefasst: Primäre Kardiomyopathien sind sol-

che, denen eine genetische Ursache zugrunde liegt sowie solche, f̈ur die keine Ursache bekannt

ist (
”
idiopatisch“). Sekund̈are Kardiomyopathien sind Erkrankungen infolge von entzündlichen

Prozessen, Intoxikationen oder anderen Erkrankungen.

Die beiden ḧaufigsten Formen der Kardiomyopathie, die dilatative und die hypertrophe Kardio-

myopathie, sollen nachfolgend näher erl̈autert werden.

Dilatative Kardiomyopathie (DCM) Die DCM ist durch eine Erweiterung (Dilatation) des

linken oder beider Ventrikel und eine Erhöhung des enddiastolischen Volumens gekennzeichnet

(Abb. 1.6,C). Klinischäußert sich die Erkrankung in einer linksventrikulären Funktionsstörung,

aus der eine terminale Herzinsuffizienz resultieren kann. Aus diesem Grund stellt die DCM ei-

ne der ḧaufigsten Ursachen für Herztransplantationen dar, obwohl die Prävalenz mit 36 pro

100 000 Einwohner niedrig ist. Etwa ein Drittel der Erkrankungen wird durch eine Myokarditis

hervorgerufen, f̈ur weitere circa 25 % der Patienten wird eine genetische Beteiligung angenom-

men. In diesen F̈allen wurden vor allem autosomal-dominante, seltener auchX-chromosomale

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

Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) Die HCM ist mit einer Pr̈avalenz von 1:500 eine

der ḧaufigsten vererbbaren Herzmuskelerkrankungen und die häufigste Ursache des plötzlichen

Herztodes bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen (Maronet al., 1995). Sie ist gekennzeich-
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Abbildung 1.6: Morphologische Veränderungen des Herzens bei HCM und DCM. Dargestellt sind dasHerz eines
HCM-Patienten (A), ein gesundes Herz (B) sowie das Herz eines DCM-Patienten (C). Deutlich erkennbar ist die
Verdickung der Kammerẅande (insbesondere des Septums) bei der HCM (A) bzw. die Erweiterung der Ventrikel
bei der DCM (C); aus Seidman und Seidman (2001).

net durch eine Zunahme der Kammerwanddicken (Abb. 1.6,A). Klinisch werden ḧaufig ei-

ne diastolische Dysfunktion und Arrhythmien beobachtet, letztere erḧohen das Risiko eines

plötzlichen Herztodes. Die Patienten sind oft lange Zeit asymptomatisch, in der Regel treten

erst mit zunehmendem Alter Beeinträchtigungen der kardialen Leistungsfähigkeit auf (late on-

set disease). Auch muss ein genetischer Defekt nicht zwangsläufig zur Erkrankung f̈uhren (un-

vollständige Penetranz); einige Mutationsträger weisen selbst dann keine Krankheitsanzeichen

auf, wenn echokardiographisch bereits Veränderungen des Herzens diagnostiziert wurden (Spi-

rito et al., 1997).

Histologisch ist die Erkrankung typischerweise durch eineHypertrophie der Myozyten, pleo-

morphe Zellkerne, eine Disorganisation der myofibrillären Zytoarchitektur (myocyte disarray)

und eine interstitielle Fibrose charakterisiert (Hughes,2004).

Man geht davon aus, dass fast alle Erkrankungsfälle genetisch bedingt sind, wobei autosomal-

dominante Mutationen,̈uberwiegend in Sarkomerproteinen, dominieren (Elliott und McKenna,

2004).

Es wurde zun̈achst davon ausgegangen, dass die HCM durch Mutationen in Sarkomerproteinen

(Thierfelderet al., 1994) und eine dadurch bedingte gestörte Kontraktiliẗat des Myokards her-

vorgerufen wird (Marian, 2000). Im Gegensatz dazu wurde dieDCM als eine Erkrankung des

kardialen Zytoskeletts diskutiert (Towbin, 1998). Mit derIdentifizierung neuer Krankheitsgene

(s. Tab. 1.2) zeichnete sich jedoch ab, dass diese Hypothesen einer Revision bed̈urfen: So wur-
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den Sarkomerproteine auch als Krankheitsgene der DCM identifiziert. Beispielsweise k̈onnen

Mutationen im Gen der schweren Kette des ß-Myosins sowohl HCMals auch DCM auslösen.

Auch Untersuchungen im Tiermodell implizieren, dass DCM undHCM nicht als unabḧangige

Krankheiten aufgefasst werden sollten, sondern vielmehr als unterschiedliche Ausprägungen

des pathologischen Spektrums zu verstehen sind (Freemanet al., 2001).

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

Krankheitsgen Genlocus Ḧaufigkeit
DCM ß-Myosin schwere Kette 14q1

kardiales Actin 15q14
Troponin T 1q32
Desmin 2q35
Dystrophin Xp21
Lamin A/C 1q21
MLP 11p15

HCM ß-Myosin schwere Kette 14q1 35 %
Myosin-Bindungsprotein C 11p11 15 %
Troponin T 1q32 15 %
Troponin I 19q13 5 %
α-Tropomyosin 15q22 1,3 %
essentielle leichte Kette des Myosins 3p21 1 %
regulatorische leichte Kette des Myosins 12q24 1 %
kardiales Actin 15q14
Titin 2q31
MLP 11p15
γ2-Untereinheit der AMP-aktivierten Proteinkinase 7q36
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1.4 Ausgangspunkt und Zielstellung der Arbeit

Umfassende Kenntnisseüber den Aufbau der kraftübertragenden Strukturen in quergestreiften

Muskelgeweben und die darin ablaufenden Signaltransduktionsprozesse sind Grundvorausset-

zungen, um die veränderte molekulare Situation in erkranktem Gewebe verstehen zu k̈onnen.

Auf diesem Wissen k̈onnten zuk̈unftige therapeutische Ansätze beruhen, die nicht bei der Lin-

derung von Symptomen ansetzen, sondern eine Rückkehr zur molekularen Ausgangssituation

zum Ziel haben.

Um die Kenntnissëuber die Strukturen der Kraftübertragung in quergestreiften Muskelzellen,

insbesondere der Costamere, zu erweitern, wurde diese Thematik mit zwei unterschiedlichen

Ansätzen untersucht: Zum einen sollte eine detaillierte Analyse der Zell-Matrix-Kontakte

differenzierender Skelettmuskelzellen Erkenntnisseüber die Genese der Costamere während

der Differenzierung geben. Zum anderen wurden die Strukturen der Krafẗubertragung im

adulten Muskel analysiert.

Ausgehend von der Hypothese, dass die Zell-Matrix-Kontakte neben einer rein mechanischen

Kraftübertragung eine wichtige Funktion bei der Detektion und Transduktion von Signalen

haben, war das Ziel beider Ansätze nicht nur eine beschreibende Charakterisierung der Struk-

turen und ihrer Proteinzusammensetzung, vielmehr solltenHinweise auf Signalübertragungen

in den Strukturen gefunden werden.

Den Ausgangspunkt für die Untersuchung von Differenzierungsvorgängen stellten

Immunfluoreszenz-Analysen vonin vitro differenzierenden HSkM-Zellen dar. Es wurde

versucht, die Entwicklung der Costamere in diesen Zellen durch Anfärbung von
”
klassischen“

Fokalkontakt-Proteinen zu beschreiben. Während dieser morphologischen Vorarbeiten zeich-

nete sich fr̈uh ab, dass die Signalwege, welche die Dynamik der Fokalkontakte in kultivierten

Nichtmuskelzellen maßgeblich beeinflussen, keine oder nureine sehr untergeordnete Rolle in

Skelettmuskelzellen spielen (s. Kapitel 3.1).

Damit warf sich die Frage auf, welche – noch unidentifizierten – Signaltransduktionsprozes-

se die Entwicklung der Zell-Matrix-Kontakte während der Muskeldifferenzierung bestimmen.

Um mehr über die Natur dieser Signalwege zu erfahren, sollten involvierte Signalmolek̈ule

identifiziert und ihre Funktion in den Zell-Matrix-Verbindungen charakterisiert werden. Dabei
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Paxillin

LD2 LD3 LD4 LD5 LIM1 LIM2 LIM3 LIM4LD1 PRR

Fokalkontakt-
Lokalisation

Src FAKILK
Vinculin

PTP-
PEST

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des Proteins Paxillin. Die Lage der LD-Motive (LD1–5, weiße Boxen),
der Prolin-reichen Region (PRR, schwarze Box) und der LIM-Domänen (LIM1–4, graue Boxen) ist gekennzeich-
net, ebenso die Bindungsregionen ausgewählter Interaktionspartner.

schien der Ansatz vielversprechend, Bindungspartner einesbekannten Adapterproteins zu su-

chen, das sowohl in Fokalkontakten kultivierter, adhärenter Nichtmuskelzellen als auch in Zell-

Matrix-Kontakten differenzierender Skelettmuskelzellen exprimiert wird. Als Ausgangspunkt

wurde daher das Protein Paxillin gewählt (Salgiaet al., 1995): Dieses Protein ist ein klassisches

Adapterprotein in Fokalkontakten (Turneret al., 1990) und vermittelt eine Vielzahl transienter

Protein-Protein-Interaktionen (Abb. 1.7; Turner, 2000).Dazu z̈ahlen mehrere Signalmoleküle,

z. B. FAK (Turner und Miller, 1994), ILK (Nikolopoulos und Turner, 2001) sowie die Phos-

phatase PTP-PEST (Shenet al., 1998). Im sich entwickelnden Embryo wurde Paxillin primär

in allen mesodermal-abgeleiteten Strukturen nachgewiesen (Hagelet al., 2002). Eine kritische

Bedeutung des Proteins für die Embryonalentwicklung wurde durch Studien von Paxillin knock

out Mäusen belegt. Diese Tiere sterben bereits sehr früh (E 9.5) und zeigen Defekte in den

Somiten (aus denen die Skelettmuskelzellen entstehen) undim Herzen (Hagelet al., 2002).

Experimente mit isolierten Kardiomyozyten dieser Embryonen zeigten jedoch, dass die Herz-

muskelzellen prinzipiell in der Lage sind, zu spontan kontraktilen Kardiomyozyten zu differen-

zieren. Dies legt nahe, dass Paxillin nicht primär zur Assemblierung der Myofibrillen benötigt

wird, sondern eine wichtige Rolle bei der Signalübertragung zwischen Zellen bzw. zwischen

Zellen und der extrazellulären Matrix spielt.

Mit Hilfe der Hefe-Doppel-Hybrid-Technik wurde das Signalmolek̈ul Ponsin als Bindungspart-

ner des Paxillins identifiziert. Die Interaktion beider Proteine sollte eingehend charakterisiert

und ausgehend davon die Funktionen des Ponsins in Hinblick auf Signalvorg̈ange in differen-

zierenden Skelettmuskelzellen beleuchtet werden (s. Kapitel 3.2).
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Mit einem zweiten Ansatz wurden die Strukturen der Kraftübertragung im adulten Gewebe in

die Untersuchungen einbezogen. In Hinblick auf die Thematik, wie an diesen Orten Signale de-

tektiert und verarbeitet werden, ist insbesondere die Frage interessant, wie diese Strukturen auf

ver̈anderte molekulare Situationen reagieren. So stellt sich beispielsweise im Fall der hypertro-

phen Kardiomyopathien die Frage, warum Veränderungen im Myokard erst nach Jahren oder

sogar Jahrzehnten die Leistungsfähigkeit des Herzens beeinträchtigen, obwohl die genetische

Ursache der Erkrankung bereits seit Geburt des Patienten besteht.

Konkret wurde dieser Themenkomplex am Beispiel des ProteinsMLP untersucht. Die Unter-

suchung dieses Proteins erschien aus verschiedenen Gesichtspunkten interessant: MLP ist ein

muskelspezifisches CRP-Protein, das in Kardiomyozyten und langsamen (Typ I) Skelettmus-

kelzellen exprimiert wird (Arberet al., 1994; Schneideret al., 1999). In diesen Zellen sind

verschiedene Lokalisationen beschrieben worden: MLP wurde einerseits als Kernprotein (Ar-

beret al., 1994; Konget al., 1997), andererseits auch als Zytoskelett-assoziiertes Protein (Louis

et al., 1997) identifiziert. Die genaue zytoplasmatische Lokalisation wird in der Literatur kon-

trovers diskutiert: Obwohl das Protein nach Arberet al. (1994, 1997) in den Z-Scheiben loka-

lisiert ist, deuten Arbeiten von Flick und Konieczny (2000)und die identifizierten Bindungs-

partner N-RAP (Ehleret al., 2001) und ß-Spectrin (Flick und Konieczny, 2000) darauf hin,

dass MLP alsdual compartment proteinauch eine funktionelle Rolle in den Strukturen der

Kraftübertragung, z. B. in den Costameren und Glanzstreifen, einnimmt (Abb. 1.8) und dort als

Komponente eines Mechanosensors fungiert (Knöll et al., 2002).

MLP

LIM1

a-Actinin

LIM2

MyoD ß-Spectrin

Telethonin

Zn Zn Zn Zn
W4R

C58G

S54R E55G

GR1 GR2

L44P

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des Proteins MLP.Die Lage der LIM-Dom̈anen (LIM1 und LIM2) sowie
der sich anschließenden Glycin-reichen Abschnitte (GR1 und GR2) ist gekennzeichnet. Die beiden Zinkfinger der
LIM-Domänen, die jeweils durch vier Aminosäurereste ein zweiwertiges Zink-Ion koordinieren, sind angedeutet,
ebenso sind die Bindungsregionen bekannter Interaktionspartner dargestellt. Man beachte, dass für die Bindungs-
region des N-RAP auf dem MLP keine Daten vorliegen. Die Lage der DCM- und HCM-assoziierten Mutationen
ist durch Pfeile angedeutet; nähere Erl̈auterungen im Text.
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Aufgrund des kardialen Phänotyps der MLPknock outMäuse war eine Beteiligung des Pro-

teins auch an humanen Kardiomyopathien zu vermuten. Tatsächlich wurden in j̈ungster Zeit he-

terozygote Mutationen im MLP/CRP3-Gen von DCM-Patienten (Knöll et al., 2002) und HCM-

Patienten (Geieret al., 2003) beschrieben. Diese Mutationen kodieren für einzelne Aminos̈aure-

Austausche: Die DCM-assoziierte Mutation (W4R) liegt vor der ersten LIM-Dom̈ane, ẅahrend

alle drei HCM-assoziierten Mutationen (L44P, S54R E55G, C58G) im zweiten Zink-Finger der

ersten LIM-Dom̈ane identifiziert wurden. F̈ur die MLP W4R Mutation wurde die gestörte Bin-

dung an den Liganden Telethonin als Auslöser f̈ur eine DCM verantwortlich gemacht (Knöll

et al., 2002), hingegen liegen̈uber die Pathogenese bei HCM-assoziierten MLP-Mutationen

keine Erkenntnisse vor.

Aus diesem Grunde sollten im Rahmen dieser Arbeit molekulareUnterschiede zwischen

Wildtyp-Protein und mutierten MLP-Varianten, wie sie in von HCM betroffenen Patienten be-

schrieben wurden, herausgearbeitet und davon ausgehend Hinweise auf die Funktion von MLP

in der gesunden quergestreiften Muskulatur gefunden werden (s. Kapitel 3.3).



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Kits

Die Herkunft der meisten Verbrauchsmaterialen und Kits istim Text beschrieben. Weiterhin

wurden alle Restriktionsenzyme von Fermentas (St. Leon-Roth), Oligonukleotide (Primer) von

TIB-Molbio (Berlin), Feinchemikalien f̈ur die Elektrophorese von Biorad (M̈unchen), Zellkul-

turmedien und -zus̈atze von Gibco/Invitrogen (Karlsruhe) und weitere Chemikalien sowie Ver-

brauchsmaterialien von Roth (Karlsruhe) bzw. Sigma (Taufkirchen) bezogen. F̈ur das Ansetzen

von Lösungen wurde steriles Reinstwasser (Millipore-Qualität) verwendet.

2.1.2 Ger̈ate

Tabelle 2.1: Ger̈ate

Gerät Name Hersteller

PCR-Maschine Trio-Thermoblock mit Deckelheizung Biometra

Gel-Dokumentation Gel Doc 2000 System mit QuantityOne Sofware Biorad

Agarose-Elektrophorese Sub-Cell GT Biorad

Protein-Elektrophorese Kapillargele, Mini-Protean II System Biorad

Protein-Transfer Trans-Blot Cell Biorad

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell Biorad

Zentrifugen Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus

Tisch-Kühlzentrifuge Universal 32-R Hettich

Kühlzentrifuge RC-5B Plus Sorvall
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Tabelle 2.1: Fortsetzung

Gerät Name Hersteller

Elektroporation Gene Pulser II 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

Phospho-Imager FujiFilm BAS-1800II Fuji

HPLC SMART System,µRPC C2/C18 SC 2.1/10 Säule Amersham

Massenspektrometer Reflex II MALDI-TOF Bruker-Daltonik

API QSTAR pulsar I mit Nano-ESI-Quelle MDS Sciex

CO2-Inkubator Ultima Revco

Gefriermikrotom HM 500 OM MICROM

Mikroskop Axioplan2-Mikroskop mit Plan-Neofluar-Objektiv 63x 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-Sẗamme

Tabelle 2.2: Eigenschaften der Bakterien- und Hefe-Stämme

Stamm Anwendungsgebiete Herkunft

E. coli JM109 Klonierungsstamm Stratagene

Genotyp: F−traD36proA+B+ lacIq ∆(lacZ)M15/∆(lac-proAB) (Heidelberg)

glnV44 e14gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi hsdR17

E. coli BL21(DE3)pLysS Expression rekombinanter Proteine Novagen

Genotyp: B F− dcm ompT hsdS(r−B m−

B) gal λ(DE3) [pLysS Camr] (Heidelberg)

E. coli BL21(DE3)Codon Plus Expression rekombinanter Proteine Stratagene

Genotyp: B F− ompT hsdS(r−B m−

B) dcm+ Tetr gal λ(DE3)endA

Hte [argU proL Camr]

S. cerevisiaeL40 Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente Invitrogen

Genotyp: MATα his3δ200 trp1-901 leu2-3112 ade2 Vojteket al. (1993)

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

Tabelle 2.3: Zelllinien und Prim̈arkulturen

Name Eigenschaften Donor Herkunft

PtK2 Epitheliale Zelllinie Potorous tridactylus(Niere) ECACC #88031601

HSkM humane Skelettmuskelzellen Homo sapiens(Rückenmuskel) Van der Venet al. (1992)

Primärkultur aus isolierten, Van der Venet al. (1993)

adulten Satellitenzellen

C2C12 Myoblasten-Zelllinie Mus musculus(Beinmuskel) ECACC #91031101

NRC Neonatale RattenkardiomyozytenRattus norvegicus(Herz) Langeet al. (2002)

Primärkultur aus isolierten,

neonatalen Kardiomyozyten

2.1.5 Plasmide und cDNA-Bibliotheken

Alle Plasmide verf̈ugenüber eine Ampicillin-Resistenzkassette (Ausnahmen: pLexPd - Kana-

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

setzt, so dass geeignete Restriktionsschnittestellen (MluI bzw. BamHI und SalI bzw. XhoI) zur

Verfügung standen. Vektorkarten ausgewählter 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 pET23a(Novagen)

(His6- und EEF-Tag) Obermannet al. (1996)

pET23aT7 prokaryotische Expression modifizierter pET23a (Novagen)

(His6- und T7-Tag) Obermannet al. (1996)

pGEX-4T-1 prokaryotische Expression (GST-Tag) Amersham (Freiburg)

pACT2 Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente Clontech (BD Biosciences, Heidelberg)

(GAL4 activation domainHybridanteil,LEU2)

pLexPd Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente modifizierter pLexA (Clontech)

(LexA DNA binding domainHybridanteil,TRP1) Stenmarket al. (1995)

pMypT7 eukaryotische Expression modifizierter pCAT3-Enhancer (Promega)

(Myomesin-Promotor, T7-Tag) Pacholsky (2003)

pMypG eukaryotische Expression modifizierter pCAT3-Enhancer (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 Clontech

BacterioMatch Human Fetal Heart cDNA Library pTRG Stratagene

2.1.6 Kulturmedien

2.1.6.1 Molekularbiologie

Tabelle 2.6: Kulturmedien für die Molekularbiologie

Name Zusammensetzung

LB-Medium 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl pro Liter, pH 7,5

SOB-Medium 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,59 g NaCl, 0,19 g KCl pro Liter, pH 7,0

SOC-Medium 5 mM MgCl2, 5 mM MgSO4, 20 mM Glucose in SOB-Medium

YPD-Medium 20 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 20 g Glucose pro Liter, pH 6,5

DOB-Medium 1,7 g Yeast Nitrogen Base, 20 g Glucose, 5 g (NH4)2SO4 pro Liter, pH 5,8

mit entsprechenden Aminosäuresupplementen (-L, -W, -H, -LW, -LWH; Clontech)

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

2.1.6.2 Zellkultur

Tabelle 2.7: Kulturmedien für die Zellkultur

Name Zusammensetzung

PtK-Medium 10 % FCS, 4 mM L-Glutamin, 2 mM Na-Pyruvat, 100 U/ml Penicil-

lin, 1 µg/ml Streptomycin in DMEM

C2C12-Proliferations-Medium 15 % FCS, 4 mM L-Glutamin, 100U/ml Penicillin, 1µg/ml Strep-

tomycin, 1 % NEAA in DMEM

C2C12-Differenzieruns-Medium 0,4 % Ultroser G, 4 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 1µg/ml

Streptomycin, 1 % NEAA in DMEM

HSkM-Proliferations-Medium 20 % FCS, 2 % Ultroser G, 4 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin,

1 µg/ml Streptomycin, 1 % NEAA in DMEM

HSkM-Differenzieruns-Medium SKMD-Fertigmedium (Promocell, Heidelberg)

Für C2C12- und HSkM-Zellen wurde DMEM ohne Phenolrot verwendet.
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2.1.7 Antibiotika

Für die Molekularbiologie wurden folgende Antibiotikakonzentrationen eingesetzt:

Tabelle 2.8: Antibiotika

Antibiotikum Arbeitskonzenration

Carbenicillin 100µg/ml

Chloramphenicol 34µg/ml

Kanamycin 50µg/ml

Tetracyclin 50µg/ml

2.1.8 Antikörper

Die in dieser Arbeit verwendeten primären Antik̈orper sind im Anhang (Tab. B.1) zusammenge-

stellt. Geeignete Sekundärantik̈orper (Meerrettichperoxidase-Konjugate (HRPO) für Western-

blots; Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate für Immunfluoreszenz) wurden von Dianova (Hamburg)

bzw. Molecular Probes (MoBiTec, G̈ottingen) bezogen und sind in Tab. B.2 aufgelistet.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Standardmethoden wurden nach Ausubelet al.(1987) und Sambrooket al.(1989) durchgef̈uhrt.

2.2.1 Reverse Transkription

Gesamt-RNA wurde aus kultivierten undifferenzierten und differenzierten HSkM-Zellen (s. Ab-

schnitt 2.5.1) mit Hilfe desRNA Isolation Kit(Stratagene) isoliert (Schröderet al., 2000). F̈ur

Reverse-Transkriptase-Reaktionen wurde jeweils 1µg RNA von differenzierten HSkM (Tag 3)

mit Hilfe desExpand Reverse Transcriptase Kit(Roche Diagnostics, Mannheim) und eines spe-

zifischen Primers bei 42◦C 1 h lang in cDNA umgeschrieben. Die Reaktionsprodukte wurden

sofort in PCR-Reaktionen eingesetzt oder bei -20◦C gelagert.
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2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Mit PCR-Reaktionen wurden Teilstücke aus cDNA Sequenzen spezifisch amplifiziert. Für ana-

lytische PCRs wurde ein Taq-DNA-Polymerase-System (Puffersystem mit Ammoniumsulfat,

Fermentas) nach Angaben des Herstellers verwendet. Ein PCR-Ansatz (50µl) enthielt ca. 50 ng

Matrizen-DNA, je 20 pmol der beiden Primer, je 200µM dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Roth) und

1 U Taq DNA-Polymerase. Die Reaktionsmischung wurde folgendem Temperaturprofil unter-

worfen:

Denaturierung 2,5 min bei 94◦C

35 Zyklen 1) Denaturierung 45 sec bei 94◦C
2) Annealing 30 sec bei 60◦C (55-65◦C)
3) Elongation 1 min pro kb bei 72◦C

Finale Elongation 10 min bei 72◦C

Kühlung 4◦C

Für pr̈aparative PCR-Reaktionen wurden ein Pfu-DNA-Polymerase-System (Fermentas) oder

dasExpand Long Template PCR System(Roche Diagnostics) nach Angaben der Hersteller ver-

wendet.Über die Primer wurden ggf. geeignete Restriktionsschnittstellen eingef̈uhrt. Eine Ta-

belle mit den Sequenzen der verwendeten Primer befindet sichim Anhang (Tab. D.1).

2.2.3 Zielgerichtete Mutagenese und andere, PCR-basierte Klonierungs-

strategien

cDNAs, die f̈ur die mutierten MLP-Proteine W4R, L44P und S54R E55G kodierten, wurden

von C. Geier (Humboldt-Universität Berlin) zur Verf̈ugung gestellt. Zielgerichtete Mutagenese

wurde verwendet, um eine cDNA für MLP C58G herzustellen (Geieret al., 2003). Die cDNA

wurde zun̈achst in zwei Teilsẗucken mittels PCR amplifiziert und dabeiüber geeignete Primer

ein Basenaustausch eingeführt. In einer zweiten PCR wurden die beiden Teilstücke als Template

eingesetzt, um eine kontinuierliche, mutierte cDNA zu erhalten.

Eine ähnliche Strategie (ohne Einführung von Fehlbasen) wurde verwendet, um aus partiellen

cDNAs eine kontinuierliche cDNA zu erhalten, falls keine passenden Restriktionsschnittstellen

vorhanden waren. Dazu wurde die cDNA in zwei Teilstücken amplifiziert, die in einem kurzen

Sequenzbereicḧuberlappten. Die beiden Teilstücke 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 Insertszu überpr̈ufen, wurden analytische

Restriktionsverdaue durchgeführt. Dazu wurden ca. 100 ng DNA mit 1–2 U Restriktionsendo-

nuklease in 10µl geeignetem Puffer (Fermentas) bei 37◦C 1 h lang inkubiert. F̈ur pr̈aparative

Ansätze wurde die 10-fache Menge an DNA und Restriktionsendonukleasen eingesetzt und die

Inkubationszeit auf 5–16 h erhöht.

2.2.5 Gelelektrophorese

Es wurden Gele mit 1–2 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA,

pH 8,3), versetzt mit Ethidiumbromid (1µg/ml), verwendet. Die Proben wurden mit 0,2 Vo-

lumina Gelladepuffer (Fermentas) gemischt und auf das Gel aufgetragen. Als Gr̈oßenstandard

dienten Marker-DNAs bekannter Größe (z. B.GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Fermentas). Analy-

tische Minigele wurden bei 100 V, größere Gele bei 150 V in TAE-Puffer aufgetrennt. Anschlie-

ßend wurden die Gele dokumentiert (GelDoc, Biorad), interessierende Banden unter UV-Licht

ausgeschnitten und mit Hilfe desQIAquick Gel Extraction Kit(Qiagen, Hilden) aufgereinigt.

2.2.6 Ligation

Vektoren und Inserts mit passenden kohäsiven Enden (z. B. MluI und SalI) wurden durch Re-

striktionsverdaue erhalten. 200 ng Plasmid-DNA wurden miteinem 3-fachen molaren̈Uber-

schuss Insert-DNA und 0,5 U T4-DNA-Ligase in Ligase-Puffer(Gesamtvolumen 10µl, Fer-

mentas) bei 16◦C über Nacht inkubiert und anschließend für Transformationen eingesetzt.

Alternativ konnten ungeschnittene Taq-PCR-Produkte mit pGEMT bei 4 ◦C ligiert werden

(
”
T/A-Klonierung“, pGEMT Vector System, Promega). Die transfomierten Bakterien wurden in

diesem Fall einer Blau-Weiß-Selektion (Test auf ß-Galactosidase-Aktiviẗat) unterzogen (s. u.).

2.2.7 Transformation in E. coli

100 µl transfomationskompetente Bakterien (JM109 bzw. BL21; Herstellung beschrieben in

Obermannet al., 1996) wurden mit 10µl Ligationsansatz (s. Abschnitt 2.2.6) oder 50 ng zir-

kulärer Plasmid-DNA gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nacheinem Hitzeschock von
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80 sec bei 42◦C (Wasserbad) wurde der Ansatz 5 min auf Eis gekühlt, mit 1 ml SOC-Medium

versetzt und 1 h bei 37◦C im Scḧuttler inkubiert. Nach Sedimentation (Tischzentrifuge) wurde

das Pellet in 100µl SOC-Medium aufgenommen und auf LB-Agar-Platten mit entsprechen-

den Antibiotika-Zus̈atzen ausplattiert und̈uber Nacht bei 37◦C inkubiert. F̈ur Blau-Weiß-

Selektionen wurde den Platten 0,5 mM IPTG und 80µg/ml X-Gal zugesetzt.

Alternativ konnten Bakterien auch durch Elektroporation transformiert werden (beschrieben in

Kempa, 2001). Verwendete Parameter waren hierbei: Spannung 2,5 kV, Kapaziẗat 25 mF und

Widerstand 300 MΩ.

2.2.8 Isolierung von Plasmid-DNA

Für Plasmid-Isolierungen im Mini-Maßstab wurden 3–10 ml LB-Medium (versehen mit ent-

sprechenden Antibiotika) mit einer einzelnen Kolonie angeimpft undüber Nacht bei 37◦C im

Scḧuttler inkubiert (̈Ubernachtkultur,̈UNK).

Für die meisten Anwendungen erfolgte die Isolierung von Plasmid-DNA ausÜbernachtkulturen

durch TELT-Puffer-Lyse und anschließende Fällung (Pacholsky, 2003). DNA für Sequenzierun-

gen wurde mit demWizard Plus SV Miniprep Kit(Promega) aufgereinigt. Quantifizierungen von

DNA-Mengen wurden relativ zu Standards (MassRuler DNA Ladder, Fermentas) mit Hilfe der

QuantityOne-Software (Biorad) vorgenommen.

Die Pr̈aparation gr̈oßerer DNA-Mengen erfolgte ausgehend von 25–50 mlÜNK mit Hilfe des

Plasmid Midi Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben. Die Reinheit und Konzentration der DNA

wurden spektroskopisch durch Messung der Absorption bei 260 nm und 280 nm in TE-Puffer

(10 mM Tris/HCl, 1 m EDTA, pH 8,0) bestimmt.

Um die Integriẗat der Klonierungsendprodukte zuüberpr̈ufen, wurden die Plasmide durch kom-

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

2.3.1 Transformation in L40

2.3.1.1 Pr̈atransformation

Plasmidfreie L40-Hefen wurden̈uber Nacht bei 30◦C in YPD kultiviert. 1,5 ml der Kultur

wurden pelletiert (5000g, 5 min), in 500µl Transformationsmischung (s. u.) resuspendiert und

15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zusatz von 50µl DMSO wurden die Hefen einem

Hitzeschock von 12 min bei 42◦C (Wasserbad) ausgesetzt, pelletiert, mit Wasser gewaschen

und in 1 ml YPD-Medium 1 h bei 30◦C gescḧuttelt. Die Hefen wurden erneut mit Wasser

gewaschen, in 80µl TE aufgenommen und auf entsprechende Selektionsmedien (DOB-L für

pACT2, DOB-W f̈ur pLexPd) ausplattiert. Nach 3–5 Tagen bei 30◦C wurden transformierte

Kolonien sichtbar.

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

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

2.3.1.2 Kotransformation

Die Ansatzgr̈oße wurde je nach Art des Experiments variiert. Für die Kotransformation mit

einer cDNA-Bibliothek wurde eine prätransformierte L40 Kolonie in 50 ml Selektionsme-

dium (DOB-W) inokuliert und 12-20 h bei 30◦C im Scḧuttler inkubiert. Mit Hilfe einer

Neubauer-Z̈ahlkammer wurde die Zellzahl bestimmt, eine entsprechendeMenge Kultur

pelletiert und in 300 ml YPD resuspendiert, so dass eine Zelldichte von ca. 5·106 /ml erreicht

wurde. Die Hefen wurden bei 30◦C bis zu einer Zelldichte von 2·107 /ml kultiviert (ca.

3-4 h), pelletiert, mit Wasser gewaschen und in 6 ml 100 mM LiAcetat aufgenommen. Nach

15 min Inkubation bei 30◦C wurde erneut pelletiert, in 21,6 ml Transformationsmischung

(s. u.) resuspendiert und 30 min bei 30◦C inkubiert. Nach Zugabe von 0,1 Volumina DMSO

erfolgte ein Hitzeschock von 15 min bei 42◦C (unter Schwenken, Wasserbad). Die Hefen

wurden mit Wasser gewaschen, in 80 ml YPD bei 30◦C 1 h lang gescḧuttelt, erneut gewaschen

und auf ca. 30 Selektionsplatten (14 cm, DOB-LWH) ausplattiert. Zur Bestimmung der

Transformationseffizienz wurden definierte Verdünnungen auf DOB-LW ausplattiert. Nach 5-7

Tagen bei 30◦C wurden kotransformierte Kolonien sichtbar.

Für gezielte Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente wurde das Protokoll wie folgt modifiziert: Die
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pelletierten Hefen wurde in 1,5 ml 100 mM LiAcetat aufgenommen. Je 100µl davon wurden

mit 700 µl Transformationsmischung, die jedoch 1µg Plasmid-DNA enthielt, resuspendiert.

Die Ans̈atze wurden nach dem Hitzschock (12 min) wie prätransformierte Hefen behandelt

(s. o.) und auf Selektionsplatten (DOB-LW) ausplattiert.

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

2.3.2 Selektion auf Aminos̈auremangelmedien

Das Prinzip des verwendeten Hefe-Doppel-Hybrid-Systems ist mehrfach beschrieben worden

(Fields und Song, 1989; Vojteket al., 1993; Clontech, 2000).

Die Abwesenheit von Leucin bzw. Tryptophan im Medium (DOB-L/DOB-W) wurde benutzt,

um auf Transformation mit pACT2 bzw. pLexPd zu selektieren. Kotransformierte Hefen wur-

den auf DOB-LW selektiert.

Pr̈atransformierte Hefen wurden mit Histidin-Mangelmedium (DOB-H) auf Autoaktivierung

überpr̈uft. Wiesen die Hefen autoaktivierendes Potential auf, wurde allen weiteren Medien

1–5 mM 3-Aminotriazol (3-AT) zugesetzt.

Eine Aktivierung desHIS3-Reportergenes (d. h. Test auf Interaktion) wurde auf DOB-LWH

Plattenüberpr̈uft. Durch zugesetztes 3-AT (0,5–5 mM) konnte die Stärke der Aktivierung semi-

quantitativ abgescḧatzt werden.

2.3.3 ß-Galactosidase-Assays

Neben demHIS3-Reportergen verfügen L40-Hefen̈uber einlacZ-Reportergen, dessen Aktivie-

rung durch Messung der ß-Galactosidase-Aktivität qualitativ und quantitativ analysiert werden

kann.

2.3.3.1 Festphasen-Assay

Hefen wurden auf Nitrozellulose (Schleicher und Schüll, Dassel) angeimpft und auf entspre-

chenden Mangelmedien bei 30◦C 2–3 Tage kultiviert. Die Hefen wurden durch wiederholtes

Einfrieren in fl̈ussigem Stickstoff und Auftauen lysiert, die Nitrozellulose auf ein Filterpapier,
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getr̈ankt mit X-Gal-F̈arbel̈osung (s. u.), gelegt und bei 37◦C inkubiert. Die Blauf̈arbung wurde

nach 30 min bis 4 h dokumentiert.

X-Gal-Färbel̈osung: 30µl ß-ME, 170µl X-Gal (50 mg/ml in DMF), 10 ml Z-Puffer

Z-Puffer: 60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4, pH 7,0

2.3.3.2 Fl̈ussigphasen-Assay

Die Messung der ß-Galactosidase-Aktivität in Flüssigphase erm̈oglicht quantitative Aussagen

über die Aktivierung deslacZ-Reportergenes (Clontech, 2000).

4 ml YPD-Medium wurden mit 1 ml einer Hefen-ÜNK angeimpft und bei 30◦C im Scḧuttler

3 h lang inkubiert. Bei der Ernte wurde die OD bei 600 nm bestimmt und ein Aliquot (1,5 ml)

pelliert, mit Z-Puffer gewaschen und in 100µl Z-Puffer resuspendiert. Nach Lyse durch 5

Einfrier-Auftau-Zyklen (s. 2.3.3.1) wurden 700µl ß-ME/Z-Puffer zugegeben und die Re-

aktion durch 160µl ONPG-Substratl̈osung gestartet. Die Inkubation erfolgte bei 30◦C bis

Gelbf̈arbung beobachtbar war (2-16 h). Nach Abstoppen der Reaktionmit 400µl 1 M Na2CO3

wurden Zelltr̈ummer abzentrifugiert (13000 rpm, 15 min) und die OD desÜberstandes bei

420 nm bestimmt. Als Leerwert diente eine gleichartig behandelte Probe ohne Hefen. Die

ß-Galactosidase-Aktivität A ergibt sich wie folgt (Miller, 1972):

A =
1000 · OD420

t · V · OD600

t Inkubationszeit, V Verd̈unnungsfaktor (hier 15), OD420 und OD600 Optische Dichten bei 420 nm und 600 nm

ß-ME/Z-Puffer: 0,27 ml ß-ME auf 100 ml Z-Puffer

ONPG-Substratlösung: 4 mg/ml ONPG in Z-Puffer

2.3.4 Isolation von Plasmid-DNA aus Hefen

Um mögliche Interaktionspartner aus einem cDNA-Bibliotheks-Screen zu identifizieren,

wurden Beuteplasmide (pACT2) aus kotransformierten Hefen isoliert, die eine deutliche

Aktivierung beider Reportergene zeigten. Dazu wurden 5 ml Selektionsmedium (DOB-L)

angeimpft und bei 30◦C über Nacht gescḧuttelt. Die Hefen wurden pelletiert, mit 0,3 ml

Hefe-Lysispuffer (s. u.), 0,3 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und 0,3 ml
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Glasperlen (d = 0,2 mm, Roth) gemischt und 2 min gevortext. Nach Zentrifugation (13000 rpm,

5 min) wurde die ẅassrige Phase mit 0,2 Volumina 3 M NaCl und 0,75 Volumina Isopropanol

gef̈allt, zentrifugiert (13000 rpm, 5 min), das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und in 20µl

Wasser gel̈ost. F̈ur die nachfolgende Elektrotransformation inE. coli wurde 1µl isolierte DNA

verwendet.

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

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Expressionskulturen

Für die Expression rekombinanter Proteine wurdenE. coli BL21 Sẗamme verwendet, die mit

cDNA-Fragmenten – kloniert in prokaryotische Expressionsplasmide – transformiert wurden.

200 ml LB- bzw. SOC-Medium (mit entsprechenden Antibiotika) wurden 1:100 mit einer̈UNK

angeimpft, bei 37◦C bis zu einer OD600 von 0,8–1,0 kultiviert und die Proteinexpression durch

Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert. Zur Expression von LIM-Domänen wurde dem Medi-

um 0,2 mM ZnCl2 zugesetzt. Die Kulturen wurden weitere 3-4 h lang bei 30◦C gescḧuttelt,

anschließend pelletiert (5000g, 10 min) und bis zur Aufreinigung bei -20◦C gelagert.

2.4.2 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Soweit nicht anders vermerkt, erfolgen alle nachfolgendenSchritte bei 4◦C.

2.4.2.1 Aufreinigung unter Verwendung des His6-Tags

Die Reinigung erfolgte mit Hilfe desQiaExpressionist-Kitunter nativen Bedingungen (Qia-

gen). Das Bakterienpellet wurde aufgetaut (15 min), in 5 ml Lysispuffer (s. u.) resuspendiert

und 30 min lysiert. Nach Ultraschallbehandlung (3x 10 sec bei 50 W) wurden unl̈osliche

Bestandteile sedimentiert (18000g, 20 min) und derÜberstand mit 1 ml Ni-NTA-Agarose

(Qiagen) unter Schwenken inkubiert. Die Ni-NTA-Agarose wurde auf eine Leers̈aule (Qiagen)

überf̈uhrt, dreifach mit 5 ml Waschpuffer (s. u.) gewaschen und gebundenes Protein mit
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5x 250µl Elutionspuffer (s. u.) eluiert. Die Fraktionen mit dem höchsten Proteingehalt wurden

zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

Ni-NTA-Lysispuffer: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 1 mg/ml Lysozym, Protease-
inhibitoren, pH 8,0

Ni-NTA-Waschpuffer: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0

Ni-NTA-Elutionspuffer: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, Proteaseinhibitoren, pH 8,0

Proteaseinhibitoren: 5µM E64, 1µg/ml Leupeptin, 10µg/ml Trypsin-Inhibitor, 0,25µg/ml Pepstatin A

2.4.2.2 Aufreinigung unter Verwendung des GST-Tags

Zur Reinigung von GST-Fusionsproteinen erfolgt die Lyse undUltraschallbehandlung von

Bakterienpellets wie unter 2.4.2.1 beschrieben (Lysispuffer s. u.). Vor der Zentrifugation wurde

Triton X-100 zugegeben (Endkonzentration 1 %). Die lösliche Proteinfraktion wurde mit

500 µl GSH-Agarose (Glutathione-Uniflow Resin, Clontech) 1 h unter Schwenken inkubiert,

dreimal mit 5 ml PBS gewaschen und gebundenes Protein mit 5x 250 µl Elutionspuffer (s. u.)

eluiert. Die Fraktionen mit dem höchsten Proteingehalt wurden gegen PBS dialysiert und zur

weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

GST-Lysispuffer: 1 mg/ml Lysozym, Proteaseinhibitoren inPBS

GST-Elutionspuffer: 5 mM GSH, 50 mM Tris/HCl, Proteaseinhibitoren, pH 8,0

PBS: 0,14 M NaCl, 3 mM KCl, 2 mM K2HPO4, 10 mM Na2HPO4, pH 7,4

2.4.3 Proteinbestimmungsmethoden

2.4.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Für die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurde dasProtein Assay Kit(Biorad) nach

Angaben des Herstellers verwendet. Die Proteine wurden in PBS verd̈unnt, mit Reagenz ver-

setzt und nach 5 min die OD bei 650 nm im ELISA-Reader bestimmt.Als Kalibrierstandards

dienten Verd̈unnungen vonγ-Globulin in PBS (0–200µg/ml). Es wurden routinem̈aßig Drei-

fachbestimmungen durchgeführt.
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2.4.3.2 Proteinbestimmung mit Hilfe von Extinktionskoeffizienten

Eine Alternative zu relativen Proteinbestimmungsmethoden stellt die Messung der Extinktion

bei bekannter Aminos̈auresequenz dar.

Die Extinktion (bei 280 nm) von Proteinlösungen wurde in 6 M Guanidin-Hydrochlorid

(GuHCl) an einem UV-VIS Spektrometer bestimmt. Mit Hilfe eines Inkrementsystems, das

die Aminos̈auren Tryptophan, Tyrosin und Cystein berücksichtigt (Paceet al., 1995), wurden

Extinktionskoeffizienten (s. u.) berechnet und die Proteinkonzentration ermittelt.

Verwendete molare Extinktionskoeffizientenǫ (in l/mol/cm):

NRAP LI: 17 510, NRAP LIr02: 35 430, MLP WT: 23 650, MLP C58G: 23 525, α-Actinin 2: 125 620

2.4.4 Zinkbindungsexperimente

Definierte Mengen gereinigter, rekombinanter Proteine (0,1–2 mg) wurden lyophilisert und

mit 0,25 ml Salpeters̈aure (65 % (w/v), Suprapur, Merck) bei RT̈uber Nacht oxidiert.

Die Proben wurden mit 10 ml Wasser aufgefüllt und der Zinkgehalt durch Messungen bei

213,8 nm (Zinklinie 122. Ordnung) an einem Induktiv-gekoppelten-Plasma-Atom-Emissions-

Spektrometer (ICP-AES) bestimmt. Als Leerwert diente eine gleichartig behandelte Probe ohne

Protein. Mit Hilfe der bekannten eingesetzten Proteinmenge (Proteinbestimmung eines Aliquots

nach 2.4.3.2) wurde das Verhältnis gebundene Zink-Ionen pro Molekül berechnet.

2.4.5 Thermolysin-Verdau

Proteinl̈osungen (ca. 1 mg/ml in PBS) wurden mit Thermolysin (E.C.3.4.24.27, Sigma; 3000-

facher molarer Unterschuss) bei 37◦C inkubiert. Nach definierten Zeitpunkten wurde der Ver-

dau durch Zugabe von SDS-Probenpuffer gestoppt. Nach Denaturierung (2 min bei 95◦C)

wurden die Proben durch SDS-PAGE nach Schägger und Von Jagow analysiert.

2.4.6 Gelelektrophorese

2.4.6.1 SDS-PAGE nach Laemmli

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte routinem̈aßig mit

einem SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese-System (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970).
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Dazu wurden diskontinuierliche Gele (Trenngele 8 bis 14 % PAA (Roth), Sammelgel 3 % PAA)

verwendet. Die Protein-Proben wurden vor dem Auftragen mit0,25 Volumina Probenpuffer

(s. u.) versetzt und 2 min bei 95◦C denaturiert. Nach stromkonstanten Lauf (15 mA pro

Gel) wurden die Gele mit Coomassie G250 (Serva, Heidelberg) gefärbt oder die Proteine auf

Nitrozellulosemembranen transferiert.

SDS-Probenpuffer (5-fach): 5 mM EDTA, 30 % Glycerol, 60 mM Tris/HCl, 15 % SDS, 7,5 % ß-ME,
0,1 % Bromphenolblau, pH 6,8

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

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

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

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,8

Coomassie-F̈arbel̈osung: 0,1 % Coomassie G250, 50 % (v/v) Methanol, 20 % (v/v) Essigs̈aure

Entfärber: 10 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsäure

2.4.6.2 SDS-PAGE nach Scḧagger und Von Jagow

Für die Auftrennung von kleinen Proteinfragmenten und Peptiden wurde ein SDS-PAGE-

System nach Schägger und Von Jagow (1987) verwendet. Es verfügt über eine bessere

Trennleistung und unterscheidet sich vom Laemmli-System darin, dass Stufengradientengele

(16,5 % PAA, 10 % PAA, 4 % PAA) und getrennte Anoden/Kathoden-Puffer (s. u.) verwendet

werden.

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

Gelpuffer (3-fach): 3 M Tris/HCl, 0,3 % SDS, pH 8,45

Anodenpuffer: 0,2 M Tris/HCl, pH 8,9

Kathodenpuffer: 0,1 M Tris/HCl, 0,1 M Tricin, 0,1 % SDS, pH 8,25

2.4.6.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese

(non equilibrium pH gradient electrophoresis, NEPHGE)

Für die Auftrennung nach Ladungseigenschaften wurden NEPHGE-Kapillargele (s. u.)

gegossen (O’Farrellet al., 1977). Die Proben wurden mit 5 Volumina 1 % ß-ME in Ethanol

gef̈allt (30 min, -80◦C) und zentrifugiert (22000g, 20 min, 4◦C). Das Pellet wurde mit 1 %

ß-ME in Ethanol gewaschen, getrocknet, in 5µl NEPHGE-Probenpuffer (s. u.) aufgenommen

und 30 min bei 37◦C inkubiert. Die Proben wurden auf die Kapillargele aufgetragen und mit
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10 µl Overlaypuffer (s. u.)̈uberschichtet. Die Auftrennung erfolgte bei 400 Vüber 4 h, wobei

Zytochrom c als Markerprotein diente. Nach Beendigung des Laufes wurden die Gele aus den

Kapillaren herausgedrückt, 5 min mit Äquilibrierungspuffer (s. u.) inkubiert und bei -80◦C

gelagert.

Die Auftrennung nach dem Molekulargewicht in der zweiten Dimension erfolgte mittels

SDS-PAGE nach Laemmli.

NEPHGE-Kapillargele: 9 M Harnstoff, 4 % Acrylamid, 2 % NP-40, 1,5 % Ampholyte 7-9,
0,5 % Ampholyte 8-10

NEPHGE-Probenpuffer: 9,5 M Harnstoff, 2 % NP-40, 2 % Ampholyte 7-9, 1 % ß-ME

Overlaypuffer: 8 M Harnstoff, 5 % NP-40, 1 % Ampholyte 7-9, 5 %ß-ME

Kathodenl̈osung: 10 mM H3PO4

Anodenl̈osung: 20 mM NaOH

Äquilibrierungspuffer: 60 mM Tris/HCl, 2 % SDS, 100 mM DTT, 10 % Glycerol, 0,05 % Brom-
phenolblau, pH 6,8

2.4.7 Proteintransfer

2.4.7.1 Semidry-Methode

Der Proteintransfer auf Nitrozellulose (Roth) im Semidry-Verfahren erfolgte zwischen mit

Transferpuffer getr̈ankten Filterpapieren (Whatman, Roth; 20 % (v/v) Methanol in SDS-

Laufpuffer) 90 min lang bei 54 mA pro Gel. Die Effizienz des Transfers wurde durch F̈arbung

mit Ponceau-Rot (s. Abschnitt 2.4.7.2)überpr̈uft.

2.4.7.2 Tankblot-Methode

Für einen besonders effizienten Transfer und große Proteine (> 100 kD) wurde ein

Tankblotpuffer-System (s. u.) bei 4◦C verwendet. Die Stromstärke und Transferdauer

wurden an die Proteingröße angepasst (1–3 Ah; z. B. 3 h bei 330 mA für 50 kD sowie 15 h bei

200 mA für 200 kD).

Ponceau-Rot-F̈arbel̈osung: 0,1 % (w/v) Ponceau-Rot, 3 % (w/v) Trichloressigsäure

Tankblotpuffer: 25 mM Tris, 18 % (v/v) Methanol, 192 mM Glycin, 0,01 % SDS
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2.4.8 Immundetektion

Die Nitrozellulose-Membranen wurden mit Magermilchpulver blockiert (Humana, 4 % (w/v)

in TBST). Nach Inkubation mit prim̈arem Antik̈orper (verd̈unnt in Blockierl̈osung; RT 1,5 h

oder 4 ◦C über Nacht) wurde mehrfach mit TBST gewaschen und anschließend mit Se-

kund̈arantik̈orper inkubiert (HRPO-Konjugate verdünnt in TBST; 1 h bei RT). Nach weiterem

Waschen wurden die gebundenen konjugierten Enzyme durch Chemilumineszenz (ECL)

detekiert.

Eine quantitative, densitometrische Auswertung digitalisierter Blots erfolgte mit Hilfe der

QuantityOne-Software (Biorad).

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

ECL-Kit: SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, Perbio, Bonn)

ECL-Filme: Hyperfilm ECL (Amersham)

2.4.9 Immunpräzipitation

Für Immunpr̈azipitationsexperimente wurden rekombinante Proteine (je 0,2 nmol) und An-

tikörper (ca. 1µg) in IP-Puffer (s. u.) gemischt und bei 4◦C 1 h inkubiert. Nach Zugabe von

40 µl Protein-G-Beads (Dynabeads, Dynal Biotech, Hamburg) wurdeweitere 30 min bei 4◦C

unter Schwenken inkubiert. Die Beads wurden anschließend dreifach mit IP-Puffer ohne BSA

gewaschen und die gebundenen Proteine mit 20µl SDS-Probenpuffer (2-fach) eluiert.

Kompetitionsexperimente (s. Abschnitt 3.3.2.2) wurden unter identischen Bedingungen

durchgef̈uhrt, die Proteinmengen jedoch variiert (40 pmol bis 1 nmol MLP WT).

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

2.4.10 Antigen-Antikörper-Blockierungsassay

Um die Spezifiẗat eines polyklonalen Antik̈orpers zu überpr̈ufen bzw. durch selektive

Absättigung regionsspezifische Seren zu erhalten, wurden Verdünnungen des Antik̈orpers

(10-fache Konzentration der̈ublichen Verd̈unnung) mit rekombinanten Proteinfragmenten

(100 µg/ml) bei 4 ◦C über Nacht inkubiert. Als Kontrolle diente eine Inkubationmit einem
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nicht-relevanten Kontrollprotein. Nach Zentrifugation (13000 rpm, 3 min) wurden die Ansätze

für Westernblot- und Immunfluoreszenz-Analysen eingesetzt.

2.4.11 Westernblot- und Dotblot-Overlay-Experimente

Für Dotblot-Overlay-Experimente wurden Verdünnungen rekombinanter Proteine (je 1µl) auf

Nitrozellulose-Membranen (BA-85, Schleicher und Schüll) aufgebracht. Als Kontrolle diente

BSA (1 mg/ml). Die Streifen wurden luftgetrocknet.

Für Westernblot-Overlay-Experimente dienten auf Nitrozellulose transferierte Proteine (je

5 µg), die zuvor durch SDS-PAGE aufgetrennt wurden.

Nach Blockierung mit Magermilchpulver bei 4◦C über Nacht (s. Abschnitt 2.4.8) wurden die

Membranen mit Protein, verdünnt in Blockierl̈osung, 1,5 h bei RT inkubiert. Die Membran-

streifen wurden dreifach mit TBST gewaschen und gebundenes Proteinüber seinen Immunotag

nachgewiesen (s. Abschnitt 2.4.8).

2.4.12 In vitro Phosphorylierung

Für in vitro Phosphorylierungen wurden je 5µg rekombinante Proteinfragmente mit 20 U

aktivierter, rekombinanter p42-mitogen activated protein kinase(p42-MAPK; New Eng-

land BioLabs, Frankfurt/M.) und 100µM ATP (1 µCi γ-[33P]-ATP, Hartmann Analytic,

Braunschweig) in 20µl Kinase-Puffer (s. u.) 30 min bei 30◦C inkubiert. Die Reaktionen

wurden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer und anschließende Denaturierung (95◦C, 2 min)

gestoppt. Nach Auftrennung der Proben durch SDS-PAGE wurden die getrockneten Gelëuber

Nacht autoradiographiert.

Für Westernblot-Overlay-Experimente und zweidimensionale Elektrophorese erfolgte die

Phosphorylierung nur mit nicht-markiertem ATP (2 mM). Für die zweidimensionale Elek-

trophorese wurden auch Phosphorylierungen mit Triton-Extrakten von HSkM-Zellen (10µg

Gesamtprotein, s. Abschnitt 2.5.3) durchgeführt.

Kinase-Puffer: 50 mM Tris/HCl, 10 mM MgCl2, 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

Für die Identifizierung von Phosphopeptiden wurden rekombinante Proteinfragmente mit und

ohne p42-MAPK in 10-facher Ansatzgröße inkubiert (s. Abschnitt 2.4.12), mit 0,5µg Trypsin

(sequencing grade, Roche Diagnostics) in 50 mM NH4HCO3 (pH 7,8) bei 37◦C über Nacht

verdaut und anschließend lyophilisiert. Die erhaltenen Peptide wurden in 100µl 0,1 % (v/v)

Trifluoressigs̈aure gel̈ost undüber Umkehrphasen HPLC auf einer C18 Säule aufgetrennt. Die

Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten von 0–80 % (v/v) Acetonitril in 0,1 % (v/v)

Trifluoressigs̈aure.

2.4.14 Massenspektrometrie

Ein Aliquot (1 µl) der Elutionsfraktionen (s. Abschnitt 2.4.13) wurde auf dem Probenhal-

ter mit 1,5µl Matrixl ösung (15 mg/ml DHB in 30 % Ethanol) gemischt und luftgetrocknet.

Anschließend wurden die Massenspekten an einem MALDI-TOF-Spektrometer im Reflektor-

Modus aufgenommen.

Für Fragmentierungsspektren wurde ein Fragmention im Quadrupol-Massenspektromter se-

lektiert und durch Kollision mit Argon die Fragmentierung angeregt. Da das Gerät mit einer

Nano-ESI-Quelle ausgestattet war, konnten die Elutionsfraktionen hierbei ohne Vorbehandlung

eingesetzt werden.

2.5 Zellbiologische Methoden, Indirekte Immunfluoreszenz

und Mikroskopie

2.5.1 Zellkultur

Standard-Zellkulturtechniken (Auftauen, Passagieren und Einfrieren) wurden nach Freshney

(2000) und den Empfehlungen derEuropean Collection of Animal Cell Cultures(ECACC)

durchgef̈uhrt. Alle verwendeten Zellen wurden bei 37◦C, 5 % CO2 und 100 % relativer Luft-

feuchte kultiviert. Die verwendeten Kulturmedien sind in Tab. 2.7 angegeben.
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2.5.1.1 PtK2-Zellen

PtK2-Zellen wurden als leicht transfizierbares Modellsystem für Nicht-Muskel-Zellen verwen-

det. Die Kultivierung erfolgte in PtK-Medium. Die Zellen wurden f̈ur Transfektionen bei einer

Konfluenz von 80 % eingesetzt.

2.5.1.2 HSkM-Zellen

HSkM-Zellen wurden als Modellsystem für die myogene Differenzierung verwendet (Van der

Ven et al., 1992, 1993). Unter proliferierenden Bedingungen (HSkM-Proliferations-Medium)

wurden die Zellen bis zur fast vollständigen Konfluenz vermehrt. Die myogene Differenzierung

wurde durch den Wechsel einer konfluenten Kultur auf HSkM-Differenzierungs-Medium indu-

ziert, welches nach 2 Tagen zu 50 % erneuert wurde.

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

bildeten innerhalb von 4 Tagen kontraktile Myofibrillen aus.

2.5.1.3 C2C12-Zellen

C2C12-Zellen dienten als transfizierbares Modellsystem für die Muskeldifferenzierung. Die

Zellen wurden entweder unter proliferierenden Bedingungenkultiviert (C2C12-Proliferations-

Medium) oder bei 100 % Konfluenz die myogene Differenzierunginduziert (C2C12-

Differenzierungs-Medium). Auch bei diesen Zellen erfolgte 2 Tage nach Induktion der Dif-

ferenzierung ein 50 %-iger Mediumwechsel.

2.5.1.4 NRC

Die Isolation, Kultur und Transfektion neonataler Rattenkardiomyocyten wurde von E. Ehler

(King’s College London, GB) durchgeführt (Langeet al., 2002).
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2.5.2 Transiente Transfektionen

Für Transfektionen1 wurde das Transfektionsreagenz FuGene6 (Roche Diagnostics) nach An-

gaben des Herstellers verwendet. Es wurden PtK2- und C2C12-Zellen (80 % Konfluenz) in

35 mm Kulturschalen transfiziert. Dazu wurde ein Gemisch aus2 µg der zuübertragenden

DNA mit 6 µl Transfektionsreagenz in 100µl DMEM in das Kulturmedium gegeben. Nach

12–24 h erfolgte ein Mediumwechsel, C2C12-Zellen wurden dabei zur Differenzierung indu-

ziert. Die Expressionsanalyse der rekombinanten Proteineerfolgte 36–48 h nach Transfektion

für PtK2 und 2–4 Tage nach Induktion der Differenzierung für C2C12-Zellen.

2.5.3 Herstellung von Zell- und Gewebeextrakten

2.5.3.1 SDS-Totalextrakte

Gefrorene Gewebeproben (Biopsiematerial) wurden unter Kühlung mit fl̈ussigem Stickstoff

pulverisiert und in SDS-Probenpuffer (2-fach, vorgewärmt auf 65◦C) aufgenommen. Kultivier-

te Zellen wurden zweifach mit kaltem PBS gewaschen und die Zellen nach Zugabe von vor-

geẅarmten SDS-Probenpuffer (2-fach) mit einem Zellschaber von der Kulturschale abgelöst.

Anschließend wurde in beiden Fällen 15 min bei 65◦C inkubiert, sonifiziert (10 sec, 20 W) und

unlösliche Anteile durch Zentrifugation abgetrennt (13000 rpm, 15 min). Die Extrakte wurden

bei -80◦C gelagert.

2.5.3.2 Triton-Extrakte

Kultivierte Zellen (100 mm Schalen) wurden zweifach mit kaltem PBS gewaschen, mit einem

Zellschaber von der Kulturschale abgelöst, in 1,5 ml PBS (mit Proteaseinhibitoren und 0,5 mM

SoV) aufgenommen und durch Zentrifugation pelletiert (900g, 5 min, 4◦C).

Das Zellpellet wurde in Extraktionspuffer (s. u.) resuspendiert und 1 h auf Eis lysiert. Durch

anschließende Zentrifugation (22000g, 15 min, 4◦C) wurden unl̈osliche Anteile abgetrennt.

Der Proteingehalt der Extrakte wurde nach Bradford bestimmt, die Extrakte mit Glycerol

(10 % (v/v) Endkonzentration) versetzt und bei -80◦C gelagert.

1Da keine stabilen Transfektionen durchgeführt wurden, wird der Begriff
”
Transfektion“ synonym f̈ur

”
transi-

ente Transfektion“ verwendet.
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Extraktionspuffer: 1 % Triton X-100, 20 mM Tris/HCl, 2 mM EDTA, 138 mM NaCl, 5 mM DTT,
100 mM KCl, 0,5 mM SoV, Proteaseinhibitoren, pH 7,6

2.5.4 Gefrierschnitte von Geweben

Eine Ratte (Rattus norvegicus) wurde durch Genickbruch getötet und die Organe (z. B. Herz,

M. soleus) präpariert. Die entnommenen Organe wurden sofort in flüssigem Stickstoff schock-

gefroren und bei -80◦C gelagert. Desweiteren stand bei -80◦C gelagertes humanes Biopsiema-

terial zur Verf̈ugung.

Es wurden 5–10µm dicke Gefrierschnitte an einem Gefriermikrotom bei -20◦C angefertigt,

diese auf Objekttr̈agerüberf̈uhrt, 30 min bei RT getrocknet und bis zur Fixierung bei -80◦C

gelagert.

2.5.5 Fixierung und Permeabilisierung von Zellen und Gefrierschnitten

2.5.5.1 Methanol-Aceton-Methode

Gewebe-Gefrierschnitte und auf Deckgläsern kultivierte HSkM-Zellen wurden routinemäßig

mit dieser Methode fixiert; HSkM-Zellen wurden zuvor zweifach mit PBS gewaschen (RT).

Für die Fixierung und Permeabilisierung wurde mit Methanol (5 min, -20◦C) und anschließend

mit Aceton (1 min, -20◦C) behandelt. Die fixierten Proben wurden luftgetrocknet undbei -

80 ◦C gelagert.

2.5.5.2 Formaldehyd-Triton-Methode

Auf Deckgl̈asern kultivierte PtK2-Zellen wurden routinemäßig mit dieser Methode fixiert, da

dies die Anf̈arbung von F-Actin mit Phalloidin-Derivaten ermöglichte. Die Zellen wurden zwei-

fach mit PBS gewaschen und mit 3,7 (v/v) % Formaldehyd in PBS 10 min bei RT fixiert. Nach

Waschen mit PBS schloss sich eine Permeabilisierung mit 0,5 (v/v) % Triton X-100 in PBS

(10 min bei RT) an. Die Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen und kurzfristig bei 4◦C

gelagert.
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2.5.6 Indirekte Immunfluoreszenz

In der Regel wurden Doppelmarkierungen (
”
rot/grün“) bzw. Dreifachmarkierungen (

”
rot/grün/

blau“) durchgef̈uhrt. Die dazu verwendeten primären Antik̈orper sind in Tab. B.1 zusam-

mengefasst. Als Sekundärantik̈orperkonjugate wurden gegen Immunglobuline (Ig) gerichtete

Antikörper der Ziege verwendet (Spezies- und z. T. Ig-Subklassen-spezifisch; Tab. B.2), die mit

Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert waren. F-Actin wurde in der Regel mit CPITC-Phalloidin

angef̈arbt (Smallet al., 1988; Sigma).

Fixierte Zellen auf Deckgläsern und Gewebsschnitte wurden mit PBS gewaschen, mit

10 % NGS in PBS blockiert (30 min, RT) und mit Verdünnungen der prim̈aren Antik̈orper in

PBST inkubiert (1 h). Nach zweifachem Waschen mit PBST (5 min) wurden die Proben mit

geeigneten Sekundärantik̈orper-Konjugaten (und ggf. Phalloidin-Konjugat), verdünnt in PBST,

1 h lang inkubiert, erneut gewaschen und mit Mowiol (Calbiochem, Heidelberg) eingebettet.

Nach Trocknungüber Nacht konnten die Präparate mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes

analysiert werden.

PBST: 0,05 % Tween-20 in PBS

Mowiol: 10 % Mowiol 4-88, 25 % Glycerol, 0,1 M Tris/HCl, 0,4 % N-propyl-gallat, pH 8,5

2.5.7 Mikroskopie und Bildbearbeitung

Für mikroskopische Aufnahmen wurde ein Axioplan2-Mikroskop (Zeiss, Jena) mit einem

Neofluar-Objektiv (63x/1,25,̈Ol, Zeiss) und einer CCD-Kamera (Visitron, Puchheim) ver-

wendet. Dabei standen verschiedene Filtersätze zur Verf̈ugung (Zeiss, Tab. B.3). Ausgewählte

Pr̈aparate wurden mit einem konfokalen Mikroskop analysiert (Baumann, 2004).

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

digitale Nachbearbeitung mit Bildbearbeitungsprogrammen(Adobe Photoshop, CorelDraw).



Material und Methoden 41

2.6 Sonstige Methoden

2.6.1 Bioinformatische Analysen und Werkzeuge

Für die Suche nach Datenbankeinträgen und BLAST-Analysen (Altschulet al., 1997), insbe-

sondere von Nukleinsäure-Sequenzen, wurden die online verfügbaren Angebote desNational

Center of Biotechnology Information(NCBI) genutzt.

Aminos̈auresequenzen wurden mit den Werkzeugen ‘Predict Protein’(European Molecular

Biology Laboratory, EMBL) und ‘ProSite’ (Expert Protein Analysis System, ExPaSy) analy-

siert. Cluster-Analysen wurden mit Hilfe des Programmes ‘Clustal W’ (Thompsonet al., 1994;

EMBL) durchgef̈uhret und die Ergebnisse mit ‘TreeView’ dargestellt.

Für sonstige Analysen und Darstellungen wurde das Programm ‘BioEdit’ verwendet.

Datenbankeintr̈age, BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Predict Protein http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html

ProSite http://us.expasy.org/prosite

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

TreeView http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

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

2.6.2 Statistische Auswertung von Daten

In der Regel wurden Doppel- bzw. Dreifachbestimmungen durchgeführt, somit lagen zu einem

Experiment mehrere Messwerte vor. Aus diesen wurden der Mittelwert und die Standardabwei-

chung berechnet. Auffällig abweichende Messwerte wurden mit Hilfe des Ausreißer-Tests nach

Grubbs (1969)̈uberpr̈uft (Signifikanznivevau 5 %) und identifizierte Ausreißer von der Mittel-

wertberechnung ausgeschlossen.

Verschiedene Messreihen wurden mit Hilfe desStudent’st-Tests auf signifikante Unterschie-

de gepr̈uft, eine Irrtumswahrscheinlichkeit< 5 % wurde als signifikant angenommen (Sachs,

1984).

In Abbildungen sind in der Regel die Mittelwerte und die dazugeḧorigen Standardabweichun-

gen (als Fehlerbalken) dargestellt, in einigen Fällen sind die Daten auf 100 normiert (Mittelwert

der Kontrollgruppe) .
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Ergebnisse

3.1 Integrine und assoziierte Proteinen in den Zell-Matrix-

Verbindungen differenzierender Skelettmuskelzellen

Die wichtige Rolle des Dystrophin-Sarkoglycan-Komplexes bei der Verankerung der Sarko-

mere an der Zellmembran und bei der Kraftübertragung ist weitgehend akzeptiert (Ervasti,

2003), nicht zuletzt aufgrund der Erkenntnisseüber Erkrankungen im Zusammenhang mit

Proteinen dieses Komplexes (s. Abschnitt 1.3.1). Deutlichweniger istüber die Rolle eines

zweiten Systems von Protein-Komplexen in den Zell-Matrix-Kontakten bekannt, die Integrine

und assoziierte Proteine. Eine Aufgabe dieser Arbeit war es, dieses System von Proteinen in

den sich entwickelnden Costameren zu charakterisieren.

Es wurde zun̈achst davon ausgegangen, dass die Integrin-assoziierten Strukturen in querge-

streiften Muskelzellen weitgehend analog zu denen der Fokalkontakte sind (s. Abschnitt 1.2.2)

und die Dynamik dieser Strukturen hauptsächlich durch die Aktiviẗat von Tyrosin-Kinasen

– insbesondere von FAK und Src – moduliert wird.

Zunächst standen morphologische Vorarbeiten im Vordergrund,die den Umbau von Fokalkon-

taktenüber PLAS zu Costameren in kultivierten, differenzierendenHSkM-Zellen beschreiben

sollten. Dazu wurden die Expression und Lokalisation von Fokalkontakt-Proteinen in kulti-

vierten HSkM-Zellen verschiedener Stadien durch Immunfluoreszenz-Analysen untersucht:

Neben Antik̈orpern gegen Vinculin, den ersten beschriebenen Costamer-Marker, Paxillin
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und FAK wurden Antik̈orper gegen die muskelspezifische ß1D-Integrin-Isoform und gegen

phosphorylierte Tyrosin-Reste verwendet. Ob die Zell-Matrix-Kontakte differenzierender

HSkM-Zellen einëahnliche Heterogenität in der Proteinzusammensetzung wie Fokalkontakte

kultivierter Nichtmuskelzellen aufweisen (Zamir und Geiger, 2001), sollte durch F̈arbungen

mit einem gegen Tensin-gerichteten Antikörper analysiert werden.

Diese Untersuchungen ergaben, dass Vinculin in allen Differenzierungsstadien gleichmäßig

exprimiert wurde und folglich einen differenzierungsunabhängigen Marker f̈ur Zell-Matrix-

Kontakte darstellt. Das muskelspezifische ß1D-Integrin-Epitop kolokalisierte mit Vinculin

nach Beginn der myogenen Differenzierung (Abb. 3.1).

Fokal
kontakte

-
PLAS Costamere

ß1D-Integrin

Paxillin

FAK

Beginn der Differenzierung

Pi-Tyrosin

Vinculin
Tensin

Abbildung 3.1: Zeitliche Expressionsmuster ausgewählter Fokalkontakt-Komponenten im Verlauf der Differen-
zierung kultivierter HSkM-Zellen. Die linke Spalte zeigt die Liste der Proteine, gegen die Antikörper in der
Immunfluoreszenz-Mikroskopie eingesetzt wurden. Die Abszisse gibt den Verlauf der Differenzierung von den
Fokalkontakten zu den Costameren an. Die grauen Balken stellen den f̈ur das jeweilige Protein typischen Verlauf
der Expression dar.

Die Vinculin-Färbung belegte, dass die Zell-Matrix-Kontakte differenzierender Muskelzellen

– im Gegensatz zu den recht einheitlichen Fokalkontakten inproliferierenden Myoblas-

ten – eine erstaunliche Heterogenität aufwiesen: Zum einen befanden sich an den Enden

der elongierten Myotuben relativ große, flächige Fokalkontakte, ẅahrend zahlreiche kleine

Kontakte in zentralen, dem Substrat zugewandten Regionen auftraten. Die Vorl̈auferstrukturen

der Costamere, die PLAS, waren ebenfalls hauptsächlich in zentral gelegenen Regionen zu
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beobachten, bildeten sich aber an der Substrat-abgewandten Oberseite. Da das Protein Tensin

in all diesen Strukturen gleich prominent vertreten war, gibt es keine Hinweise darauf, dass die

morphologisch verschiedenen Zell-Matrix-Kontakte (Tensin-reichen)fibrillar adhesionsoder

(Tensin-armen)focal adhesions(vgl. Tab. 1.1) zugeordnet werden könnten.

Die Anfärbung der beschriebenen Strukturen mit anderen
”
klassischen“ Fokalkontakt-Markern

lieferte überraschende Ergebnisse: Obwohl FAK in den Fokalkontakten proliferierender

Myoblasten prominent angefärbt wurde, nahm die Expression des Proteins kurz nach Beginn

der Differenzierung dramatisch ab und war in adulten Costameren nicht mehr nachweisbar

(Abb. 3.2). Ebenso waren nach Beginn der Differenzierung in den Zell-Matrix-Kontakten keine

an Tyrosin-Resten phosphorylierten Proteine mehr detektierbar. Die Expression des Proteins

Paxillin nahm ebenfalls mit zunehmendem Fortschreiten derDifferenzierung ab, war jedoch

länger als FAK und Phospho-Tyrosin in den Strukturen nachweisbar (Abb. 3.1).

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass Tyrosin-Phosphorylierungen durch die Kinasen

FAK und Src, wennüberhaupt, nur in proliferierenden Myoblasten und frühen Differen-

zierungsstadien die Dynamik der Zell-Matrix-Kontakte beeinflussen k̈onnen. F̈ur sp̈atere

Differenzierungsstadien und adulte Costamere haben diese Signalwege keine Bedeutung.
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HSkM 1d

HSkM 2d

Myokard (Ratte)

Costamer-Marker FAK Overlay

10 µm

HSkM 4d

*
*
*

*

*
*
*

*

Abbildung 3.2: Lokalisation von Costamer-Markern und FAK in differenzierenden HSkM-Zellen und adultem
Gewebe (Myokard der Ratte). Es ist angegeben, für wieviele Tage die HSkM-Zellenin vitro differenziert wur-
den (Reihen 1–3). Erste Spalte: Costamer-Marker (Ponsin),zweite Spalte: FAK, dritte Spalte: Zwei-Kanal-Bild
(Costamer-Marker rot, FAK grün). Die Expression von FAK nimmt nach Beginn der myogenen Differenzierung ab,
in adulten Costameren ist FAK nicht mehr nachweisbar (Reihe4). Angef̈arbte Zell-Matrix-Strukturen in differen-
zierenden HSkM-Zellen:Pfeile - elongierte Fokalkontakte,Pfeilspitzen- kleine Zell-Matrix-Kontakte, * - PLAS.
Anmerkung: Die parallele Anfärbung des Costamer-Markers Vinculin und der FAK ist aufgrund der gleichen Ig-
Subklasse der Antik̈orper nicht m̈oglich. Die Ponsin-F̈arbung ist identisch mit der Anfärbung von Vinculin in
Zell-Matrix- und Zell-Zell-Kontakten.
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In der Literatur werdenlipid rafts als spezialisierte Orte der Signaltransduktion diskutiert (zu-

sammengefasst in Bickel, 2002; Zajchowski und Robbins, 2002). Dabei handelt es sich um

Mikrodomänen in der Zellmembran, die durch eine spezielle Lipidzusammensetzung und ein-

geschr̈ankte Diffusion (liquid-ordered state) charakterisiert sind. In diesen Strukturen wurde ei-

ne erḧohte Konzentration an Signalmolekülen beobachtet, die teilweise durch posttranslationa-

le Modifikationen in der Membran verankert werden (z. B. Glycophosphatidylinositol-Anker).

Die Caveolaestellen eine Untergruppe derlipid rafts dar und sind durch die Anwesenheit von

Caveolinen, integralen Membranproteinen, gekennzeichnet. Da Mutationen im muskelspezifi-

schen Caveolin 3 eine Gliedergürteldystrophie verursachen können (Minettiet al., 1998), wurde

vermutet, dasslipid raft vermittelte Signalwege bei der Differenzierung der Costamere relevant

sein k̈onnten.

Um diese Hypothese züuberpr̈ufen, wurden Immunfluoreszenz-Färbungen mit Antik̈orpern ge-

gen Proteine derlipid rafts durchgef̈uhrt. Da die untersuchtenlipid raft Proteine (Caveolin 1,

Caveolin 2, Caveolin 3, Flotillin 1 und Flotillin 2) zu keinem Zeitpunkt der Differenzierung

in den Zell-Matrix-Kontakten detektiert wurden, ist davonauszugehen, dass auchlipid raft-

vermittelte Signalprozesse nur eine untergeordnete Rolle während der Differenzierung von Ske-

lettmuskelzellen spielen.

Folglich müssen andere, noch unidentifizierte Signalkaskaden den Umbau der Zell-Matrix-

Kontakte ẅahrend der Differenzierung von Skelettmuskelzellen kontrollieren. Die Natur dieser

Signalwege und der involierten Proteine ist noch unbekanntund soll 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 Signalmolek̈ule identifiziert werden, die

Aufschlüsseüber noch unbekannte Signalkaskaden während der Muskeldifferenzierung liefern

können. Zur Identifizierung neuer Liganden wurde das Hefe-Doppel-Hybrid-System, eine effi-

ziente, molekularbiologische Methode zur Identifizierungneuer Protein-Protein-Interaktionen,

verwendet (Fields und Song, 1989). Das Paxillin-Subkonstrukt ‘Pxn PRR’, das die Prolin-reiche

Region enthielt, wurde in den pLexPd Vektor kloniert (Köderkonstrukt, Abb. 3.3). Die Prolin-

reiche Region wurde aus zwei Gründen geẅahlt: Zum einen war f̈ur diesen Sequenzabschnitt

des Paxillins nur ein Bindungspartner, Src-Kinase (Wenget al., 1993), bekannt. Zum ande-

ren wiesen Subkonstrukte mit anderen Teilen des Paxillins,d. h. mit den f̈unf aminoterminalen

LD-Motiven und den vier carboxyterminalen LIM-Domänen, zu starke Autoaktivierung im ver-

wendeten System auf.

Rund 500 000 Hefen, die das Beutekonstrukt und ein Köderkonstrukt (Skelettmuskel-cDNA-

Bank in pACT2) koexprimierten, wurden auf Aktivierung desHIS3-Reportergenes getestet.

Die 300 positiven Klone wurden anschließend auf die Aktivierung deslacZ-Reportergenes

überpr̈uft. Aus 23 Klonen, die die ḧochste ß-Galactosidase-Aktivität aufwiesen, wurde das

Köderplasmid isoliert und durch Sequenzierung identifiziert (Tab. B.4).

Zwei der sequenzierten Klone kodierten für carboxyterminale Bereiche des Proteins Ponsin1

(Ribon et al., 1998a; Mandaiet al., 1999; Lin et al., 2001a), ein weiterer für das verwand-

te Vinexin-beta (auch SCAM-1; Kiokaet al., 1999, 2002). Ẅahrend der Vinexin-Klon den

vollständigen kodierenden Bereich enthielt, begannen die beiden Ponsin-Klone unmittelbar vor

der zweiten der drei SH3-Dom̈anen (bei Aminos̈aure 798 der klonierten Ponsin-cDNA, vgl.

1weitere Namen:c-Cbl associated protein(CAP), SH3P12; Name des Gens: SORBS1
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Abb. C.7). Auff̈allig war, dass beide Klone eine 278 Aminosäuren lange Insertion zwischen der

zweiten und dritten SH3-Dom̈ane enthielten.

Die übrigen 20 Klone wurden als
”
Falsch-Positive“ bewertet, die vermutlich autoaktivierendes

Potential aufweisen (gezeigt für Klone 1 und 9; vgl. Bartelet al., 1993; Hengen, 1997).

3.2.1.2 Eingrenzung der Paxillin-Bindungsregion im Ponsin

Mit Hilfe von gezielten Hefe-Doppel-Hybrid-Experimentenwurde die Paxillin-Bindungsregion

im Ponsin-Molek̈ul eingegrenzt. Dazu wurden verschiedene Subkonstrukte des Ponsins in

pACT2 kloniert (Köderkonstrukte), und Hefen, die das ursprüngliche Beutekonstrukt sowie

eines der K̈oderkonstrukte koexprimierten, wurden auf Aktivierung beider Reporter-Gene

überpr̈uft.

In diesen Versuchen zeigten alle Ponsin-Fragmente, die diezweite SH3-Dom̈ane enthielten,

Bindung an Paxillin. Diese zweite SH3-Domäne ist folglich notwendig und ausreichend für

eine Bindung von Ponsin an Paxillin. Die Interaktion wurde nicht davon beeinflusst, ob sich

an die Bindungsregion des Ponsins die Insertion oder direkt die dritte SH3-Dom̈ane anschließt

(Abb. 3.3).

Die Spezifiẗat der Interaktion belegten weiterhin Experimente, in denen Hefen, die das

Köderkonstrukt ‘Ps SH3.2-C’ enthielten, mit dem
”
leeren“ pLexPd Vektor kotransformiert

wurden: Wurde statt des Paxillin-Beutekonstruktes nur der DNA-Bindungs-Hybrid-Anteil als

Beutekonstrukt verwendet, war keine Aktivierung der Reportergene mehr nachweisbar.

In der Regel stellen PXXP-Motive Liganden für SH3-Dom̈anen dar (Kayet al., 2000; Mu-

sacchio, 2002). Im Paxillin-Beutekonstrukt ist nur eine Region mit diesem Konsensus-Motiv

enthalten, die Prolin-reiche Region (PPPVPPPP, Aminosäuren 45–52, Abb. C.6). Daher kann

man davon ausgehen, dass dieser Abschnitt die Bindung an die zweite SH3-Dom̈ane des

Ponsins vermittelt.

Da Vinexin-beta und Ponsin im Bereich der SH3-Domänen stark konserviert sind (67–74 %

Identiẗat auf Aminos̈aurebene), ist zu vermuten, dass auch hier die zweite SH3-Domäne

eine Bindung an Paxillin im Hefe-Doppel-Hybrid-System vermitteln kann. Diese potentielle

Interaktion soll im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden.
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Abbildung 3.3: Eingrenzung der Paxillin-Bindungsstelle im Carboxyterminus des Ponsins durch Hefe-Doppel-
Hybrid-Experimente. Hefezellen, die das ursprüngliche Paxillin-Beutekonstrukt ‘Pxn PRR’ und eines der Ponsin-
Köderkonstrukte koexprimierten, wurden auf Aktivierung der Reportergene getestet (+ messbare Aktivierung).
Zum Vergleich sind die vollständigen Proteine schematisch dargestellt. Alle Ponsinkonstrukte, die die zweite SH3-
Domäne enthielten, zeigten Bindung an Paxillin (Region grau hervorgehoben).
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3.2.2 Biochemische Bestätigung der Paxillin-Ponsin-Interaktion

Die Bindung von Ponsin an Paxillin wurde mit biochemischen Methoden besẗatigt. Dazu wur-

den verschiedene Paxillin- und Ponsin-Subkonstrukte in prokaryotische Expressionsvektoren

kloniert, mit Hilfe dieser Plasmide inE. coli BL21 Sẗammen rekombinantes Protein expri-

miert und anschließend aufgereinigt. Die drei zur Verfügung stehenden Expressionsvektoren

pGEX-4T-1, pET23aEEF und pET23aT7 statteten die rekombinanten Proteine mit unterschied-

lichen Immunotags aus (GST-, EEF- bzw. T7-Tag) und erlaubten so ihre immunologische Un-

terscheidung mit Hilfe Tag-spezifischer Antikörper (s. Kapitel 2).

Eine schematische Darstellung aller verwendeten FAK-, Paxillin- und Ponsin-Konstrukte befin-

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

3.2.2.1 Besẗatigung der Bindungsregion und Spezifiẗat der Bindung

Dotblot-Overlay-Experimente Für Dotblot-Overlay-Experimente wurde das ursprüngliche

Paxillin-Beutekonstrukt als EEF-markiertes Protein auf Nitrozellulose immobilisiert

(‘Pxn PRR’) und die Bindung verschiedener, T7-markierter Ponsin-Konstrukte überpr̈uft

(Abb. 3.4).

In Übereinstimmung mit den Hefe-Doppel-Hybrid-Experimenten zeigten das Konstrukt,

das dem ursprünglich identifizierten Ponsin-Klon entspricht (‘Ps SH3.2-C’), und die zwei-

te SH3-Dom̈ane Bindung an Paxillin. Diese Bindung ist spezifisch (keine Reaktion mit

Kontrollprotein), mengenabhängig und s̈attigbar (Abb. 3.4).

Westernblot-Overlay-Experimente Die Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen Paxillin

und Ponsin wurde weiterhin in Westernblot-Overlay-Experimenten charakterisiert. Dazu wur-

den die Prolin-reiche Region des Paxillins (‘Pxn PRR’) und ein längeres, aminoterminales Kon-

strukt (‘Pxn N-LD3’), das neben der Prolin-reichen Region auch die LD-Motive 1–3 enthielt,

als GST-Fusionsproteine verwendet. Diese beiden Proteinfragmente und GST wurden durch

SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozelluloseübertragen und mit Ponsinkonstrukten, die jeweils

eine der drei SH3-Dom̈anen des Ponsins repräsentierten, inkubiert. Gebundenes Ponsinfrag-

ment wurdëuber seinen T7-Immunotag nachgewiesen (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.4: Besẗatigung der Paxillin-Ponsin-Interaktion in Dotblot-Overlay-Experimenten.Links: Westernblot
der aufgereinigten, rekombinanten Proteinfragmente, nachgewiesen̈uber Tag-spezifische Antikörper. Die Moleku-
largewichte der Markerproteine sind in kD angegeben.Rechts: Dotblot-Overlay-Experimente. Verschiedene Men-
gen eines Paxillin-Fragments wurden immobilisiert und mitden angegebenen Ponsin-Fragmenten inkubiert (je
500 pmol). Gebundenes Protein wurdeüber seinen T7-Immunotag nachgewiesen. Immobilisiertes BSA diente
als Kontrollprotein. Sowohl das Hefe-Doppel-Hybrid-Konstrukt (‘Ps SH3.2-C’) als auch die zweite SH3-Domäne
(‘Ps SH3.2’), nicht aber die dritte SH3-Domäne (‘Ps SH3.3’) zeigten Bindung an Paxillin.
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Abbildung 3.5:Überpr̈ufung der Spezifiẗat der Paxillin-Ponsin-Interaktion in Westernblot-Overlay-Experimenten.
Links: Westernblot der aufgereinigten, rekombinanten GST-Fusionsproteine (Paxillin), nachgewiesenüber einen
GST-Antikörper.Mitte: Aufgereinigte, rekombinante Ponsin-Fragmente (markiert mit T7-Tag) und aufgereinig-
tes, rekombinantes FRNK (markiert mit EEF-Tag). Gezeigt sind Coomassie-gefärbte SDS-PAGE-Gele. Die Mo-
lekulargewichte der Markerproteine sind in kD angegeben.Rechts: Westernblot-Overlay-Experimente. GST und
die beiden Paxillin-Fragmente (je 50 pmol) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert,
mit den angegebenen Ponsin-Fragmenten bzw. FRNK inkubiert(je 500 pmol) und gebundene Proteineüber ihre
Immunotags nachgewiesen. Nur die zweite SH3-Domäne des Ponsins bindet an beide Paxillin-Konstrukte; FRNK
bindet ausschließlich an das längere Paxillin-Fragment.
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Die Bindung an Paxillin ist eine spezifische Eigenschaft der zweiten SH3-Dom̈ane des Pon-

sins, keine Bindung wurde für die erste oder dritte SH3-Domäne beobachtet. Wie zu erwarten,

wies die zweite SH3-Dom̈ane des Ponsin eine Bindung sowohl an die Prolin-reiche Regionals

auch an ein l̈angeres, aminoterminales Paxillin-Konstrukt, das die Bindungsregion entḧalt, auf,

während eine unspezifische Bindung an GST nicht beobachtet wurde.

3.2.2.2 Einfluss weiterer Bindungspartner auf die Paxillin-Ponsin-Interaktion

Sowohl Vinculin als auch FAK wurden als Bindungspartner der zweiten SH3-Dom̈ane des

Ponsins beschrieben. Im Falle des Vinculins wurde von Mandai et al.(1999) durch Westernblot-

Overlay-Experimente mit rekombinantem, radioaktiv markiertem Protein gezeigt, dass die

zweite SH3-Dom̈ane des Ponsins an die Prolin-reiche Region im Carboxyterminus des Vin-

culins bindet. Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese Interaktion nicht reproduziert werden:

Obwohl das verwendete Vinculin-Konstrukt dem von Mandaiet al.entsprach, konnte eine Bin-

dung dieses Fragments (EEF-markiertes Protein) an Ponsin nicht gezeigt werden (Daten nicht

gezeigt). Es ist zu vermuten, dass der hier verwendete experimentelle Ansatz, der auf Immun-

detektionen basierte, nicht sensitiv genug war, um diese Interaktion mit geringer Affiniẗat nach-

zuweisen.

Ribon et al. (1998b) zeigten durchGST pull downExperimente mit Extrakten von NIH-3T3-

Zellen, die stabil mit Ponsin transfiziert wurden, indirektdie Interaktion von FAK mit Ponsin:

FAK wurde in der Protein-Fraktion nachgewiesen, die mit derzweiten SH3-Dom̈ane des Pons-

ins (als GST-Fusionsprotein) interagierte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die direkte Interaktion von FAKund Ponsin mit rekombinanten

Proteinen untersucht: In Westernblot-Overlay-Experimenten konnte keine Bindung von Ponsin

an immobilisierte, EEF-markierte FAK nachgewiesen werden(Daten nicht gezeigt). Da FAK

ein Bindungspartner des Paxillins ist (Hildebrandet al., 1995; Zachary, 1997) und in dieser

Arbeit gezeigt wurde, dass Paxillin an Ponsin bindet (s. o.), bestand die M̈oglichkeit, dass kei-

ne direkte Interaktion zwischen FAK und Ponsin besteht, sondern dass diese Interaktion durch

Paxillin vermittelt wird. Um diese Hypothese zuüberpr̈ufen, wurde der carboxyterminale Teil

der FAK, der sowohl zwei Prolin-reiche Regionen als auch die Paxillin-Bindungsstelle entḧalt

(vgl. Abb. B.1), als EEF-markiertes Protein in Westernblot-Overlay-Experimenten eingesetzt.



Ergebnisse 53

Dieser carboxyterminale Teil der FAK besitzt keine katalytische Aktiviẗat und wird alsFAK-

related non kinase(FRNK) bezeichnet (Schalleret al., 1993).

Zunächst ließ sich zeigen, dass FRNK an den Aminoterminus des Paxillins (‘Pxn N-LD3’) bin-

det (Abb. 3.5), nicht aber an die Prolin-reiche Region. DieseErgebnisse bestätigen, dass das

zweite LD-Motiv des Paxillins eine Bindungsstelle für die FAK darstellt (Tumbarelloet al.,

2002).

Um zuüberpr̈ufen, ob die Interaktion des FRNK mit Paxillin die Bindung von Ponsin an Paxil-

lin behindert, wurde geblottetes Paxillin-Protein mit einer konstanten Menge Ponsin in Gegen-

wart steigender Mengen FRNK als Kompetitor inkubiert (Abb. 3.6). Auch zehnfacher molarer

Überschuss von FRNK hatte keinen Einfluss auf die Interaktionzwischen Paxillin und Pon-

sin. Dies impliziert, dass FRNK und die Prolin-reiche Region des Paxillin nicht um die zweite

SH3-Dom̈ane des Ponsin konkurrieren. Da die gleichzeitige Bindung von Ponsin und FRNK an

Paxillin nachgewiesen wurde (Abb. 3.6rechts außen), ist anzunehmen, dass die drei Proteine

einen tern̈aren Komplex bilden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die inder Literatur beschrie-

bene Bindung von FAK an Ponsin (Ribonet al., 1998b) indirekter Natur ist und̈uber Paxillin

vermittelt wird.

Pxn N-LD3

FRNK-EEF
Overlay

geblottet

Ps SH3.2-T7 + + + + + + +

Kompetitor

Ps SH3.2

+

FRNKdetektiert:

Abbildung 3.6: Kompetition von FRNK und Ponsin um Paxillin in Westernblot-Overlay-Experimenten. Das ge-
blottete Paxillin-Fragment ‘Pxn N-LD3’ (50 pmol) wurde mitT7-markiertem Ponsin (‘Ps SH3.2’; 250 pmol)
inkubiert und gebundenes Ponsinüber T7-Antik̈orper nachgewiesen. Steigende Mengen EEF-markierten FRNK-
Proteins (0 pmol; 25 pmol; 125 pmol; 250 pmol; 500 pmol; 1,25µmol und 2,5µmol) hatten keinen Einfluss auf die
Wechselwirkung. Zum Vergleich wurde für den letzten Ansatz zusätzlich gebundenes FRNK̈uber seinen EEF-Tag
nachgewiesen.
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3.2.3 Klonierung einer Ponsin-cDNA

3.2.3.1 Klonierungstrategie

Die vollsẗandige Sequenzierung eines der Hefe-Doppel-Hybrid-Kloneergab, dass dieser den

carboxyterminalen kodierenden Bereich (1,4 kb) sowie die 3,3 kb lange 3´-untranslatierte Re-

gion (UTR) enthielt. Um eine vollständige Ponsin-cDNA zu erhalten, die die Insertion zwischen

der zweiten und dritten SH3-Dom̈ane enthielt, waren mehrere Klonierungsschritte notwendig

(Abb. 3.7).

Zunächst wurde mit Hilfe eines pACT2-spezifischen Vorwärts-Primers und eines Insertions-

spezifischen R̈uckwärts-Primers (̈Ubergang Exon 30→31) Ponsin-DNA, die die Insertion ent-

hielt, aus einer cDNA-Bibliothek amplifiziert (2). Dieses PCR-Produkt wurde als Matrize ge-

nutzt, um die Exone 16–29 zu amplifizieren (3).Über eine BamHI-Schnittstelle wurde dieses

Stück mit dem urspr̈unglichen Hefe-Doppel-Hybrid-Klon, kloniert in pMypG (1), zusammen-

gefügt (4, 5).

Der Aminoterminus des Ponsins wurde durch RT-PCR auf isolierter RNA von in vitro diffe-

renzierten HSkM-Zellen erhalten, in pGEMT kloniert und fünf Klone vollsẗandig sequenziert

(7). Für weitere Schritte wurde der Klon ausgewählt, dessen Sequenz am besten mit den Daten-

bankvorhersagen̈ubereinstimmte (geringste Anzahl an Aminosäureaustauschen; s. u.).

Da keine geeigneten Schnittstellen zur Verfügung standen, wurde die vollständige cDNA durch

PCR erhalten, indem auf beiden Teilstücken PCRs durchgeführt (6, 8) und diëuberlappenden

Produkte als Matrize eingesetzt wurden, um die vollständige Ponsin-cDNA zu amplifizieren (9).

Dieses PCR-Produkt wurde in pGEMT kloniert (10) und vier Klonevollständig sequenziert.

Im Vergleich zur genomisch vorhergesagten Aminosäuresequenz wiesen die cDNA-Klone

5 bis 9 Aminos̈aureaustausche2 auf (Abb. C.7, vgl. Tab. B.6). Es ist anzunehmen, dass es sich

dabei sowohl um PCR-Fehler als auch um Sequenzfehler im genomischen Datenbankeintrag

sowie umsingle nucleotidePolymorphismen handeln könnte (Brookes, 1999). Für weitere Ex-

perimente wurde der Klon mit der geringsten Anzahl an Austauschen verwendet und als ‘Ps FL’

bezeichnet. Seine Sequenz ist im Anhang dargestellt (Abb. C.7).

2beobachtete Aminosäureaustausche (Häufigkeit): S9P (4), K68R (2), F530L (2), D625G (2), Q648R (4),
H722R (1), I726T (2), K764E (1), E808G (2), S1011P (1), G1110V (4), E1148G (1), R1151G (2)
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der Klonierung einer vollsẗandigen Ponsin-cDNA (‘Ps FL’). Im Ponsin
sind die Lage der Sorbin-Homologie-Region (SoHo, weiße Boxen), der drei SH3-Dom̈anen (schwarze Boxen) und
der Insertion (Wellenlinie) angegeben. In Klammern angegebene Buchstaben bezeichnen die verwendeten Primer
(s. Tab. D.1), die verwendete BamHI-Schnittstelle ist gekennzeichnet. Weitere Erläuterungen zu den Teilschritten
(1–10) im Text (Abschnitt 3.2.3.1).
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3.2.3.2 Expression alternativ gespleißter Exone

Die Exone 3, 5, 7, 12, 13, 14, 15, 19, 20, 21, 25, 30 und 31 im Ponsin-Gen wurden als alternativ

gespleißte Exone identifiziert (Linet al., 2001b; Abb. 3.8). Daraus resultiert auch eine Vielzahl

von beschriebenen Ponsin-Isoformen (Mandaiet al., 1999; Linet al., 2001a; Zhanget al., 2003;

Alcazaret al., 2004).

Durch die Klonierung von 5´- und 3´-gelegenen partiellen cDNAs (Schritt 5 und 7 in Abb. 3.7)

konnten Aussagen̈uber die Expression dieser alternativ gespleißten Exone imSkelettmus-

kel getroffen werden. Zum Vergleich wurden 3´-gelegene Ponsinfragmente auch aus einer

Herzmuskel-cDNA-Bibliothek amplifiziert, kloniert und ebenfalls sequenziert. Die Ergebnis-

se sind in Tab. 3.1 zusammengefasst.

Die Exone 3, 5 und 7 waren, mit einer Ausnahme, in allen sequenzierten Klonen anzutreffen,

während keiner der Klone Exon 14 oder 15 enthielt. Weiterhin kamen die Exone 12 und 13 in

einem Teil der Klone vor. Auff̈allig war, dass beide Exone als Block enthalten oder abwesend

waren. Im 3´-Bereich waren die Exone 19, 20, 21, 25, 30 und 31 imSkelettmuskel exprimiert.

Ein Vergleich mit einer Herzmuskelbank ergab, dass die Exone 20, 21, 30 und 31 Skelettmuskel-

spezifisch exprimiert sein könnten, da sie in Herzmuskel-Klonen nicht angetroffen wurden.

321

SoHo SH3 SH3

3 5 7 12
15

19 21 25 30 3114
2013

Insertion

Ps FL

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Organisationdes humanen Ponsin-Gens. Die Länge der Exone wird
duch die L̈ange der Boxen reflektiert, alternativ gespleißte Exone sind grau hervorgehoben und nummeriert (oben).
Mitte: Die Darstellung zeigt, welche alternativ gespleißten Exone in der klonierten Ponsin-cDNA (‘Ps FL’) enthal-
ten sind. Zum Vergleich ist das kodierte Ponsin-Protein mitder Sorbin-Homologie-Region (SoHo, weiße Boxen),
den drei SH3-Dom̈anen (schwarze Boxen) und der Insertion (Wellenlinie) dargestellt (unten).
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Tabelle 3.1: Alternativ gespleißte Exone in klonierten, partiellen Ponsin-cDNAs. Angegeben sind das Vorhanden-
sein (+) oder die Abwesenheit (−) der Exone in sequenzierten Klonen, die aus Skelettmuskel-cDNA amplifiziert
wurden. F̈ur den carboxyterminalen Bereich (Exone 19–31) ist auch desExpressionsmuster im Herzen angegeben.
Falls das Exon nicht in allen Klonen anwesend/abwesend war,geben 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 (+)4/5 + + +/−2/5 +/−2/5
− − + + + + + +

Herz + − − + − −

3.2.3.3 Expressionsmuster der Exone 30 und 31 in verschiedenen Muskelgeweben

Bis jetzt wurde in der Literatur keine vollständige Ponsin-cDNA beschrieben, die beide Exone

30 und 31 enthielt, welche für eine Insertion zwischen der zweiten und dritten SH3-Domäne

kodieren. Mehrere Datenbankeinträge (insbesondere ESTs, Tab. B.6) belegen jedoch, dass

diese Kombination tatsächlich exprimiert wird. Da die sequenzierten Klone, die aus einer

Skelettmuskel-cDNA-Bank amplifiziert wurden, diese Kombination enthielten, sie aber nicht

in Klonen einer Herzmuskelbank gefunden wurde, sollteüberpr̈uft werden, ob diese Inser-

tion tats̈achlich Skelettmuskel-spezifisch ist. Dazu wurden PCRs auf verschiedenen cDNA-

Bibliotheken durchgef̈uhrt (Abb. 3.9).

PCR IIPCR I

2,0

1,0

0,5

0,25

32

30 31

I II

Ponsin C-Terminus:

III

2,0

1,0

0,5

0,25

1 2 3 K1 2 3 K

Abbildung 3.9: Expression der Exone 30 und 31 in verschiedenen Muskel-Geweben.Oben:Schematische Dar-
stellung des Ponsin-Carboxterminus. Die Pfeile markierendie Positionen der verwendeten Primer (Sequenz s.
Tab. D.1).Unten: Gele mit PCR-Produkten,links Primer-Kombination I+III,rechtsPrimer-Kombination II+III;
verwendete cDNA-Bibliotheken: 1 - humanes adultes Herz, 2 -humaner adulter Skelettmuskel, 3 - humanes fötales
Herz, K - Kontrolle ohne Matrize. Die Molekulargewichte derMarker-DNAs sind in kb angegeben.
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Ein Primer-Paar wurde so gewählt, dass das PCR-Produkt die Insertion einschließt, das zweite

Paar amplifizierte nur die dritte SH3-Domäne. Da f̈ur die Primer-Sequenzen Bereiche in nicht

alternativ gespleißten Exonen gewählt wurden, konnte aus der Größe des ersten Amplifikates

auf die Anwesenheit der Insertion (1419 bp mit Insertion, 585 bp ohne Insertion) geschlossen

werden. Die zweite PCR diente als Kontrolle für die Spezifiẗat der Reaktion (261 bp).

Alle Ponsin-PCR-Produkte, die aus Skelettmuskel-cDNAs amplifiziert wurden, enthielten

die Insertion. Hingegen war die Insertion nicht in PCR-Produkten aus Herzgeweben nach-

weisbar. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Insertion im Carboxyterminus eine

Skelettmuskel-spezifische Eigenschaft von Ponsin-Proteinen ist.

3.2.4 Expression und Lokalisation des endogenen Ponsins in quergestreif-

ten Muskelzellen

Die Expression von Ponsin in Muskelgeweben wurde in Westernblot- und Immunfluoreszenz-

Anwendungen mit Hilfe eines kommerziellen Antikörpers analysiert (s. Tab. B.1). Da das Epi-

top des Antik̈orpers in einem nicht alternativ gespleißten Exon liegt, erkennt der Antik̈orper alle

exprimierten Isoformen.

3.2.4.1 Westernblot-Analyse

Die Expression von Ponsin wurde auf Westernblot-Ebene in Totalextraktenin vitro differen-

zierter HSkM-Zellen sowie adulter Muskelgewebe untersucht (Abb. 3.10).

Im adulten Skelettmuskel ist Ponsin als prominente Bande um 160 kD nachweisbar. Die Unter-

schiede zum berechneten Molekulargewicht (139,3 kD) sind durch einenüberdurchschnittlich

hohen Anteil von Prolin (10 %) erklärbar. Unproteolysiertes rekombinantes Ponsin (‘Ps FL’

in pET23aT7) zeigte eine vergleichbare elektrophoretische Mobilität. Da keine schneller mi-

grierenden Banden in der Skelettmuskel-Probe beobachtet wurden, ist davon auszugehen, dass

alle nachgewiesen Ponsin-Varianten die carboxyterminaleInsertion (Gr̈oße 29,7 kD) enthalten.

Eine Aussage zur Expression der Exone 12 und 13 (s. Abschnitt3.2.3.2) im nachgewiesenen

Ponsin-Protein war nicht m̈oglich, da der Gr̈oßen-Unterschied von Isoformen mit und ohne

Exon 12 und 13 gering ist (5,2 kD).
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Abbildung 3.10: Expression endogenen Ponsins in humanen Muskelextrakten. Auftragung von links: Totalextrakte
von HSkM-Zellen (0–5, die Ziffern geben an, wieviele Tage die Zellenin vitro differenziert wurden), von adultem
Skelettmuskel (S) und adultem Myokard (H). Zum Vergleich ist rekombinantes Ponsin (‘Ps FL’, R) aufgetragen;
in dieser Probe ist die am langsamsten migrierende Bande dasunproteolysierte Protein, schneller migrierende
Banden stellen Abbauprodukte dar. Die Molekulargewichte der Markerproteine sind in kD angegeben. Anmer-
kung: Kürzere Expositionszeiten belegen, dass auch in den Proben 4und 5 genau eine Bande detektiert wird; die
elektrophoretische Mobilität dieser Bande stimmt der in den Proben 1, 2 und Süberein.

In prolifererierenden HSkM-Zellen war Ponsin nicht nachweisbar, es wurde jedoch bereits

einen Tag nach Induktion des myogenen Programmes exprimiert. Mit fortschreitender Diffe-

renzierung nahm die Ponsin-Menge in den Myotuben stark zu. In allen Differenzierungsstadien

war nur eine prominente Ponsin-Bande zu beobachten, die dem Ponsin im adulten Skelettmus-

kel entspricht.

Schwieriger zu interpretieren sind die Befunde im Herzmuskel. Im adulten Myokard des

Menschen (Abb. 3.10) und der Ratte (Daten nicht gezeigt) war Ponsin als Doppel-Bande (ca.

160 und 175 kD) nachweisbar. Ẅahrend die schneller migrierende Bande der Größe nach der

Skelettmuskel-Variante entsprach, war die langsamer migrierende Band sogar so groß, dass sie

nicht durch ein Ponsin-Protein, dass alle alternativ gespleißten Exone entḧalt, erkl̈art werden

könnte (149,0 kD). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zuden Expressionsdaten auf

mRNA-Ebene, nach denen Herz-Varianten des Ponsins (ohne Exons 19, 20, 30 und 31; vgl.

Abschnitt 3.2.3.2) eine maximale Größe von 122,7 kD aufweisen dürften. Ob die beobachtete

elektrophoretische Mobilität der Ponsin-Varianten im Herzen das Resultat umfangreicher

posttranslationaler Modifikationen ist, oder diese Varianten noch unidentifizierte alternativ

gespleißte Exone enthalten, wird Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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Abbildung 3.11: Expression von Ponsin undα-Actinin im Myokard von DCM-Patienten.Links: In Western-
blots detektiertes Ponsin und sarkomeresα-Actinin in Kontrollgeweben (Ktr) und Extrakten von DCM-Patienten
(DCM). Ponsin wurde mit einem polyklonalen Serum,α-Actinin mit dem monoklonalen Antik̈orper (mAB) EA53
nachgewiesen.Rechts: Densitometrische Auswertung der Blots. Der Ponsin-Gehalt wurde auf denα-Actinin-
Gehalt der gleichen Probe normiert und der Mittelwert des Kontrollkollektives auf den Wert 100 gesetzt. Relativ
zum Kontrollkollektiv sind der Mittelwert und Standardabweichung des DCM-Kollektives aufgetragen. Rechts der
Mittelwerte sind die mit gleichem Skalierungsfaktor multiplizierten Werte der einzelnen Proben des Kollektives
aufgetragen. * signifikanter Unterschied (p < 0, 04).

Durch Kooperation mit verschiedenen medizinischen Einrichtungen standen unserer Arbeits-

gruppe Myokardproben von DCM-Patienten zur Verfügung. Damit bot sich die M̈oglichkeit

zu überpr̈ufen, ob Ponsin im erkrankten Myokard verändert exprimiert wird. Die explantierten

Herzen dieser DCM-Patienten und abgelehnte Spenderherzen als Kontrollgewebe wurden vom

Deutschen Herzzentrum Berlin und dem Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen

(Bad Oeynhausen) zur Verfügung gestellt (s. Tab. B.5 im Anhang). Von allen Gewebeproben

(6 Kontroll- und 6 DCM-Proben) wurden Totalextrakte hergestellt und der Proteingehalt

auf Coomassie-gefärbten Gelen abgeschätzt. Nach Angleichung der Proteinmenge wurden

die Proben erneut durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose-Membranen transferiert

und Ponsin sowie sarkomeresα-Actinin im Westernblot nachgewiesen (Abb. 3.11). Bei der

anschließenden desitometrischen Auswertung der Gele wurden die detektierten Ponsin-Banden

auf den Gehalt anα-Actinin in der gleichen Probe normiert. Die normierten Werte der

einzelnen Proben sind in Tab. B.5 zusammengefasst.

Sarkomeresα-Actinin wurde aus verschiedenen Gründen als Referenzprotein ausgewählt:

Das ḧaufig verwendete Grundstoffwechsel-Enzym GAPDH erwies sich in Vorversuchen als

Referenzprotein ungeeignet, da seine Detektion und Quantifizierung in den untersuchten

Proben nicht zufriedenstellend reproduzierbar war. Aktuelle Untersuchungen von Aquila

et al. (2004) haben gezeigt, dassα-Actinin – im Gegensatz zu Desmin bzw. ß-Tubulin –

weder in hypertrophierten noch in terminal-insuffizientenHerzen signifikant veränderte
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Expression aufweist. Neben praktischen Gesichtspunkten (z. B. Verfügbarkeit geeigneter

Antikörper) hat die Verwendung eines sarkomeren Markers schließlich den Vorteil, dass

zelluläre Hypertrophie-Effekte oder Fibrose des Gewebes berücksichtigt werden.

Ponsin war in den untersuchten Herzproben ebenfalls als Doppelbande detektierbar, schneller

migrierende Banden wurden nicht beobachtet. In Kontrollherzen zeigte sich eine erhebliche

Schwankungsbreite der normierten Ponsin-Gehalte. DiesesBild ergab sich auch für weitere

Proteine (z. B. MLP, vgl. Abb. 3.42).

Im an DCM erkrankten, terminal-insuffizienten Myokard warendie Ponsin-Gehalte dramatisch

reduziert. Auff̈allig war eine Probe (Bahn 11 in Abb. 3.11; Probe ‘1706’), in welcher der Anteil

der langsamer migrierenden Bande erhöht war. Ob es sich hier um die vermehrte Expression

einer Isoform oder um posttranslationale Modifikationen handelt, konnte im Rahmen dieser

Arbeit nicht gekl̈art werden.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass Ponsin im terminal-insuffizienten Herz signifikant

vermindert exprimiert ist.

3.2.4.2 Immunfluoreszenz-Untersuchungen

Um die subzellul̈are Lokalisation des Ponsins in quergestreiften Muskelgeweben zu analysieren,

wurden Immunfluoreszenz-Färbungen von Skelett- und Herzmuskel der Ratte durchgeführt.

Dabei sollten Doppelmarkierungen mit Paxillin Aufschlussdar̈uber geben, ob die Interaktion

der beiden Proteinein vivoRelevanz f̈ur Strukturen der Zell-Matrix-Kontakte hat.

In beiden Gewebetypen wies Ponsin eine costamerische Lokalisation auf (Abb. 3.12), was sich

durch konfokale Mikroskopie und Gegenfärbung mit einem Z-Scheiben-Marker belegen ließ:

Die periodische Anf̈arbung Zellmembran-assoziierter Strukturen auf Höhe der Z-Scheiben ent-

sprach dem Erwartungsbild eines costamerischen Proteins im Längsschnitt (Pardoet al., 1983).

In Kardiomyozyten befand sich Ponsin zusätzlich in den Glanzstreifen. In̈Ubereinstimmung

mit Daten von Mandaiet al. (1999) kolokalisierte Ponsin mit Vinculin in diesem Zelltyp (Da-

ten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu konnte Paxillin nichtin adulten Skelett- oder Herzmus-

kelzellen nachgewiesen werden (Abb. 3.12). Technische Probleme bei den Immunfluoreszenz-

Färbungen konnten ausgeschlossen werden, weil das Protein deutlich in den Blutgef̈aßen nach-
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weisbar war (Daten nicht gezeigt).

Da Paxillin und Ponsin keine Kolokalisation in adulten Geweben aufwiesen, sollte geprüft

werde, ob die Interaktion der beiden Proteine eine Rolle in sich entwickelnden Muskeln

spielen k̈onnte. Dazu wurden Immunfluoreszenz-Analysenin vitro kultivierter HSkM-Zellen

durchgef̈uhrt. In Übereinstimmung mit den Westernblot-Befunden war Ponsin inproliferie-

renden HSkM-Zellen nicht nachweisbar, während Paxillin in den Fokalkontakten lokalisiert

war (Abb. 3.13, erste Reihe). Einen Tag nach Beginn der myogenen Differenzierung war Pon-

sin deutlich exprimiert und zeigte Kolokalisation mit Paxillin in den Zell-Matrix-Kontakten

(Abb. 3.13, Reihe 2). Doppelmarkierungen mit mAB T12 (gerichtet gegen ein Titin Z-Scheiben-

Epitop) in differenzierenden HSkM-Zellen belegten, dass der Beginn der Ponsin-Expression

etwa zeitgleich mit der des Titins nachweisbar war (Daten nicht gezeigt). Da Titin fr̈uh nach

Beginn der Differenzierung exprimiert wird (Van der Loopet al., 1996), ist Ponsin als eines der

ersten muskelspezifisch exprimierten Proteine der Zell-Matrix-Kontakte zu bewerten.

In weiter differenzierten Zellen verstärkte sich die Expression des Ponsins, welches weiterhin

mit Paxillin in verschiedenen Zell-Matrix-Strukturen kolokalisierte. Gleichzeitig zeigte Paxillin

eine abnehmende Signalintensität in diesen Strukturen (Abb. 3.13, Reihen 3–4).

Aus diesen Untersuchungen kann geschlussfolgert werden, dass die Interaktion zwischen

Paxillin und Ponsin ein transientes Ereignis während der Differenzierung der Skelettmuskel-

zellen ist und nur in Vorl̈auferstrukturen der Costamere stattfindet; für
”
reife“ Zell-Matrix-

Strukturen adulter Gewebe hingegen keine Bedeutung hat.
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Abbildung 3.12: Lokalisation von Ponsin in adulten quergestreiften Muskelgeweben der Ratte. Dargestellt sind
konfokale Bilder des Skelettmuskels (M. soleus, Reihen 1–3) sowie des Herzens (Reihen 4–5). Erste Spalte: Ponsin,
zweite Spalte: Titin Z-Scheibe (Reihen 1–2) bzw. Paxillin (Reihen 3–5), dritte Spalte: Zwei-Kanal-Bild (Ponsin
rot, Titin bzw. Paxillin gr̈un). Ponsin wies in diesen Geweben costamerische Lokalisation auf, im Myokard befand
es sich zus̈atzlich in den Glanzstreifen (*). Der mAB gegen Titin (T12) färbte spezifisch Z-Scheiben an, während
Paxillin in adulten Muskelzellen nicht nachweisbar war.
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Abbildung 3.13: Lokalisation von Ponsin und Paxillin in proliferierenden und differenzierenden HSkM-Zellen. Es
ist angegeben, für wieviele Tage die Zellenin vitro differenziert wurden (Reihen 2–4), 0 d - proliferierende Zellen
(erste Reihe). Erste Spalte: Ponsin, zweite Spalte: Paxillin, dritte Spalte: Zwei-Kanal-Bild (Ponsin rot, Paxillin
grün). Nach Beginn der myogenen Differenzierung kolokalisierten Ponsin und Paxillin in Zell-Matrix-Kontakten.
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3.2.4.3 Expression der Skelettmuskel-spezifischen Insertion in differenzierenden Skelett-

muskelzellen

Die Daten zur Expression der Exone 30 und 31 auf Nukleinsäureebene implizieren, dass alle

Ponsin-Varianten im Skelettmuskel die Insertion exprimieren (s. Abschnitt 3.2.3.3). Um diese

Aussage auch auf der Ebene der Protein-Expression zu bestätigen, wurde in Kooperation

mit der AG Prof. Micheel (Universität Potsdam) ein polykonales Serum gegen den Carboxy-

terminus des Ponsins generiert. Dazu wurde eine Maus mit demKonstrukt ‘Ps SH3.2-C’

immunisiert. Mit Hilfe dieses Serums konnten endogenes Ponsin kultivierter HSkM-Zellen

sowie rekombinante Ponsin-Fragmente, die Epitope des Immunisierungskonstruktes enthiel-

ten, detektiert werden (Abb. 3.14, Ansatz C). Nach Absättigung des Serums mit dem zur

Immunisierung benutzten Antigen (‘Ps SH3.2-C’) waren dieseSignale nicht mehr nachweisbar

(Abb. 3.14, Ansatz A). Dies beweist die Spezifität der beobachteten Signale.

Durch eine selektive Blockierung des Serums mit dem rekombinanten Ponsin-Fragment

‘Ps SH3.2-C∆Ex30,31’ wurde eine Insertions-spezifische Serumfraktionerhalten (Abb. 3.14,

Ansatz B). Mit Hilfe dieser Serumfraktion wurden rekombinante Ponsin-Fragmente, welche

die Insertion enthielten (‘Ps SH3.1-C’, ‘Ps SH3.2-C’ sowie ‘Ps Ex30,31’) in Westernblot-

und Immunfluoreszenz-Anwendungen detektiert, nicht aber Fragmente ohne die Insertion

(‘Ps SH3.1-C∆Ex30,31’ und ‘Ps SH3.2-C∆Ex30,31’). In differenzierenden HSkM-Zellen

konnte mit der Insertions-spezifischen Serumfraktion endogenes Ponsin in den Zell-Matrix-

Kontakten nachgewiesen werden (Abb. 3.14,III rechts). Diese Strukturen entsprachen exakt

den Strukturen, die auch mit dem kommerziellen Ponsin-Antikörper angef̈arbt wurden, der

mit allen Pomsin-Varianten reagiert. Somit belegen diese Experimente, dass die untersuchten

Skelettmuskelzellen in allen angefärbten Strukturen Ponsin-Varianten mit der Skelettmuskel-

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

Nachweis der Expression der Skelettmuskel-spezifischen Insertion in HSkM-Zellen mit Hilfe einer Insertions-

spezifischen Serumfraktion.

I - Durch selektive Blockierung eines polyklonalen Serums mit dem rekombinanten Ponsin-Fragment

‘Ps SH3.2-C∆Ex30,31’ wurde eine Serumfraktion erhalten, die spezifischmit der Insertion reagierte (Ansatz B).

Zum Vergleich wurden das ursprüngliche Serum (C) und ein Ansatz, der vollständig blockiert wurde (A), verwen-

det (n̈ahere Erl̈auterungen im Text).

II - Detektion rekombinanter Proteine mit den inI beschriebenen Ansätzen (A–C) im Westernblot. Rekom-

binante, T7-markierte Ponsin-Konstrukte wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert

und mit den verschiedenen Ansätzen inkubiert. Proben-Auftragung von links: 1 - ‘Ps SH3.1’ (Kontrollprotein),

2 - ‘Ps SH3.2-C∆Ex30,31’, 3 - ‘Ps Ex30,31’, 4 - ‘Ps SH3.2-C’. Zum Vergleich ist eine Ponceau-Rot-Färbung der

vier Proteine dargestellt (‘Proteine’).

III - Anwendung der Ans̈atze in Immunfluoreszenz-Analysen.Links und Mitte:PtK2-Zellen wurden mit Ponsin-

GFP-Fusionsproteinen transfiziert (links - ‘Ps SH3.1-C’,Mitte - ‘Ps SH3.1-C∆Ex30,31’) und die rekombinanten

Proteine mit den verschiedenen Ansätzen angef̈arbt. Die Insertions-spezifische Serumfraktion B reagierte aus-

schließlich mit dem Konstrukt, das die Insertion enthielt (links). Spalte 1 - GFP-Fusionsprotein, Spalte 2 - Serum,

Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (GFP grün, Serum rot).Rechts:In in vitro differenzierten HSkM-Zellen (Differenzie-

rungstag 4) wurde endogenes Ponsin mit Hilfe der Ansätze nachgewiesen (Spalte 2). Zum Vergleich wurde Ponsin

mit einem unabḧangigen Antik̈orper angef̈arbt (Spalte 1, kommerzieller Ponsin-Antikörper mit aminoterminalem

Epitop). Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (aminoterminales Epitop gr̈un, Serum rot). Die Anf̈arbung von Zell-Matrix-

Kontakten mit Hilfe der Insertions-spezifischen Serumfraktion B belegt, dass HSkM-Zellen die Skelettmuskel-

spezifische Insertion exprimieren (Maßstabsbalken - 10µm).

3.2.5 Transfektionsstudien

3.2.5.1 Transfektionsstudien in Nichtmuskelzellen

Ziel der nachfolgenden Transfektionsstudien war zu untersuchen, welche Bereiche des Ponsin-

Proteins f̈ur die Lokalisation in den oben beschriebenen Strukturen verantwortlich sind. Dazu

wurden 13 verschiedene Konstrukte als GFP-Fusionsproteine3 in PtK2-Zellen transfiziert, wel-

che ein leicht transfizierbares Nichtmuskel-Modellsystemdarstellen (Abb. 3.15, 3.16 und 3.17).

Die verwendeten Konstrukte sind im Anhang schematisch dargestellt (Abb. B.1, ausklappbar).

Die Paxillin-Bindungsregion im Ponsin Die Paxillin-Bindungsregion ‘Ps SH3.2’ zeigte in

diesen Zellen eine schwache Lokalisation an Stressfasern und Fokalkontakten, also an Struktu-

ren, die mit dem Actin-Zytoskelett assoziiert sind (Abb. 3.15). Die schwache, kontinuierliche

3eigentlichenhanced green fluorescent protein(EGFP), nachfolgend als GFP bezeichnet
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Abbildung 3.15: Transfektion von Ponsin, Paxillin und FAK in PtK2-Zellen. Die Paxillin-Bindungsregion im Pon-
sin ‘Ps SH3.2’ wurde als GFP-Fusionsprotein, allein oder zusammen mit potentiellen Bindungspartnern, in PtK2-
Zellen exprimiert.Links: Immunfluoreszenz-F̈arbungen fixierter, doppelt-transfizierter Zellen, die ‘PsSH3.2’ und
rekombinantes, T7-markiertes Paxillin (erste Reihe) bzw.FAK (Reihe 2) koexprimierten; Spalte 1 - ‘Ps SH3.2’,
Spalte 2 - Paxillin bzw. FAK, Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (Ponsin gr̈un, Paxillin bzw. FAK rot). Zum Vergleich ist
eine Transfektion von ‘Ps SH3.2’ allein dargestellt (rechts).

Dekoration der Stressfasern ist kritisch zu bewerten und als nicht spezifisch einzuordnen, da

auch transfiziertes GFP allein diese in fixierten Zellen aufwies (Daten nicht gezeigt). In doppelt-

transfizierten Zellen, die dieses Ponsin-Konstrukt und rekombinantes Paxillin koexprimierten,

kolokalisierten beide Proteine prominent in den Fokalkontakten, ẅahrend eine Dekoration der

Stressfasern kaum beobachtet wurde (Abb. 3.15). Im Gegensatz dazu war die transfizierte FAK,

die ebenfalls in den Fokalkontakten lokalisierte, nicht inder Lage, diese SH3-Dom̈ane des Pon-

sins zu den Fokalkontakten zu rekrutieren. Dies bestätigt die Paxillin-Ponsin-Interaktion und

ist ein weiterer Hinweis darauf, dass FAK keine direkte Bindung an dieses Ponsin-Konstrukt

aufweist.
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Carboxyterminale Trunktions- und Deletions-Konstrukte Da die Paxillin-Bindungsregion

allein nur eine schwache Lokalisation zeigte, stellte sichdie Frage, welche Region bzw. Re-

gionen des Ponsins für seine Lokalisation verantwortlich sind. Dazu wurden verschiedene

Trunkations- und Deletions-Konstrukte als GFP-Fusionsproteine in PtK2-Zellen exprimiert.

Die Ergebnisse sind in Tab. 3.2 zusammengefasst. Eine vollständige, umfassende bildliche Dar-

stellung aller Transfektionsergebnisse würde den Rahmen dieser Arbeit sprengen, daher sind

nachfolgend nur ausgewählte Konstrukte dargestellt.

Die einzelnen SH3-Dom̈anen (‘Ps SH3.1’, ‘Ps SH3.2’ und ‘Ps SH3.3’) zeigten ein recht einheit-

liches Bild: Die Konstrukte dekorierten die Stressfasern kontinuierlich und zeigten eine wenig

prominente Anf̈arbung der Fokalkontakte (Abb. 3.15 rechts und Abb. 3.16 Reihe 5). Dabei ist

zu vermuten, dass diese subzelluläre Lokalisation vom GFP-Fusionsanteil verursacht wurde

(s. o.). Die dritte SH3-Dom̈ane wies zus̈atzlich eine Kernlokalisation auf und war auch an den

Zell-Zell-Verbindungen detektierbar.

Das Konstrukt ‘Ps Ex30,31’, das die Skelettmuskel-spezifische Insertion kodiert, wies vor al-

lem eine diffuse Lokalisation im Zytoplasma auf. Gelegentlich wurde das Protein auch im Kern

detektiert oder zeigte unspezifische Bindung an Stressfasern und Fokalkontakte (Abb. 3.16 Rei-

hen 3–4.)

Die Kombination der zweiten und dritten SH3-Domäne (‘Ps SH3.2-C∆Ex30,31’) entsprach

im Wesentlichen den Transfektionsergebnissen der einzelnen Konstrukte, wurde aber nicht in

Zell-Zell-Verbindungen detektiert.

Das Konstrukt ‘Ps SH3.2-C’, das dem Ponsin-Bereich entsprach, der im Hefe-Doppel-

Hybrid-Screen als Paxillin-Bindungspartner identifiziertwurde, unterschied sich in der sub-

zellulären Lokalisation stark von den bisher untersuchten Konstrukten: Es wies keine

Stressfaser-Lokalisation auf und war stattdessen prominent in den Fokalkontakten detektier-

bar. Weiterhin lokaliserte es in Zell-Zell-Verbindungen (Abb. 3.16 Reihen 1–2). Bei den

auffälligen punktf̈ormigen Aggregaten wurde zunächst vermutet, dass diese vesikuläre Struk-

turen anf̈arbten, sie wiesen jedoch keine Kolokalisation mit Vesikelmarkern auf (z. B. Cla-

thrin, Daten nicht gezeigt). Da statt dieser Strukturen in neonatalen Rattenkardiomyozyten

große Protein-Aggregate beobachtet wurden (vgl. Abb. 3.19), ist davon auszugehen, dass es sich

um unspezifische Aggregate handelt, die aus einerÜberexpression resultieren. Das Konstrukt
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‘Ps SH3.2-C∆Ex31’ zeigte prinzipiell̈ahnliches Verhalten wie ‘Ps SH3.2-C’, die Lokalisation

in den Fokalkontakten war jedoch schwächer ausgeprägt.

Aus diesen Befunden kann geschlussfolgert werden, dass erstdie Kombination verschiedener

Domänen im Carboxyterminus des Ponsins, d. h. der zweiten und dritten SH3-Dom̈ane und der

Insertion, die Rekrutierung des Proteins zu den Fokalkontakten bewirkt. Dabei scheint der kur-

ze Abschnitt, der von Exon 31 kodiert wird, nicht notwendig zu sein.

Tabelle 3.2: Transfektion carboxyterminaler Ponsin-Konstrukte in PtK2-Zellen. Zusammengefasst sind die
subzellul̈aren Lokalisationen der transfizierten GFP-Fusionsproteine. ++ starkes Signal in allen Zellen, + in
allen Zellen beobachtet, (+) schwaches Signal bzw. nur gelegentlich beobachtet, - nicht beobachtet. Eine
schematische Darstellung der Konstrukte befindet sich im Anhang (Abb. B.1). Die Konstrukte ‘Ps SH3.2-C’ und
‘Ps SH3.2-C∆Ex31’ unterscheiden sich in ihren subzellulären Signalen deutlich von den anderen Konstrukten,
die aus weniger Modulen bestehen.

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

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

Ps SH3.2-C∆Ex31 + - + - - +

Ps SH3.2-C∆Ex30,31 (+) + - + - -

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

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

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

Ps SH3.3 (+) + + + - -



Ergebnisse 71

Ps SH3.2-C-GFP Vinculin F-Actin Overlay

Ps Ex30,31-GFP Vinculin F-Actin Overlay

Ps SH3.3-GFP Vinculin F-Actin Overlay

10 µm

Abbildung 3.16: Transfektion carboxyterminaler Ponsin-Konstrukte als GFP-Fusionsproteine in PtK2-Zellen. Dar-
gestellt sind Immunfluoreszenz-Färbungen fixierter Zellen, die ‘Ps SH3.2-C’ (Reihen 1–2), ‘Ps Ex30,31’ (Reihen
3–4) bzw. ‘Ps SH3.3’ (Reihe 5) exprimierten (Spalte 1). Die Gegenf̈arbung mit Vinculin visualisiert Fokalkon-
takte und Zell-Zell-Verbindungen (Spalte 2). F-Actin wurde mit CPITC-Phalloidin angefärbt (Spalte 3). Spalte 4 -
Drei-Kanal-Bild (GFP gr̈un, Vinculin rot, F-Actin blau). Die Kernf̈arbung im Vinculin-Kanal ist eine unspezifische
Reaktion des Sekundärantik̈orpers.



Ergebnisse 72

Längere amino- und carboxyterminale Konstrukte sowie vollständiges Ponsin Struktu-

rell lässt sich das Ponsin-Molekül in zwei Abschnitte teilen: Der aminoterminale Teil (Exone

1–25) entḧalt eine Region, die Homologie zum Peptidhormon Sorbin aufweist. Diese Sorbin-

Homologie-Region (SoHo) soll durch Interaktion mit dem Protein Flotillin in der Lage sein,

Ponsin zulipid rafts zu rekrutieren (Kimuraet al., 2001). Weitere Dom̈anen oder andere Struk-

tureinheiten lassen sich für den aminoterminalen Teil aus der Primärsequenz nicht vorhersagen.

Der carboxyterminale Teil des Ponsins (Exone 26–34) kodiert für drei SH3-Dom̈anen, zwischen

die im Skelettmuskel eine Insertion eingefügt ist (vgl. Abb. 3.8).

Die Transfektion l̈angerer Konstrukte sollte Aufschluss darüber geben, welche Abschnitte für

die Lokalisation des Proteins verantwortlich sind und welche Effekte dieÜberexpression der

Abschnitte auf die transfizierten Zellen hat. Diese Untersuchungen wurden in Nichtmuskelzel-

len (PtK2) durchgef̈uhrt, die kein endogenes Ponsin enthielten und – im Gegensatz zu den meis-

ten Muskelzellsystemen – leicht transfizierbar waren. PtK2-Zellen erwiesen sich als besonders

geeignet f̈ur diese Fragestellung, da diese Zellen wenig motil sind undsomit über ausgeprägte

Stressfaser- und Fokalkontaktstrukturen verfügen.

Die Ergebnisse der Transfektionsstudien sind in Tab. 3.3 zusammengefasst. Ausgewählte Kon-

strukte sind in Abb. 3.17 dargestellt, für eine schematische Darstellung der Konstrukte sei auf

den Anhang verwiesen (Abb. B.1).

Alle Konstrukte, die die drei SH3-Dom̈anen enthielten, zeigten eine deutliche Lokalisation in

den Fokalkontakten (Abb. 3.17 Reihen 2–4). Ein Konstrukt, das den vollsẗandigen aminotermi-

nalen Abschnitt, nicht aber die SH3-Domänen enthielt (‘Ps N-Ex25’), wurde nicht zu den Fo-

kalkontakten rekrutiert. Stattdessen zeigte es nukleäre und Stressfaser-Lokalisation (Abb. 3.17

Reihe 5).

Sowohl das Konstrukt ‘Ps SH3.1-C∆Ex30,31’, das lediglich aus den drei SH3-Domänen

bestand, als auch ein analoges Konstrukt mit der Skelettmuskel-spezifischen Insertion

(‘Ps SH3.1-C’) zeigten prominente Fokalkontakt-Lokalisationen (Abb. 3.17 Reihe 4). Daraus

kann geschlussfolgert werden, dass das Zusammenspiel der SH3-Domänen f̈ur die Lokalisation

von Ponsin in Zell-Matrix-Kontakten verantwortlich ist, die Skelettmuskel-spezifische Insertion

ist hierfür nicht erforderlich. Interessanter Weise zeigte das Konstrukt ohne die Insertion eine

deutlichere Lokalisation in Zell-Zell-Verbindungen.
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Das vollsẗandige Ponsin-Protein ‘Ps FL’ wurde in transfizierten Zellen ebenfalls in den Fokal-

kontakten detektiert (Abb. 3.17 Reihen 2–3). Mit zunehmender Expressionsstärke dieses GFP-

Fusionsproteines unterschieden sich die Zellen erheblichvon den nicht-transfizierten Nachbar-

zellen: Auff̈allig war eine ver̈anderte Morphologie der Fokalkontakte, diese waren z. T. ver-

größert bzw. unregelm̈aßig geformt und nicht wiëublich in der Peripherie der Zellen anzu-

treffen. Bei noch sẗarkererÜberexpression des Proteins wurden Actin-assoziierte Zytoskelett-

Strukturen, insbesondere die Stressfasern und Fokalkontakte, zersẗort. Als Folge wurden Ponsin

und andere Proteine der Fokalkontakte (z. B. Paxillin und Vinculin) in unregelm̈aßigen Struk-

turen (
”
Aggregaten“) detektiert (Abb. 3.17 Reihen 2–3).

Ähnliche Beobachtungen wurden mit Konstrukten gemacht, diedie Sorbin-Homologie-Region,

die drei SH3-Dom̈anen und die Skelettmuskel-spezifische Insertion enthielten. Da das Kon-

strukt ‘Ps Ex16-C’ nur mit geringer Effizienz transfizierbar war, wurde ein analoges Konstrukt

‘Ps Ex16-C∆Ex20,21’ ohne die alternativ gespleißten Exone 20 und 21 verwendet. Dieses

zeigte ebenfalls – je nach Grad derÜberexpression – Fokalkontakt-Lokalisation und die Ten-

denz, die Integriẗat der Stressfasern zu beeinflussen. Im Gegensatz zu ‘Ps FL’ wurde dieses

Konstrukt gelegentlich auch in Zell-Zell-Verbindungen nachgewiesen. Die Eigenschaft, Aggre-

gate zu bilden, schien mit der Anwesenheit der Skelettmuskel-spezifischen Insertion (Exone 30

und 31) zu korrelieren.

Tabelle 3.3: Transfektion amino- und carboxyterminaler Konstrukte sowie vollsẗandigen Ponsins in PtK2-Zellen.
Zusammengefasst sind die subzellulären Lokalisationen der transfizierten GFP-Fusionsproteine. ++ starkes
Signal in allen Zellen, + in (fast) allen Zellen beobachtet,(+) schwaches Signal bzw. nur gelegentlich beob-
achtet, - nicht beobachtet. Ein schematische Darstellung der Konstrukte befindet sich im Anhang (Abb. B.1).
(*) - Effekt abḧangig vom Expressionslevel, (**) - nur wenige Zellen analysierbar (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-C∆Ex20,21 ++ - (+) - + ++

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

Ps SH3.1-C∆Ex30,31 ++ - + (+) - -
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Paxillin F-ActinPs SH3.1-C-GFP Overlay

Paxillin F-ActinPs N-Ex25-GFP Overlay

Paxillin F-ActinPs FL-GFP Overlay

25 µm

10 µm

Paxillin F-ActinKontrolle Overlay

25 µm

10 µm

10 µm

Abbildung 3.17: Transfektion amino- und carboxyterminaler Konstrukte sowie des vollständigen Ponsins in PtK2-
Zellen; Erl̈auterungen auf S. 75.
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Abbildung 3.17 (Seite 74):

Transfektion amino- und carboxyterminaler Konstrukte sowie des vollsẗandigen Ponsins in PtK2-Zellen. Darge-

stellt sind Immunfluoreszenz-Färbungen fixierter Zellen, die ‘Ps FL’ (Reihen 2–3), ‘Ps SH3.1-C’ (Reihe 4) bzw.

‘Ps N-Ex25’ (Reihe 5) als GFP-Fusionsprotein exprimierten(Spalte 1). Die Gegenfärbung mit Paxillin (Spal-

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

te 4 - Drei-Kanal-Bild (GFP gr̈un, Paxillin rot, F-Actin blau). Die Region, die durcḧUberexpression des Ponsin-

Konstruktes eine anormale Actin-Zytoskelett-Morphologie aufweist, ist durch Pfeile gekennzeichnet. Man beachte,

dass im Falle von ‘Ps FL’ eine Zelle mit hoher Expressionsstärke (Reihe 2) sowie eine Zelle mit geringer Expressi-

onssẗarke (Reihe 3) ausgewählt wurden. Zum Vergleich sind gleichartig gefärbte, untransfizierte Zellen abgebildet

(Reihe 1).

3.2.5.2 Transfektionsstudien in Muskelzellen

Nachdem Transfektionenstudien in Nichtmuskelzellen gezeigt hatten, dass die drei SH3-

Domänen zusammen für die Lokalisation des Proteins in Zell-Matrix-Kontaktenausreichend

sind und dieÜberexpression von Ponsin die Morphologie Actin-assoziierter Zytoskelett-

Strukturen ver̈andert, wurde das Verhalten transfizierter Ponsin-Proteine in zwei verschiedenen

Muskelzell-Systemen untersucht.

Transfektion von Ponsin in C2C12-Myotuben Proliferierende C2C12-Zellen wurden mit

Ponsin-Konstrukten als GFP-Fusionsproteine transfiziertund anschließend bis zu 4 Tagein

vitro differenziert. Nach Induktion des myogenen Programmes fusionierten diese Zellen. Die

mehrkernigen Myotuben begannen, sarkomere Proteine zu exprimieren und in Pr̈amyofibrillen

einzubauen, die später zu quergestreiften Myofibrillen reiften. Da die rekombinanten Proteine

unter Kontrolle eines trunkierten Myomesin-Promotors standen, wurden auch sie erst nach

Beginn der Differenzierung exprimiert.

In C2C12-Zellen wurde eine partielle Kolokalisation des rekombinanten Ponsins (‘Ps FL’) mit

Pr̈amyofibrillen beobachtet (Abb. 3.18, Reihe 1), während reife Myofibrillen keine Assoziation

mit Ponsin zeigten (Daten nicht gezeigt). Die Gegenfärbung mit Vinculin und Paxillin belegte,

dass dieÜberexpression von Ponsin auch in diesem Zelltyp einen Einfluss auf die Morphologie

der Zell-Matrix-Kontakte aus̈ubte. Beide Proteine kolokalisierten in transfizierten Zellen mit
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Ponsin in elongierten, PLAS-artigen Zell-Matrix-Kontakten, die in dieser Ausprägung nicht in

untransfizierten Zellen detektiert wurden (Abb. 3.18, Vergleich der Reihen 2 und 3).

Wie bereits in PtK2-Zellen beobachtet, zeigten Transfektionen der Konstrukte ‘Ps Ex16-C’

und ‘Ps Ex16-C∆Ex20,21’ ähnliche Resultate wie ‘Ps FL’ (Daten nicht gezeigt). Die

Transfektionen k̈urzerer, carboxyterminaler Konstrukte waren weniger aussagekr̈aftig, da nur

eine sehr geringe Anzahl differenzierter Zellen detektiert werden konnte, die gleichzeitig

GFP-Fusionsproteine exprimierten.

Transfektion von Ponsin-Konstrukten in Kardiomyozyten Neonatale Rattenkardiomyo-

zyten stellen ein transfizierbaresin vitro Modellsystem f̈ur Herzmuskelzellen dar (Langeet al.,

2002). Im Gegensatz zu C2C12-Zellen erfolgt die Transfektionder rekombinanten Proteine in

differenzierte Zellen mit ausgeprägten sarkomeren Strukturen. Die Präparation der Zellen aus

neonatalen Rattenherzen, ihre Kultur und transiente Transfektionen der beschriebenen Ponsin-

GFP-Fusionsproteine wurden von E. Ehler durchgeführt.

In diesem Zelltyp zeigten vollständiges Ponsin (‘Ps FL’), zwei aminoterminal trunkierte Kon-

strukte ‘Ps Ex16-C’ und ‘Ps Ex16-C∆Ex20,21’ sowie das Konstrukt ‘Ps SH3.1-C’, das die

drei SH3-Dom̈anen sowie die Skelettmuskel-spezifische Insertion enthielt, ein einheitliches

Bild: Alle Konstrukte wurden in den Fokalkontakten detektiert (Abb.3.19), in denen die GFP-

Fusionsproteine mit Vinculin und Paxillin kolokalisierten. Weiterhin gab es auch Hinweise auf

eine costamerische Lokalisation, und einige transfizierteZellen zeigten eine Lokalisation des

rekombinanten Proteins in Zell-Zell-Verbindungen. Alle Konstrukte hatten die Tendenz, unspe-

zifische Aggregate zu bilden.

Die Tatsache, dass in diesem Zellsystem kein (negativer) Effekt der Konstrukte auf die Morpho-

logie des Actin-Zytoskeletts beobachtet wurde, könnte darin begr̈undet sein, dass diese Zellen

einen sehr geringenturn overder sarkomeren Proteine aufweisen (E. Ehler, persönliche Mittei-

lung).



Ergebnisse 77

10 µm

Ps FL-GFP Titin (Z-Scheibe) Overlay

Ps FL-GFP Vinculin Overlay
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Abbildung 3.18:Überexpression des vollständigen Ponsins in C2C12-Myotuben. Dargestellt sind Zellen, die 4 Ta-
gein vitro differenziert wurden und ‘Ps FL’ als GFP-Fusionsproteinüberexprimierten (Reihen 1–2, Spalte 1). Erste
Reihe: Das Ponsin-Konstrukt zeigte partielle Kolokalisation mit Pr̈amyofibrillen (angef̈arbt mit Titin mAB T12
(Spalte 2), Pfeilspitzen). Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (GFPgrün, Titin rot). Reihe 2: In transfizierten Zellen rekru-
tierte rekombinantes Ponsin Vinculin (Spalte 2) in morphologisch ver̈anderte Zell-Matrix-Kontakte (Pfeilspitzen).
Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (GFP grün, Vinculin rot). Zum Vergleich wurde eine Vinculin-gefärbte, untransfizierte
Zelle abgebildet (Reihe 3).



Ergebnisse 78

Ponsin-GFP Vinculin Titin (M-Bande) Overlay
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Abbildung 3.19: Expression von Ponsin-GFP-Fusionsprotein in neonatalen Rattenkardiomyozyten. Es ist eine Zel-
le dargestellt, die das Konstrukt ‘Ps Ex16-C∆Ex20,21’ exprimierte (Spalte 1). Zum Vergleich wurden Vinculin
(Spalte 2) und Titin (M-Banden-Epitop, angefärbt mit m8, Spalte 3) ebenfalls angefärbt. Spalte 4 - Drei-Kanal-Bild
(GFP gr̈un, Vinculin rot, Titin blau). Das Ponsin-Konstrukt zeigteLokalisation in den Fokalkontakten (Pfeilspit-
zen) sowie Zell-Zell-Verbindungen (Pfeile) und bildete unspezifische Aggregate (*). Durchgeführt von E. Ehler.

3.2.6 Funktionen der Skelettmuskel-spezifischen Insertion

Nachdem die Transfektionsstudien ergeben hatten, dass dieSkelettmuskel-spezifische Insertion

im Carboxyterminus f̈ur die subzellul̈are Lokalisation des Ponsins nicht notwendig ist, lag die

Vermutung nahe, dass dieser Bereich regulatorische Funktionen haben k̈onnte.

3.2.6.1 Vermutete Funktionen aufgrund der Aminos̈auresequenz

Die Skelettmuskel-spezifische Insertion im Carboxyterminus des Ponsins ist 278 Aminosäuren

lang und wird zum gr̈oßten Teil vom alternativ gespleißten Exon 30 (258 Aminosäuren) so-

wie von einem weiteren alternativ gespleißten Exon, Exon 31(20 Aminos̈auren), kodiert

(Abb. 3.20).

Eine Analyse der Sequenz mit bioinformatischen Programmenergab, dass die Insertion kei-

ne Sequenz-Homologie zu bekannten Proteinen oder deren Domänen aufweist. Vorhersagen

zur Sekund̈arstruktur zeigten, dass weder ausgeprägteα-helikale Bereiche nochβ-Faltblatt-

Strukturen zu erwarten sind. Die Sequenz verfügt über einen̈uberdurchschnittlich hohen Anteil

an Serin und Prolin (17,6 % bzw. 10,8 %). Bei detaillierter Betrachtung stellte sich heraus, dass

der aminoterminale Bereich eine Prolin-reiche Region enthält (PPLPPLP, Aminos̈auren 50–56

der Insertion, Abb. 3.20), die von einem Cluster von SP- und TP-Motiven umgeben ist. Eine sol-

che Prolin-reiche Region ist ein potentieller Ligand für SH3- bzw. WW-Dom̈anen (Kayet al.,
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Abbildung 3.20: Aminos̈auresequenz der Skelettmuskel-spezifischen Insertion im Carboxyterminus des Ponsin.
Die 278 Aminos̈auren lange Insertion ist in Großbuchstaben gedruckt, flankierende Bereiche in Kleinbuchsta-
ben. Der Teil der Insertion, der von Exon 31 kodiert wird, istgestrichelt unterstrichen. Die Prolin-reiche Region
(Aminos̈auren 50–56) ist kursiv dargestellt, die SP- und TP-Motive sind unterstrichen und durchnummeriert. Das
PQQP-Motiv, das von der Insertion unterbrochen wird, ist durch Boxen markiert. In den fett gedruckten Peptiden
(A: Aminosäuren 45–71; B: Aminos̈auren 72–92) wurden durch Massenspektrometrie Phosphorylierungen nach
Inkubation mit p42-MAPK nachgewiesen.

2000; Maciaset al., 2002). Dieser Sequenzabschnitt enthält zwei PXXP-Konsensus-Motive und

könnte sowohl intramolekulare Bindungen zu einer der SH3-Domänen des Ponsins als auch zu

SH3-Dom̈anen anderer Proteine vermitteln.

Die SP- und TP-Motive stellen potentielle Konsensus-Motive für die Phosphorylierung durch

MAPK dar (Davis, 1993), welche zur Familie der Serin- und Threonin-Kinasen geḧoren. Ei-

ne genauere Analyse der zehn SP- und TP-Motive und der sie umgebenden Sequenzbereiche

ergab, dass sechs dieser MotiveÄhnlichkeiten in der Aminos̈auresequenz aufweisen und sich

mehr oder weniger gut dem Konsensus-Motiv ‘R/L A L S/T P’ zuordnen lassen (Abb. 3.21,

Motive #2, #3, #4, #5, #7 und #8). Drei dieser Motive sind evolutionär innerhalb der S̈augetiere

konserviert.

Interessant ist weiterhin die Tatsache, dass die Insertionein PXXP-Motiv unterbricht (PQQP,

Abb. 3.20). Es wurde berichtet, dass dieses Motiv eine kritische Rolle bei der Bindung von

Ponsin an das Adapterprotein Nck2 spielen soll (Cowan und Henkemeyer, 2001).
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Motiv #

RAL

LAL

RA

LAL

konserviert
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Abbildung 3.21: SP- und TP-Motive in der Skelettmuskel-spezifischen Insertion des Ponsins.Links: Sequenz-
alignment der SP- und TP-Motive mit ihren umgebenden Sequenzen. Kursiv gedruckte Aminosäuren lassen sich
dem Konsensus-Motiv ‘R/L A L S/T P’ zuordnen, + gibt an, dass dieses SP-/TP-Motiv in Mensch, Maus, Ratte und
Hund gefunden wurde.Rechts:Ergebnis einer‘Clustal W’-Analyse dieser Sequenzen, dargestellt mit‘Treeview’.
Die Motive, die sich dem Konsensus-Motiv zuordnen lassen, fallen in einen Cluster (grau hinterlegt).

3.2.6.2 Phosphorylierung der Insertion

In vitro Phosphorylierungsexperimente Durch in vitro Phosphorylierungsexperimente

wurde überpr̈uft, ob die SP-/TP-Motive in der Insertion tatsächlich Substrate für MAPK

darstellen k̈onnen. Dazu wurden gereinigte, rekombinante Proteinfragmente mit p42-MAPK

in Gegenwart von radioaktiv markiertem ATP inkubiert. NachAuftrennung der Proben mittels

SDS-PAGE konnte durch Autoradiographie der Einbau radioaktiv markierter Phosphatgruppen

nachgewiesen werden. Alle Konstrukte, die die Skelettmuskel-spezifische Insertion enthielten,

wurden in diesen Versuchen durch p42-MAPK phosphoryliert (Abb. 3.22 ‘Ps Ex30,31’ und

‘Ps SH3.2-C’; schematische Darstellung der Konstrukte Abb.B.1), hingegen war f̈ur keine der

SH3-Dom̈anen ein Einbau von Radioaktivität zu beobachten. Da auch ein Konstrukt, das Exon

31 nicht entḧalt (‘Ps SH3.2-C∆Ex31’), phosphoryliert wurde, grenzt sich der phosphorylierte

Bereich auf den Teil der Insertion ein, der von Exon 30 kodiertwird und die SP-/TP-Motive

entḧalt. Das Konstrukt ‘Ps PRR’, das die Prolin-reiche Region der Insertion entḧalt (Ami-

nos̈auren 1–66 der Insertion), wurde ebenfalls phosphoryliert. Damit wurde gezeigt, dass eines

oder mehrere der beschriebenen SP-/TP-Motive in der Umgebung der Prolin-reichen Region

prinzipiell von MAPK in vitro phosphoryliert werden k̈onnen.
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Abbildung 3.22:In vitro Phosphorylierung rekombinanter Ponsin-Fragmente.Links:Coomassie-F̈arbung gereinig-
ter, rekombinanter Ponsin-Konstrukte nach Auftrennung durch SDS-PAGE; * - Verunreinigung durch bakterielles
Protein in der Pr̈aparation von ‘Ps PRR’. Eine schematische Darstellung aller Konstrukte befindet sich im Anhang
(Abb. B.1).Rechts:Autoradiographie. Die Ponsin-Proteine wurden vor Auftrennung per SDS-PAGE mit aktivier-
ter, rekombinanter p42-MAPK in Gegenwart vonγ-[33P]-ATP inkubiert (1µCi). Alle Konstrukte, die den Teil
der Insertion enthalten, der von Exon 30 kodiert wird, sowiedas Konstrukt ‘Ps PRR’ zeigten einen Einbau von
Radioaktiviẗat.

Um zu überpr̈ufen, ob in Skelettmuskelzellen Kinasen aktiv sind, die dieInsertion des Pon-

sins phosphorylieren k̈onnen, wurdenin vitro Phosphorylierungsexperimente mit Zellextrakten

durchgef̈uhrt. Rekombinantes, T7-markiertes Ponsin-Fragment (‘Ps Ex30,31’) wurde mit ver-

schiedenen Zellextrakten in Gegenwart von radioaktiv markiertem ATP inkubiert, anschließend

mit Hilfe eines Tag-Antik̈orpers pr̈azipitiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiogra-

phiert. Die Abtrennung des rekombinanten Proteins war notwendig, da die Proteine der Zellex-

trakte einen starken Hintergrund in der Autoradiographie verursachten.

Im Zellextrakt von proliferierenden,in vitro kultivierten HSkM-Zellen war eine geringe Menge

an Proteinkinaseaktivität nachweisbar, die in der Lage war, die Insertion im Ponsin zu phospho-

rylieren (Abb. 3.23, HSkM 0 d). Nach Beginn der Differenzierung nahm diese Kinaseaktivität

zu (Abb. 3.23, HSkM 2 d). Mit Fortschreiten der Differenzierung erḧohte sich diese Kinaseak-

tivit ät noch leicht (Abb. 3.23, HSkM 4 d) und entsprach ca. 50 % der eingesetzten Aktiviẗat der

rekombinanten p42-MAPK. Analogein vitro Phosphorylierungsversuche mit dem Konstrukt

‘Ps PRR’ und Zellextrakten konnten diese Ergebnisse bestätigen (Daten nicht gezeigt).

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass in differenzierenden Skelettmuskelzellen Protein-

kinase(n) aktiv sind, die SP-/TP-Motive in der Insertion des Ponsins phosphorylieren können.
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Abbildung 3.23:In vitro Phosphorylierung der Insertion durch HSkM-Zellextrakte.Rekombinantes, T7-markiertes
Fragment ‘Ps Ex30,31’ wurde mit gleichen Proteinmengen vonTriton-Zellextrakten in Gegenwart vonγ-[33P]-
ATP inkubiert (5µCi), mit Hilfe eines T7-Antik̈orpers pr̈azipitiert, und nach Auftrennung durch SDS-PAGE
autoradiographiert. Als Kontrolle für die Spezifiẗat des Signales diente ein Ansatz ohne rekombinantes Protein.
Auftragung von links: Inkubation mit Zellextrakt proliferierender HSkM-Zellen (HSkM 0 d), Inkubation mit Zell-
extrakt von HSkM-Zellen, die 2 bzw. 4 Tagein vitro differenziert wurden (HSkM 2 d, HSkM 4 d), Kontrollansatz
ohne rekombinantes Protein (Kontrolle), Vergleichsprobe, die statt mit Zellextrakt mit aktivierter, rekombinanter
p42-MAPK inkubiert wurde (MAPK).

Die verantwortlichen Proteinkinase(n) scheinen außerdemeiner differenzierungsabhängigen

Regulation zu unterliegen.

Um die Zahl der Phosphorylierungsereignisse und den Phosphorylierungsgrad quantitativ

abscḧatzen zu k̈onnen, wurde Proben vonin vitro phosphorylierten rekombinanten Ponsin-

Fragmenten durch zweidimensionale Gelelektrophorese analysiert. Nach Phosphorylierung

der rekombinanten Ponsin-Konstrukte mit p42-MAPK bzw. mitZellextrakten erfolgte die

Auftrennung der Proben nach ihren Ladungseigenschaften durch NEPHGE (erste Dimension).

In der zweiten Dimension wurden die Proteine durch SDS-PAGEentsprechend ihres Mole-

kulargewichts separiert. Anschließend wurden die T7-markierten Ponsin-Konstrukte durch

Immundetektion im Westernblot nachgewiesen. Im Vergleichzum unbehandelten Protein

zeigte mit p42-MAPK inkubiertes ‘Ps Ex30,31’ vier Spots (Abb. 3.24, P1–P4), diëaquidistant

in den sauren pH-Bereich verschoben waren, während der Spot, der dem ursprünglichen,

unphosphorylierten Protein entsprach, in dieser Probe kaum noch nachweisbar war (Abb. 3.24,

U). Aus diesem Versuch kann geschlussfolgert werden, dass bis zu vier SP-/TP-Motive in der

Skelettmuskel-spezifischen Insertion des Ponsins von rekombinanter p42-MAPK phosphory-

liert werden k̈onnen (Abb. 3.24, P1–P4). Wurde mit Zellextrakt differenzierender HSkM-Zellen

an Stelle von p42-MAPK inkubiert, waren einfach und zweifach phosphorylierte Molek̈ule
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Abbildung 3.24: Zweidimensionale Gelelektrophorese von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Ponsin-
Protein. Das rekombinante, T7-markierte Ponsin-Konstrukt ‘Ps Ex30,31’ wurde ohne (unbehandelt) oder nach In-
kubation mit aktivierter, rekombinanter p42-MAPK (MAPK) bzw. mit Triton-Zellextrakt differenzierender HSkM-
Zellen (HSkM 2d, d. h. 2 Tagein vitro differenziert) durch zweidimensionale Gelelektrophorese aufgetrennt und
über den T7-Immunotag nachgewiesen. Die Pfeile geben die Position des unphosphorylierten Proteins (U) sowie
die Positionen von einfach bis vierfach phosphorylierten Molekülen (P1–P4) an.

neben unphosphoryliertem Protein erkennbar.

Nach Behandlung mit rekombinanter p42-MAPK oder Zellextrakt zeigte auch das Konstrukt

‘Ps SH3.2-C’, das ebenfalls die Skelettmuskel-spezifische Insertion entḧalt, vier in den sauren

pH-Bereich verschobene Spots. Hingegen waren bei einem analogen Konstrukt ohne Insertion

(‘Ps SH3.2-C∆Ex30,31’) keine Unterschiede vor und nach Behandlung mit MAPK zu

beobachten (Daten nicht gezeigt).

Identifizierung von Phosphorylierungsstellen in der Skelettmuskel-spezifischen Inser-

tion Im nächsten Schritt sollte untersucht werden, welche vier SP-/TP-Motive (von den

zehn m̈oglichen; vgl. Abb. 3.20) in der Insertion durch MAPKin vitro phosphoryliert wer-

den. Dazu wurde ein kombinierter HPLC-Massenspektrometrie-Ansatz verwendet: Phospho-

rylierte Peptide, die durch tryptischen Verdau der Proben gewonnen werden, k̈onnen in der

HPLC durch ihr ver̈andertes Laufverhalten gegenüber ihren unphosphorylierten Gegenstücken

identifiziert werden. Eine Zuordnung dieser Peptide zur Sequenz ist durch MALDI-TOF-

Massenspektrometrie m̈oglich, dabei werden die Peptide anhand ihres Molekulargewichtes

identifiziert und Phosphorylierungen durch charakteristische Verschiebungen des Molekular-

gewichtes (um +80 D pro Phosphorylierungsereignis) erkannt. Um die Phosphorylierungsstelle
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in einem Peptid weiter einzugrenzen, können Fragment-Ionen-Analysen in einem Quadrupol-

Massenspektrometer durchgeführt werden. Dazu wird ein Peptid im Quadrupol ausgewählt

und durch Kollision mit Argon zur Bildung von Fragmenten angeregt, welche in einem wei-

teren TOF-Massenspektrometer analysiert werden. Im Idealfall kann aus den entstandenen

Fragment-Ionen die komplette Sequenz (einschließlich derPhosphorylierungsereignisse) gene-

riert werden. In der Praxis hat sich die Kopplung dieser Technik mit einer Nano-Elektrospray-

Ionisierungsquelle beẅahrt.

Rekombinantes ‘Ps Ex30,31’ wurde mit p42-MAPK inkubiert, tryptisch verdaut und die ent-

standenen Peptide durch HPLC aufgetrennt. Im Vergleich zu einer Probe, die nicht mit MAPK

behandelt wurde, zeigten sich geringe Abweichungen im Chromatogramm (Abb. 3.25, Pfei-

le in I ). Diese Elutionsfraktionen wurden in einem MALDI-TOF-Massenspektrometer analy-

siert, um die entsprechenden Peptide zuzuordnen. In zwei Peptiden konnten Phosphorylierun-

gen durch eine charakteristische Verschiebung der monoisotopische Masse (um +80 pro Phos-

phorylierung) identifiziert werden. F̈ur das Peptid SLALTPPLPPLPEASIYNTDHLALSPR

(Aminos̈auren 45–71 der Insertion, s. Abb. 3.20) wurden sowohl einfach- als auch zweifach-

phosphorylierte Peptide nachgewiesen (Abb. 3.25II + III , Peptid B), so dass davon auszugehen

ist, dass beide SP-/TP-Motivein vitro phosphoryliert werden. Eine detaillierte Fragment-Ionen-

Analyse des einfach-phosphorylierten Peptides B* ergab, dass pr̈aferentiell das SP-Motiv (S69

der Insertion, s. Abb. 3.20) phosphoryliert wird. Im PeptidASPSLSLSLPHLSWSDRPTPR

(Aminos̈auren 45–71 der Insertion, s. Abb. 3.20) wurde ein weiteres Phosphorylierungsereignis

identifiziert (Abb. 3.25II , Peptid A). Damit wurde die Phosphorylierung des Ponsins amS69

der Insertion durch MAPK direkt nachgewiesen und zwei weitere Phosphorylierungsereignisse

auf die unmittelbare Umgebung der Prolin-reichen Region in der Skelettmuskel-spezifischen

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

Identifizierung von Phosphorylierungstellen in der Skelettmuskel-spezifischen Insertion.

I - Chromatogramm tryptischer Peptide phosphorylierten undunphosphorylierten Ponsin-Fragments: Rekombi-

nantes ‘Ps Ex30,31’ wurde unbehandelt (gestrichelte Linie) bzw. nach Inkubation mit aktivierter, rekombinanter

p42-MAPK (ausgezogene Linie) tryptisch verdaut und die erhaltenen Peptide durch HPLC aufgetrennt (links).

Der markierte Bereich, in dem sich die Chromatogramme beider Proben unterschieden, ist vergrößert dargestellt

(rechts). Die phosphorylierte Probe wies veränderte Peak-Intensitäten und zus̈atzliche Peaks (Pfeile) auf.

II + III - Massenspektren phosphorylierter Ponsin-Peptide:II - Rekombinantes Ponsin-Fragment ‘Ps Ex30,31’

wurde unbehandelt (links) oder nach Phosphorylierung mit p42-MAPK (rechts) tryptisch verdaut und die resul-

tierenden Peptide durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert. In der mit p42-MAPK inkubierten Probe

(‘+MAPK’) waren die phosphorylierten Peptide A* und B* (Verschiebung um +80 kD) erkennbar, gleichzeitig

war die Intensiẗat der unphosphorylierten Peptide A und B im Vergleich zur unphosphorylierten Probe (‘unbe-

handelt’) verringert.III - Nach Auftrennung der tryptischen Peptide durch HPLC wurdein der Elutionsfraktion

38 der phosphorylierten Probe einfach phosphoryliertes Peptid B* nachgewiesen (links), in der darauffolgenden

Elutionsfraktion 39 einfach phosphoryliertes Peptid B* und zweifach phosphoryliertes Peptid B** (rechts).

3.2.6.3 Potientielle Interaktionspartner der Insertion

Überpr üfung auf intramolekulare Interaktion Die Lage der Prolin-reichen Region in der

Nähe von drei SH3-Dom̈anen ließ eine autoregulatorische Funktion möglich erscheinen, wie sie

bereits f̈ur andere Proteine beschrieben wurde. Beispielsweise kann eine Prolin-reiche Region

der Src-Kinase als intramolekularer Ligand für ihre SH3-Dom̈ane dienen und so zur Inhibition

der Src-Kinaseaktiviẗat beitragen (Erpelet al., 1995).

In Dotblot- und Westernblot-Overlay-Experimenten zeigtekeine der drei SH3-Dom̈anen des

Ponsins Bindung an das Konstrukt ‘Ps Ex30,31’, das die Prolin-reiche Region entḧalt (Daten

nicht gezeigt). Daher kann eine regulatorische intramolekulare Assoziation der Skelettmuskel-

spezifischen Insertion mit den SH3-Domänen ausgeschlossen werden. Die Prolin-reiche Region

in der Insertion stellt somit wahrscheinlich ein Modul dar,das die Bindung anderer Proteine an

Ponsin vermitteln k̈onnte.

Interaktion mit Nck2 Cowan und Henkemeyer (2001) haben die Bindung des Adapterpro-

teins Nck2 an Ponsin beschrieben. In ihren Versuchen zeigteNck2 Bindung an ein 16 Ami-

nos̈auren langes Peptid, das der Region des Ponsins entspricht, die von der Skelettmuskel-

spezifischen Insertion unterbrochen wird (RSATASPQQPQAQQRR, Aminos̈auren 902–909

und 1188–1195 in Abb. C.7, s. auch Abb. 3.20). Aus Mutationsanalysen schlussfolgerten sie,
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Abbildung 3.26: Gezielte Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente mit Nck2 und Ponsin. Hefezellen, die vollständiges
Nck2 als Beutekonstrukt und eines der Ponsin-Köderkonstrukte koexprimierten, wurden auf Aktivierung der Re-
portergene getestet (+ messbare Aktivierung). Zum Vergleich sind die vollsẗandigen Proteine schematisch darge-
stellt. Alle Ponsinkonstrukte, die die Prolin-reiche Region in der Skelettmuskel-spezifischen Insertion enthielten,
zeigten eine Bindung an Nck2 (Region grau hervorgehoben).

dass das PQQP-Motiv als Ligand für eine oder mehrere SH3-Domänen des Nck2 fungiert.

Da die Skelettmuskel-spezifische Insertion dieses PQQP-Motiv unterbricht (vgl. Abb. 3.20),

sollte mit Hefe-Doppel-Hybrid-Experimentenüberpr̈uft werden, ob Ponsin-Konstrukte mit und

ohne Skelettmuskel-spezifische Insertion unterschiedliches Bindungsverhalten an Nck2 zeigen.

Überraschenderweise war für das Konstrukt ‘Ps SH3.2-C∆Ex30,31’ keine Bindung gegenüber

Nck2 detektierbar, obwohl es das von Cowan und Henkemeyer (2001) beschriebene PQQP-

Bindungsmotiv enthielt (Abb. 3.26). Hingegen zeigten alle Konstrukte, die die Prolin-reiche

Region der Skelettmuskel-spezifischen Insertion enthielten, eine deutliche Aktivierung beider

Reporter-Gene.

Damit wurde eine weitere Nck2-Bindungsstelle in der Skelettmuskel-spezifischen Insertion

identifiziert, die eine ḧohere Affiniẗat zu Nck2 aufweisen muss, wenn man davon ausgeht, dass

die von Cowan und Henkemeyer (2001) beschriebene Bindung so niedrig-affin ist, dass sie
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im verwendeten Hefe-Doppel-Hybrid-System nicht nachgewiesen werden konnte. Da die Bin-

dungsregion dieser neuen Nck2-Bindungsstelle auf den Teil der Insertion eingegrenzt wurde,

der ein Prolin-reiches Motiv enthält, ist zu vermuten, dass die Bindung durch eine Interaktion

des Prolin-reichen Motivs im Ponsin mit einer SH3-Domäne des Nck2 erfolgt.

Um die in vitro Bindungsdaten einordnen zu können, sollte mit Hilfe von Immunfluoreszenz-

Analysen untersucht werden, ob und in welchen Stadien Nck2 und Ponsin in Zell-

Matrix-Strukturen kolokalisieren. Da keiner der kommerziell verfügbaren Nck-Antik̈orper f̈ur

Immunfluoreszenz-Untersuchungen geeignet war, wurde die Lokalisation von vollsẗandigem,

rekombinantem Nck2-Protein in PtK2-Zellen untersucht. Der überwiegende Anteil der trans-

fizierten Zellen zeigte eine diffuse Lokalisation vonüberexprimiertem Nck2 in Zellen, die

eine stark ver̈anderte Morphologie aufwiesen (Daten nicht gezeigt). DieÜberexpression des

Adapterproteins schien toxisch für die Zellen zu sein. Eine Population von transfizierten Zel-

len, die nur geringe Expressionslevel aufwiesen, unterschied sich morphologisch nicht von un-

transfizierten Zellen. In diesem Fall lokalisierte rekombinantes Nck2 in den Fokalkontakten

(Abb. 3.27, Reihe 2).

In doppelt-transfizierten PtK2-Zellen, die rekombinantesNck2 und Ponsin-GFP-Fusionsprotein

koexprimierten, zeigten beide Proteine eine partielle Kolokalisation in den Fokalkontakten

(Abb. 3.27, Reihe 1). Dies bedeutet, dass die identifizierte Interaktion der beiden Proteinein

vivo in Zell-Matrix-Strukturen stattfinden kann.
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Abbildung 3.27: Transfektion von Nck2 und Ponsin in PtK2-Zellen. Rekombinantes, T7-markiertes Nck2-Protein
wurde zusammen mit dem Ponsin-Konstrukt ‘Ps SH3.1-C’ als GFP-Fusionsprotein in PtK2-Zellen exprimiert (Rei-
he 1); beide Proteine wiesen partielle Kolokalisation in den Fokalkontakten auf. Zum Vergleich ist eine Transfek-
tion von T7-markiertem Nck2-Protein zusammen mit GFP (leerer pMypG-Vektor) dargestellt (Reihe 2). Spalte 1 -
GFP, Spalte 2 - Nck2-T7, Spalte 3 - Zwei-Kanal-Bild (GFP grün, Nck2 rot). Die Kernf̈arbung im Nck2-Kanal ist
eine unspezifische Reaktion des T7-Antikörpers.

Die Ergebnisse der Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente wurden durch einen biochemischen An-

satz n̈aher analysiert. Da die Prolin-reiche Region der Insertion von Phosphorylierungsstellen

für MAPK umgeben ist (s. Abschnitt 3.2.6.2), wurde zusätzlich der Einfluss des Phosphorylie-

rungsstatus dieser Region auf die Nck2-Ponsin-Interaktionuntersucht.

Rekombinante, T7-markierte Ponsin-Konstrukte, welche dieSkelettmuskel-spezifische Inserti-

on enthielten (‘Ps SH3.2-C’ und ‘Ps Ex30,31’), sowie das Konstrukt ‘Ps SH3.2-C∆Ex30,31’,

das die letzten zwei SH3-Dom̈anen ohne die Insertion enthielt (schematische Darstellung der

Konstrukte in Abb. B.1), wurden unbehandelt oder nach Phosphorylierung mit p42-MAPK

durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit rekombinantem, EEF-

markiertem Nck2-Protein inkubiert. Anschließend wurde das gebundene Protein̈uber seinen

Immunotag detektiert. In diesem Versuch zeigte Nck2 deutliche Bindung an unphosphorylier-

tes ‘Ps SH3.2-C’ sowie ‘Ps Ex30,31’, also an die beiden Konstrukte, die die Insertion mit der
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Abbildung 3.28: Bindung von Nck2 an die Skelettmuskel-spezifische Insertion im Ponsin in Westernblot-Overlay-
Experimenten.Links:Westernblot der aufgereinigten, rekombinanten Ponsin-Proteine ‘Ps SH3.2-C’, ‘Ps Ex30,31’
und ‘Ps SH3.2-C∆Ex30,31’, nachgewiesen̈uber ihren T7-Immunotag (- unphosphoryliert, + nach Inkubation mit
aktivierter, rekombinanter p42-MAPK).Rechts: Westernblot-Overlay-Experimente. Die links dargestellten geblot-
teten Proteine wurden mit rekombinantem, EEF-markiertem Nck2-Protein inkubiert und gebundenes Proteinüber
den EEF-Immunotag nachgewiesen. Zum Vergleich ist das verwendete Nck2-Protein detektiert. Nck2 zeigte Bin-
dung an die unphosphorylierten Konstrukte ‘Ps SH3.2-C’ und‘Ps Ex30,31’, welche die Insertion mit der Prolin-
reichen Region enthielten. Vorherige Phosphorylierung der Konstrukte durch p42-MAPK verminderte deutlich die
Fähigkeit von Nck2, an die Ponsin-Konstrukte zu binden. Die Molekulargewichte der Markerproteine sind in kD
angegeben.

Prolin-reichen Region enthielten. Im Gegensatz dazu wurde keine Bindung an das Konstrukt

‘Ps SH3.2-C∆Ex30,31’ detektiert (Abb. 3.28). Damit wurden die Befunde der Hefe-Doppel-

Hybrid-Experimente bestätigt. Es ist zu vermuten, dass die von Cowan und Henkemeyer (2001)

beschriebene, ursprüngliche Nck2-Bindungsstelle im Konstrukt ‘Ps SH3.2-C∆Ex30,31’ eine

so geringe Affiniẗat zu Ponsin besitzt, dass diese Interaktion mit den hier verwendeten Metho-

den nicht nachweisbar ist.

Nach Phosphorylierung der Insertion an SP-/TP-Motiven zeigte Nck2 eine dramatisch verrin-

gerte Bindung an die beiden Konstrukte ‘Ps SH3.2-C’ und ‘Ps Ex30,31’. Diese Ergebnisse

zeigen, dass MAPK-abhängige Phosphorylierungen der Insertion mit der Bindung vonNck2 an

Ponsin interferieren.



Ergebnisse 91

3.3 Die Anpassung von Zell-Matrix-Kontakten in adulten

quergestreiften 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 nachgegangen werden, wie einzelne Ami-

nos̈aure-Austausche im MLP-Protein zu hypertropher Kardiomyopathie f̈uhren (s. Kapitel 1).

Zusammengefasst stellt sich die Frage, worin sich die MLP-Mutanten (L44P, S54R E55G,

C58G) auf molekularer Ebene vom Wildtyp-Protein unterscheiden und welche nachgeschal-

teten molekularen Vorg̈ange an der Erkrankung des Myokards beteiligt sind. Dabei sollte die

DCM-assozierte Mutation MLP W4R vergleichend in die Experimente einbezogen werden.

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

Kardiomyozyten

Es wurde zun̈achstüberpr̈uft, ob die mutierten MLP-Formen in der Lage sind, die
”
richti-

ge“ intrazellul̈are Lokalisation einzunehmen. Dazu wurden das Wildtyp-Protein, die drei be-

schriebenen HCM-assoziierten Mutanten und zusätzlich die DCM-assoziierte Mutante als GFP-

Fusionsproteine in transienten Transfektionen untersucht.

In PtK2-Zellen, die als Nichtmuskelzellen kein endogenes MLP enthalten, lokalisierte das Wild-

typ-Protein vor allem in den Stressfasern (Abb. 3.29, ersteReihe). Diese Strukturen wurden

mehr oder weniger stark diskontinuierlich dekoriert. Diesweist darauf hin, dass MLP sowohl

an diedense bodiesals auch kontinierlich entlang der Stressfasern bindet. Auch eine nuklëare

Lokalisation wurde gelegentlich beobachtet.

Alle mutierten MLP-Varianten wiesen einëahnliche Lokalisation wie das Wildtyp-Protein

auf (Abb. 3.29, Reihen 2–5). Die beobachteten Unterschiede lagen im Variationsbereich der

Wildtyp-Transfektionen. Die Tatsache, dass keine Protein-Aggregate oder auffällige Fehlloka-

lisationen beobachtet wurden, lässt darauf schliessen, dass alle untersuchten mutierten MLP-

Proteine prinzipiell in der Lage sind, in definierte subzelluläre Strukturen eingebaut zu werden.

Da MLP ein muskelspezifisches Protein ist und die Mutationenkardiale Pḧanotypen verur-
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sachen, wurden auch Transfektionstudien in neonatalen Rattenkardiomyozyten durchgeführt.

In diesem Zelltyp lokalisierte rekombinantes Wildtyp-MLPprominent in den Z-Scheiben

(Abb. 3.30, erste Reihe). Daneben waren auch diffuse zytoplasmatische Anteile zu beobach-

ten.

Die mutierten MLP-Proteine wiesen ebenfalls eine Z-Scheiben-Lokalisation auf (Abb. 3.30,

Reihen 2–5). Sie unterschieden sich nicht vom Wildtyp-Protein in ihren subzellul̈aren Lokali-

sationen. Die Unterschiede zwischen den abgebildeten Zellen entsprechen dem Variationsspek-

trum der Wildtyp-Transfektionen und reflektieren den unterschiedlichen Differenzierungs- bzw.

Dedifferenzierungsgrad der einzelnen Zellen (Carrollet al., 2001).

3.3.1.2 Überpr üfung der MLP-Mutantenproteine auf α-Actinin-Bindung

Die Transfektionsstudien deuteten darauf hin, dass alle mutierten MLP-Varianten prinzipiell

in das Sarkomer eingebaut werden können. Dies setzt unter anderem voraus, dass die Protein-

Protein-Interaktionen, die für die subzellul̈are Lokalisation des MLP in der Z-Scheibe verant-

wortlich sind, auch von den mutierten Proteinen eingegangen werden k̈onnen. Als Bindungs-

partner des MLP in der Z-Scheibe sindα-Actinin und Telethonin beschrieben worden (Louis

et al., 1997; Kn̈oll et al., 2002). Die Binding anα-Actinin ist eine konservierte Eigenschaft

aller CRP-Proteine und scheint für die Stressfaser-Lokalisation der Proteine verantwortlich zu

sein (Louiset al., 1997). Da auch die MLP W4R Variante Z-Scheiben-Lokalisation aufwies

(Abb. 3.30, Reihe 2), obwohl dieses Protein nicht in der Lage ist, an Telethonin zu binden (Knöll

et al., 2002), liegt die Vermutung nahe, dass die Wechselwirkung von MLP mit α-Actinin das

Protein an die Z-Scheibe rekrutiert. Dieα-Actinin Bindungsregion des MLP schließt sich un-

mittelbar an die Region an, in der die HCM-assoziierten MLP-Mutationen beschrieben wurden

(Harperet al., 2000; vgl. Abb. 1.8). Aus diesen Gründen wurde biochemiscḧuberpr̈uft, ob die

mutierten Proteine in der Lage sind,α-Actinin zu binden. Dazu wurden Westernblot-Overlay-

Experimente mit rekombinanten Proteinen durchgeführt (Abb. 3.31).

Wie in der Literatur beschrieben (Louiset al., 1997), wiesen CRP1, CRP2 und Wildtyp-MLP

eine Bindung anα-Actinin auf. Auch alle mutierten MLP-Proteine verfügtenüber die F̈ahigkeit,

α-Actinin zu binden. Daraus ergibt sich, dass keiner der Aminos̈aureaustausche in den mutierten

MLP-Formen dieα-Actinin Bindungsstelle vollsẗandig zersẗort.
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MLP S54R E55G

MLP C58G

MLP W4R

GFP a-Actinin F-Actin Overlay

10 µm

MLP WT

MLP L44P

Abbildung 3.29: Transfektion von MLP-GFP-Fusionsproteinen in PtK2-Zellen. Erste Spalte: MLP-GFP, zweite
Spalte:α-Actinin (BM75.2), dritte Spalte: F-Actin (CPITC-Phalloidin), vierte Spalte: Drei-Kanal-Bild (GFP -
grün, α-Actinin - rot, F-Actin - blau). Wildtyp-MLP (erste Reihe) lokalisierte vor allem in den Stressfasern. Die
MLP-Mutanten (Reihen 2–5) zeigten in ihren subzellulären Lokalisationen keine Unterschiede zum Wildtyp.
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GFP Myomesin F-Actin Overlay

MLP WT

MLP C58G

MLP L44P

MLP S54R E55G

MLP W4R

10 µm

Abbildung 3.30: Transfektion von MLP-GFP-Fusionsproteinen in neonatalen Rattenkardiomyozyten. Erste Spalte:
MLP-GFP, zweite Spalte: Myomesin, dritte Spalte: F-Actin (CPITC-Phalloidin), vierte Spalte: Drei-Kanal-Bild
(GFP - gr̈un, Myomesin - rot, F-Actin - blau). Die alternierende Streifung von MLP und Myomesin (M-Banden-
Protein) wies MLP als Z-Scheiben-Komponente aus. Die mutierten MLP-Proteine (Reihen 2–5) unterschieden sich
nicht vom Wildtyp-MLP (erste Reihe). Durchgeführt von E. Ehler.
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Abbildung 3.31:Überpr̈ufung rekombinanter CRP/MLP-Proteine aufα-Actinin Binding in Westernblot-Overlay-
Experimenten. Totalextrakte bakterieller Expressionskulturen mit rekombinanten, EEF-markierten Proteinen
(links: Ponceau-Rot-F̈arbung) wurden mit T7-markiertem, rekombinantemα-Actinin inkubiert und gebundenes
Proteinüber den T7-Tag nachgewiesen (rechts:T7-Detektion). Als Negativ-Kontrolle diente ein Bakterienlysat
ohne rekombinantes Protein. Der Pfeil gibt die Lage der rekombinanten Proteine an; die Molekulargewichte der
Markerproteine sind in kD angegeben. Alle untersuchten rekombinanten CRP/MLP-Varianten zeigten Bindung an
α-Actinin.

3.3.2 Detaillierte biochemische Analyse der MLP C58G Variante

3.3.2.1 Analyse der Faltung und strukturellen Stabiliẗat

Die vorangegangenen Experimente (s. Abschnitt 3.3.1) deuteten darauf hin, dass die Ami-

nos̈aureaustausche in den Kardiomyopathie-aussoziierten MLP-Proteinen weder zur Aggregati-

on bzw. Fehllokalisation noch zu einem vollständigen Verlust derα-Actinin Bindung f̈uhrten. Es

schienen also bereits geringe strukturelle oder funktionelle Veränderungen in den MLP-Mutan-

ten Ursache der Pathogenese zu sein. Aus diesem Grund sollteeine detaillierte biochemische

Analyse diese geringeren, eher quantitativen Unterschiede zwischen Wildtyp und mutierten

Proteinen aufzeigen. Die nachfolgenden Untersuchungen konzentrierten sich auf die Analy-

se eines der mutierten MLP-Proteine. MLP C58G diente in allenweiteren Experimenten als

Modellprotein f̈ur die Kardiomyopathie-verursachenden MLP-Mutanten, da für dieses Protein

aufgrund des Austausches einer Zink-koordinierenden Aminos̈aure die deutlichsten Effekte zu

erwarten waren.
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Zinkbindung LIM-Domänen zeigen eine charakteristische Faltung in zwei Zinkfinger

(Perez-Alvaradoet al., 1994), wobei in jedem dieser Finger vier konservierte Aminos̈auren (C,

H oder D) ein Zinkatom koordinieren (Michelsenet al., 1993; Archeret al., 1994). Grundlegen-

de Arbeiten von Schmeichel und Beckerle (1997) haben gezeigt, dass bereits die Mutationeines

Zink-koordinierenden Restes in der LIM-Domäne des Zyxins dazu führt, dass das Zinkatom

nicht mehr koordiniert werden kann. Da im MLP C58G Protein eine vergleichbare Situation

vorliegt (Abb. 3.32links), wurde die Zinkbindungskapazität des mutierten Proteins mit dem

MLP-Wildtyp verglichen. Rekombinantes MLP C58G zeigte im Vergleich zum Wildtyp-

Protein eine um 25 % verminderte Kapazität, Zinkatome zu koordinieren. Dies entspricht

drei statt vier gebundenen Zinkatomen im mutierten Proteinund impliziert, dass der mutierte

Zinkfinger seine F̈ahigkeit, Zink zu koordinieren, verloren hat. Beim Zyxin führt die fehlende

Metall-Koordination zur Fehlfaltung des betroffenen Zinkfingers (Schmeichel und Beckerle,

1997). Weiterhin wurde gezeigt, dass dies zusätzlich eine strukturelle Destabilisierung des

anderen Zinkfingers in der LIM-Dom̈ane bewirkt. Auch f̈ur das hier untersuchte MLP-Protein

sind strukturelle Konsequenzen für betroffene LIM-Dom̈ane und die angrenzenden Bereiche,

d. h. auch f̈ur den ersten Zinkfinger und für den Glycin-reichen Abschnitt nach der ersten

LIM-Domäne, zu erwarten.
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Abbildung 3.32: Zinkbindungskapazität von MLP WT und C58G.Links: Schematische Darstellung einer korrekt
gefalteten LIM-Dom̈ane (links) mit koordinierenden Aminosäuren und gebundenen Zinkatomen (schwarze Punk-
te). Mutierte Zinkfinger (rechts) sind nicht in der Lage, Zinkatome zu koordinieren. Das MLP C58G Protein (unten)
ist mit der von Schmeichel und Beckerle (1997) verwendeten Mutante (oben) vergleichbar.Rechts:MLP C58G
zeigte signifikant verminderte Zinkbindungskapazität relativ zu MLP WT (∗ p < 0, 01).
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Erhöhte Proteolyseempfindlichkeit Bei der Aufreinigung der heterolog exprimierten

Mutante waren reproduzierbare Proteolyseprodukte auffällig, die in Wildtyp-Pr̈aparationen

nicht beobachtet wurden. Um züuberpr̈ufen, ob MLP C58G generell anfälliger für Pro-

teolysevorg̈ange ist, wurden rekombinantes Wildtyp- und mutiertes MLP mit der Protease

Thermolysin behandelt (Abb. 3.33).

MLP C58G wurde in diesen Experimenten schneller als die Wildtyp-Variante abgebaut, wobei

prinzipiell die gleichen Intermediate auftraten. Als Endprodukt des Verdaus entstanden beim

Wildtyp-Protein zwei prominente Produkte (ca. 10 und 14 kD), beim mutierten Protein war nur

ein Endprodukt (ca. 10 kD) zu beobachten.

Diese Befunde deuten darauf hin, dass es in der ersten LIM-Domäne auf Grund der fehlenden

Zink-Koordination falsch oder unvollständig gefaltete Bereiche gibt, die im mutierten Protein

über eine weniger kompakte Tertiärstruktur verf̈ugen und leichter zug̈anglich f̈ur Proteasen

sind. Folglich ist die Mutante anfälliger für Proteolyse.
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Abbildung 3.33: Proteasebehandlung von Wildtyp und mutiertem MLP. MLP C58G (unten) zeigte bereits vor
der Inkubation (K) prominente Proteolyseprodukte (*) und wurde schneller und vollständiger von Thermolysin
abgebaut als MLP WT (oben); ebenso beachte man die fehlende Bande nachÜbernachtverdau (∞, Pfeilspitze).
Die Molekulargewichte der Markerproteine sind in kD angegeben.

3.3.2.2 Untersuchung der Bindungseigenschaften

Im nächsten Abschnitt sollte untersucht werden, inwieweit diever̈anderten strukturellen Eigen-

schaften der Mutante Auswirkungen auf die Bindungseigenschaften des Molek̈ules haben. Dazu
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wurden die Bindungseigenschaften von MLP C58G mit denen des Wildtyp-Proteins quantitativ

verglichen.

Gezielte Hefe-Doppel-Hybrid-Experimente Da sich dieα-Actinin Bindungsstelle im MLP

unmittelbar an die mutierte Region anschließt (Harperet al., 2000; vgl. Abb. 1.8), wurde in

Hefe-Doppel-Hybrid-Experimenten die Bindung an dieses Protein untersucht (Abb. 3.34). Un-

ter den verwendeten Bedingungen wies die C58G Mutante im Vergleich zum Wildtyp-MLP

eine um ca. 75 % verringerte Aktivierung deslacZ-Reportergenes auf. Dies bestätigt die Aus-

sage, dass die MLP C58G Variante prinzipiell noch in der Lage ist, anα-Actinin zu binden (s.

Abschnitt 3.3.1). Die dramatisch veringerte Aktivierung des Reportergenes reflektiert neben der

verminderten Stabiliẗat des mutierten Proteins offenbar auch eine verringerte Bindungskapaziẗat

an den Ligandenα-Actinin.
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Abbildung 3.34: Bindung von MLP-Proteinen anα-Actinin in gezielten Hefe-Doppel-Hybrid-Experimenten.Die
ß-Galactosidase-Aktivität von Hefen, die MLP C58G undα-Actinin koexprimierten (n = 11) war signifikant
reduziert im Vergleich zu Hefen, die MLP WT undα-Actinin koexprimierten (n = 8), (∗ p < 0, 0001).

Biochemische Charakterisierung Sowohlα-Actinin als auch N-RAP wurden als Bindungs-

partner des MLP beschrieben (Louiset al., 1997; Ehleret al., 2001). Um zuüberpr̈ufen,

ob MLP C58G tats̈achlich ein ver̈andertes Bindungsverhalten zu den Ligandenα-Actinin

und N-RAP aufweist, wurden biochemische Bindungsversuche mit gereinigten, rekombinan-

ten Proteinen durchgeführt (Abb. 3.35). Die beiden rekombinanten MLP-Proteine WT und

C58G verf̈ugtenüber einen EEF-Immunotag, alle anderen Konstrukte waren mit einem T7-

Immunotag ausgestattet. Für das N-RAP wurden zwei aminoterminale Konstrukte entworfen:

‘N-RAP LI’ enthielt die LIM-Domäne und den sich anschließenden nichtmodularen Teil, das
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Abbildung 3.35: Konstrukte f̈ur biochemische Bindungsversuche.Links: Schematische Darstellung der Konstruk-
te; zum Vergleich ist auch das vollständige N-RAP Protein dargestellt; aa Aminosäure, rrepeat, SLRspectrin like
repeat, SRsuperrepeat. Rechts:Westernblot der gereinigten, rekombinanten Proteine; * Proteolyseprodukte des
MLP C58G. Die Molekulargewichte der Markerproteine sind inkD angegeben.

Konstrukt ‘N-RAP LIr02’ zus̈atzlich die ersten beiden Nebulin-artigenrepeats. α-Actinin wur-

de als vollsẗandiges Protein verwendet. Da für α-Actinin zus̈atzlich spezifische Antik̈orper zur

Verfügung standen (s. Tab B.1), ermöglichten diese Konstrukte in jedem Fall die spezifische Im-

mundetektion des gebundenen Proteins. In Dotblot-Overlay-Experimenten zeigten sowohl die

beiden N-RAP Konstrukte als auchα-Actinin Bindung an Wildtyp-MLP, ebenso banden bei-

de N-RAP-Konstrukte anα-Actinin (Abb. 3.36). F̈ur die Bindung von N-RAP an MLP wurde

zus̈atzlich gezeigt, dass diese konzentrationsabhängig und s̈attigbar ist.

Da aufgrund fr̈uherer Bindungsversuche (Ehleret al., 2001) bekannt ist, dass die LIM-Domäne

des N-RAP nicht f̈ur die Bindung an MLP erforderlich ist, kann geschlussfolgert werden,

dass der sich unmittelbar anschließende, nichtmodulare Teil des N-RAP die Bindung an MLP

vermittelt. Trotzdem zeigte das längere N-RAP-Konstrukt ‘LIr02’ stärkere Bindung an MLP.

Möglicherweise bewirken in diesem Konstrukt die nachfolgenden Nebulin-artigenrepeatseine

stabilere Faltung der Bindungsregion.

MLP C58G zeigte in diesen Versuchen ein deutlich verändertes Bindungsverhalten: Die Bin-

dung des l̈angeren N-RAP Konstruktes an immobilisiertes MLP C58G war mitdeutlich ge-

ringerer Sẗarke nachweisbar; eine Bindung des kürzeren N-RAP Konstruktes war kaum noch

detektierbar (Abb. 3.36).

Jedes der drei Proteine MLP,α-Actinin und N-RAP verf̈ugtüber Bindungsstellen für die jeweils

anderen Proteine (Abb. 3.36 links). Weiterhin zeigte MLP C58G eine verringerte Bindung so-
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Abbildung 3.36: Dotblot-Overlay-Experimente. Rekombinante MLP- und N-RAP-Konstrukte wurden auf Nitro-
zellulose immobilisiert, mit rekombinanten Proteinen inkubiert (je 500 pmol) und gebundenes Protein immunolo-
gisch nachgewiesen.Links:Beide N-RAP Konstrukte undα-Actinin zeigten Bindung an immobilisiertes MLP WT
(5 pmol; oben). Ebenso interagierteα-Actinin mit beiden N-RAP Konstrukten (5 pmol; unten).Rechts:MLP C58G
zeigte eine verringerte Bindung an beide N-RAP Konstrukte.BSA diente als Kontrollprotein, die Ponceau-Rot-
Färbung visualisiert immobilisiertes Protein. Gebundene Proteine wurden̈uber den T7-Immunotag nachgewiesen.

wohl anα-Actinin (Abb. 3.34) als auch an N-RAP (Abb. 3.36). Damit ergab sich die Frage, ob

beide Proteinëuberlappende Bindungsstellen auf dem MLP haben.

In Koimmunpr̈azipitationsversuchen wurdeα-Actinin mit MLP sowie N-RAP inkubiert und an-

schließend mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers gef̈allt. Die gebundenen, mit-präzipitierten

Proteine konnten im darauf folgenden Westernblot nachgewiesen werden (Abb. 3.37).

In diesen Versuchen band MLP in Gegenwart und Abwesenheit von N-RAP anα-Actinin, um-

gekehrt konnte anα-Actinin gebundenes N-RAP in Gegenwart oder Abwesenheit beider MLP

Varianten nachgewiesen werden. Wie schon in den vorangegangenen Experimenten (Abb. 3.34

und 3.36) zeigte MLP C58G eine veringerte Bindungsfähigkeit.

Um zu untersuchen, ob statt eines ternären Komplexes MLP –α-Actinin – N-RAP zwei bin̈are

Komplexe vorliegen (vgl. Abb. 3.37 rechts), wurden Kompetionsexperimente durchgeführt. Da

steigende Mengen MLP keine Auswirkungen auf die Bindung von N-RAP anα-Actinin hatten,

lag keine Konkurrenz um Bindungsstellen auf demα-Actinin vor (Abb. 3.37 Mitte). Folglich

ist davon auszugehen, dass die drei Proteine tatsächlich einen tern̈aren Komplex bilden. Der

Aminos̈aureaustausch im MLP C58G bewirkt eine strukturelle Destabilisierung des Proteins,

die sich in der verminderten Bindungsfähigkeit der beiden unabhängigen Bindungsstellen für

α-Actinin und N-RAP widerspiegelt.
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Abbildung 3.37: Koimmunpr̈azipitationsexperimente.α-Actinin wurde unter Verwendung des Serums 653
präzipitiert und die gebundenen Proteineüber ihre Immunotags nachgewiesen.Links: MLP WT und C58G ko-
präzipitierten mitα-Actinin in Gegenwart und Abwesenheit von N-RAP (‘LIr02’).Ebenso kopr̈azipitierte N-RAP
mit α-Actinin in Gegenwart und Abwesenheit beider MLP-Proteine. Mitte: Kompetitionsexperimente. Steigende
Mengen MLP WT beeinflussten nicht die Kopräzipitation von N-RAP mitα-Actinin. Rechts:Schematische Dar-
stellung der beiden m̈oglichen molekularen Situationen während der Immunpräzipitationsexperimente (schwarz:
immobilisierter Antik̈orper, hellgrau:α-Actinin, weiß: MLP, dunkelgrau: N-RAP).

3.3.3 Charakterisierung eines monoklonalen MLP-Antik̈orpers

Mit Hilfe eines gegen MLP gerichteten Antikörpers kann die Expression und Lokalisation des

Proteins in den von MLP-Mutationen betroffenen Patienten analysiert werden. Es existieren

zwar bereits einige MLP-Antik̈orper (polyklonale Kaninchen- bzw. Ziegenseren; Arberet al.,

1994; Schneideret al., 1999; Flick und Konieczny, 2000), keiner dieser Antikörper erf̈ullt je-

dochalle nachfolgenden Anforderungen: Der Antikörper sollte mit MLP, nicht aber mit den

eng verwandten Proteinen CRP1 und CRP2 reagieren. Da verschiedene Mausmodelle f̈ur Kar-

diomyopathien existieren (z. B. Arberet al., 1997; Sussmanet al., 1998), sollte der Antik̈orper

nicht nur humanes Protein, sondern auch das MLP der Maus erkennen. Weiterhin sollte der An-

tikörperüber ein breites Anwendungsspektrum verfügen und f̈ur Westernblot-, Immunpräzipi-

tations- sowie Immunfluoreszenz-Anwendungen geeignet sein. Auch ẅare es vorteilhaft, wenn

der Antikörper in unbegrenzter Menge in gleichbleibender Qualität zur Verf̈ugung stehen ẅurde

(monoklonaler Antik̈orper).

3.3.3.1 Strategie und Selektion geeigneter Hybridome

Ein Sequenzvergleich von CRP1, CRP2 und MLP ergab, dass die drei Proteine nur in zwei

Regionen gr̈oßere Unterschiede in der Aminosäureabfolge aufweisen (Abb. 3.38). Als Immuni-
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CRP1 1 MPNWGGGKKCGVCQKTVYFAEEVQCEGNSFHKSCFLCMVCKKNLDSTTVAVHGEEIYCKS   60

CRP2 1 MPVWGGGNKCGACGRTVYHAEEVQCDGRSFHRCCFLCMVCRKNLDSTTVAIHDEEIYCKS 60

MLP 1 MPNWGGGAKCGACEKTVYHAEEIQCNGRSFHKTCFHCMACRKALDSTTVAAHESEIYCKV 60

CRP1 61 CYGKKYGPKGYGYGQGAGTLSTDKGESLGIKHE~EAPGHRPTTNPNASKFAQKIGGSERC 119

CRP2 61 CYGKKYGPKGYGYGQGAGTLNMDRGERLGIKPE~SVQPHRPTTNPNTSKFAQKYGGAEKC 119

MLP 61 CYGRRYGPKGIGYGQGAGCLSTDTGEHLGLQFQQSPKPARSVTTSNPSKFTAKFGESEKC 120

CRP1 120 PRCSQAVYAAEKVIGAGKSWHKACFRCAKCGKGLESTTLADKDGEIYCKGCYAKNFGPKG 179

CRP2 120 SRCGDSVYAAEKIIGAGKPWHKNCFRCAKCGKSLESTTLTEKEGEIYCKGCYAKNFGPKG 179

MLP 121 PRCGKSVYAAEKVMGGGKPWHKTCFRCAICGKSLESTNVTDKDGELYCKVCYAKNFGPTG 180

CRP1 180 FGFGQGAGALVHSE 193

CRP2 180 FGYGQGAGALVHAQ 193

MLP 181 IGFGGLTQQVEKKE 194

Abbildung 3.38: Sequenzalignment von CRP1, CRP2 und MLP. Nur zwei Regionen (Aminos̈auren 90–105 und
180–194) der MLP-Sequenz zeigen deutliche Unterschiede zuCRP1 und CRP2; identische Aminosäuren sind
schwarz hinterlegt. Die Aminosäuren, die dem verwendeten Immunisierungspepitd entsprechen, sind unterstrichen.

sierungspeptid wurde daher ein carboxyterminales, 30 Aminos̈auren langes Peptid gewählt, das

eine MLP-spezifische Region enthält.

Nach Fusion von Milzzellen einer immunisierten Maus mit einer Myelom-Zelllinie (Köhler und

Milstein, 1975) wurden Oligo-Hybridoma-Klone selektiert, die Antikörper produzierten, die in

ELISA-Tests mit rekombinantem MLP, nicht aber mit rekombinantem CRP1 oder CRP2 rea-

gierten. Diese Arbeiten wurden von C. Erck (Gesellschaft für Biotechnologische Forschung,

GBF, Braunschweig) durchgeführt.

Zehn Kultur̈ubersẗande von Hybridomaklonen wurden im Westernblot auf Reaktivität mit

rekombinantem MLP und Herzextrakten getestet (Abb. 3.39).Parallel wurden sie in

Immunfluoreszenz-Anwendungen̈uberpr̈uft. Nur die Übersẗande der Klone #79, #177 und

#238 zeigten deutliche Signale in der Immunfluoreszenz. Siewurden subkloniert und die Kul-

turübersẗande einzelner Antik̈orper-produzierender Zellklone wie oben beschrieben getestet.

Da nur derÜberstand 79D2 zufriedenstellende Ergebnisse in Westernblots zeigte (Abb. 3.39),

wurde dieser als endgültiger monoklonaler MLP-Antik̈orper selektiert. Seine Immunglobulin-

Subklasse wurde als ‘G2a’ bestimmt.

3.3.3.2 Charakterisierung des Antik̈orpers 79D2

Von der GBF Braunschweig wurde gereinigter monoklonaler Antikörper 79D2 zur Verf̈ugung

gestellt, welcher zun̈achst f̈ur biochemische Anwendungen charakterisiert werden sollte.
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Abbildung 3.39: Testung verschiedener Kulturübersẗande im Westernblot. Zehn verschiedene Oligo-Hybridoma-
Klone (Bahnen 3–12) und drei monoklonale Kulturübersẗande (Bahnen 13–15) wurden im Westernblot auf Reakti-
vität mit rekombinantem MLP (oben), MLP im Herzextrakt der Maus (Mitte) und des Menschen (unten) überpr̈uft.
Die Molekulargewichte der Markerproteine sind in kD angegeben;K1 - Inkubation ohne Ig,K2 - Inkubation mit
Kontroll-Ig.

Der Antikörper reagierte mit endogenem MLP des Menschen, der Maus undder Ratte so-

wie mit rekombinantem (humanem) MLP (Abb. 3.40). Er war weiterhin in der Lage, MLP

zu pr̈azipitieren und reagierte nicht mit rekombinantem CRP1 oder CRP2. Die Tatsache, dass in

Herzproben von MLPknock outMäusen keine Bande detektiert wurde, ist ein weiterer Beweis

für die Spezifiẗat des Antik̈orpers.

MLP war mit Hilfe dieses Antik̈orpers im Herzen und im adulten Skelettmuskel (in geringe-

rem Maße) nachweisbar. Dies bestätigte fr̈uhere Expressionsstudien (Arberet al., 1994). Inter-

essant war der Befund, dass MLP weder in undifferenzierten noch in differenzierten HSkM-

Zellen detektierbar war (Abb. 3.40,C). Damit unterschied sich dieses Zellsystem erheblich

von C2C12-Zellen, die MLP bereits mit Beginn der Differenzierung exprimieren (Arberet al.,

1997). Mögliche Erkl̈arungen f̈ur diese Diskrepanzen sind, dass (a) MLP in HSkM-Zellen erst

in weiter differenzierten Stadien exprimiert wird oder dass (b) die verwendeten HSkM-Zellen

Satelliten-Zellen schneller Muskelfasern darstellen, die laut Untersuchungen von Schneider

et al. (1999) kein MLP enthalten.

In HSkM-Zellextrakten und Herzgewebeextrakten wurden kreuzreaktive Banden um 60 kD be-

obachtet (Abb. 3.40,B, C). Sequenzvergleiche nach Datenbankrecherchen ergaben, dass diese
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Abbildung 3.40: Charakterisierung des MLP-Antikörpers 79D2 in Westernblot-Anwendungen. Auftragung von
links: A - rekombinante Proteine: MLP, CRP1, CRP2;B - Herzextrakte von Mensch, Ratte und Maus;C - Ske-
lettmuskelextrakte: undifferenzierte HSkM-Zellen (0 d),differenzierte HSkM-Zellen (4 d), Gewebeextrakt adul-
ter Skelettmuskel (human);D - Immunpr̈azipitation: verwendeter Extrakt, Kontrolle ohne Antikörper, Immun-
präzipitation;E - Herzextrakt Maus (WT), Herzextrakt MLP-/- Maus. Die Molekulargewichte der Markerprote-
ine sind in kD angegeben;Pfeil: MLP, Pfeilspitzen:kreuzreaktive Banden, * Immunglobuline (schwere Ketten);
E wurde von E. Ehler durchgeführt.

von nuklëaren Proteinen hervorgerufen werden könnten, die mit MLP in kurzen Sequenzab-

schnittenübereinstimmen (Tab. B.7).

Obwohl der Antik̈orper in der Lage war, transfiziertes MLP in PtK2-Zellen anzufärben (Daten

nicht gezeigt), waren alle weiteren Immunfluoreszenz-Analysen unbefriedigend: Auf Gewebe-

schnitten (Herz und Skelettmuskel) konnten mit dem Antikörper keine spezifischen, subzel-

lulären Strukturen angefärbt werden. Gelegentlich beobachtete Kernfärbungen sind kritisch zu

bewerten, da sie auch in Immunfluoreszenz-Färbungen von HSkM-Zellen zu beobachten wa-

ren, die kein MLP exprimieren (Abb. 3.40,C und Abb. 3.41). Folglich k̈onnten sie durch die

kreuzreaktiven nuklëaren Proteine (s. o.) hervorgerufen werden.

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

MLP-Antikörper f̈ur Westernblot- und Immunpräzipitationsanwendungen zur Verfügung.
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79D2 Titin (Z-Scheibe) Overlay

Kontrolle Titin (Z-Scheibe) Overlay

25 µm

Abbildung 3.41: Kreuzreaktivität des mAB 79D2 mit nuklëaren Proteinen. Dargestellt sind Immunfluoreszenz-
Analysen kultivierter HSkM-Zellen, die vier Tagein vitro differenziert wurden. Der monoklonale MLP-Antikörper
79D2 f̈arbte nuklëare Strukturen in Titin-positiven Myotuben und Titin-negativen Myoblasten an (Reihe 1),
während diese Markierung in Kontrollfärbungen (Reihe 2, identische Antikörperkombination unter Auslassung
des mAB 79D2) nicht beobachtet wurde. Erste Spalte: 79D2 (Reihe 1) bzw. kein Antik̈orper (Reihe 2), zweite
Spalte: Titin Z-Scheibe (mAB T12), dritte Spalte: Zwei-Kanal-Bild (79D2 bzw. Kontrolle gr̈un, Titin rot). Man
beachte, dass im Westernblot kein MLP in HSkM-Zellen nachgewiesen 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-Patienten

Heterozygote MLP-Mutationen können eine HCM verursachen (Geieret al., 2003). Daher

stellte sich die Frage, ob im Myokard von HCM-Patienten, bei denen keine MLP-Mutation

vorliegt, die Expression von MLP verändert ist, wie es f̈ur die Expression des Proteins im

Myokard von DCM-Patienten beschrieben wurde (Zolket al., 2000).

Mit dem hier beschriebenen MLP-Antikörper stand ein Werkzeug zur Verfügung, die Ex-

pression von MLP im Myokard von HCM-Patienten, im Vergleich zu DCM-Patienten, zu

überpr̈ufen. Es wurden die bereits beschriebenen DCM- und Kontrollproben verwendet (s.

Abschnitt 3.2.4.1) und auf gleiche Art und Weise HCM-Proben,die aus Myektomien stammten,

analysiert. Letztere wurden vom Herz- und DiabeteszentrumNordrhein-Westfalen und der

Humboldt-Universiẗat Berlin zur Verf̈ugung gestellt (s. Tab. B.5).

Die Extrakte wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose-Membranen transferiert

und MLP sowie sarkomeresα-Actinin im Westernblot nachgewiesen (Abb. 3.42). Die densi-

tometrische Auswertung der Gele erfolgte in Analogie zum Ponsin (s. Abschnitt 3.2.4.1). Die

auf sarkomeresα-Actinin bezogenen, normierten Werte der einzelnen Probensind in Tab. B.5

zusammengefasst. Ein Vergleich von Kontrollproben und DCM-Proben zeigte, dass in fünf

der sechs untersuchten DCM-Proben der MLP-Gehalt signifikant herabgesetzt war (Abb. 3.42

rechts oben). Eine Probe (Abb. 3.42, Bahn 9 in Blot 1; Probe ‘1155’) wurde mit statistischen

Methoden als Ausreißer identifiziert (s. Abschnitt 2.6.2) und nicht in die Mittelwertberechnung

einbezogen.

Die verminderte Expression in von DCM betroffenen Herzen steht in Einklang mit den Daten

von Zolk et al. (2000), welcher ebenfalls eine verminderte MLP-Expression auf Proteinebene

in DCM-Herzen beschrieben hat. Auch die auffällig hohe Variationsbreite des MLP-Gehalts,

insbesondere in den Kontrollproben, konnte bestätigt werden. Diese k̈onnte auch Ausdruck der

Heterogeniẗat der Kontrollproben hinsichtlich Alter, Gesundheitszustand und Probenbehand-

lung nach Explantation sein.
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Ein anderes Bild ergab sich für die HCM-Proben, in welchen sich die durchschnittliche Expres-

sion von MLP nicht signifikant von der Kontrollgruppe unterschied (Abb. 3.42rechts unten). Im

ersten HCM-Kollektiv waren die MLP-Gehalte in der Regel leicht erḧoht, während das zweite

HCM-Kollektiv eine sehr heterogene MLP-Expression aufwies.
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Abbildung 3.42: Expression von MLP undα-Actinin im Myokard von DCM- und HCM-Patienten.Links: In
Westernblots detektiertes MLP und sarkomeresα-Actinin in Kontrollgeweben (Ktr 1 und 2), Extrakten von DCM-
Patienten (DCM) und HCM-Patienten (HCM 1 und 2). MLP wurde mit mAB 79D2,α-Actinin mit dem Serum 653
nachgewiesen.Rechts: Densitometrische Auswertung der Blots. Der MLP-Gehalt wurde auf denα-Actinin-Gehalt
der gleichen Probe normiert und der Mittelwert des Kontrollkollektives auf den Wert 100 gesetzt. Relativ zum
jeweiligen Kontrollkollektiv sind die Mittelwerte und Standardabweichungen des DCM-Kollektives (oben) bzw.
der HCM-Kollektive (unten) aufgetragen. Rechts der Mittelwerte sind die mit gleichemSkalierungsfaktor multi-
plizierten Werte der einzelnen Proben des Kollektives dargestellt. Die mit Klammern markierte DCM-Probe wurde
mit einem statistischen Test als Ausreißer identifiziert (s. Abschnitt 2.6.2) und nicht in die Mittelwertberechnung
eingezogen. Man beachte, dass die Analyse des DCM- und der HCM-Kollektive zu unterschiedlichen Zeitpunkten
mit unterschiedlichen Kontrollkollektiven erfolgten undfolglich die Absolutwerte der DCM- und HCM-Kollektive
nicht direkt miteinander vergleichbar sind. * signifikanter Unterschied (p < 0, 01).
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3.3.4.2 Ver̈anderte Expression von MLP im Skelettmuskel eines Mausmodellesfür

Kyphoskoliose

Während die Beteiligung von MLP an Kardiomyopathien weithin akzeptiert ist, istüber die

Funktion dieses muskelspezifischen Proteins bei Erkrankungen der Skelettmuskulatur nur

wenig bekannt.

Die ky-Maus ist ein Tiermodell f̈ur idiopathische Kyphoskoliose (Mason und Palfrey, 1984;

Bridgeset al., 1992). Eine homozygote Mutation im Gen desky-Proteins bewirkt ein vorzeiti-

ges Stop-Codon in der mRNA (Blancoet al., 2001). Infolgedessen wird die mRNÄuber einen

nonsense mediated decayMechanismus abgebaut (Frischmeyer und Dietz, 1999) und dasky-

Protein ist auf Westernblot-Ebene nicht nachweisbar (Blanco et al., 2001). Die makroskopische

Konsequenz ist eine degenerative Myopathie, die mit einer Skoliose (Verkr̈ummung der

Wirbels̈aule) einhergeht. Auf zellulärer Ebene durchlaufen die betroffenen Muskelpartien

mit vorwiegend langsamen Fasertypen kurz nach der Geburt einmalig einen Degenerations-

und Regenerationsprozess. Im adulten Tier sind die betroffenen Muskelfasern dystroph und

mikroskopisch an ihrem kleinen Durchmesser erkennbar. mRNA-Expressionsanalysen haben

gezeigt, dass mehrere Gene eine veränderte Expression in betroffenen Muskelpartien der

ky-Maus aufweisen, darunter auch MLP (Blancoet al., 2004). Mit Hilfe des hier beschriebenen

MLP-Antikörpers sollteüberpr̈uft werden, ob die veränderte Expression des MLP auch auf

Proteinebene nachweisbar ist. Dazu wurden Westernblot-Analysen zweier Muskelgruppen der

ky-Maus im Vergleich zu Wildtyp-Gewebe durchgeführt (Abb. 3.43).

In beiden untersuchten Muskelgruppen ist eine erhöhte Expression des MLP-Proteins zu

beobachten. Im Gegensatz dazu blieb die Expression eines anderen sarkomeren Proteins, des

α-Actinins, im Vergleich zum Grundstoffwechsel-Enzym GAPDH unver̈andert. Damit werden

nicht nur die Expressionsdaten auf mRNA-Ebene bestätigt, sondern zum ersten Mal eine

Beteiligung von MLP an einer Skelettmuskel-Erkrankung auf Proteinebene beschrieben.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die erhöhte Expression des MLP in den moleku-

laren Kontext der Erkrankung einordnen zu können: Es stellt sich die Frage, ob MLP an den

Umstrukturierungsprozessen in den Skelettmuskeln derky-Maus direkt beteiligt ist, oder ob

die erḧohte MLP-Expression nur eine sekundäre Folge der Erkrankung ist.
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Abbildung 3.43: Ver̈anderte MLP-Expression in Skelettmuskelproben derky-Maus. In Muskelproben gleichen Pro-
teingehaltes derky-Maus (ky) und einer Wildtyp-Maus (Ktr) wurden MLP mit mAB 79D2, sarkomeresα-Actinin
mit dem Serum 653 und GAPDH mit einem mAB detektiert. SOL -M. 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 Muskelzellen – die Costamere – wurden ur-

spr̈unglich als Vinculin-haltige, rippenförmige Strukturen beschrieben, welche die Myofibril-

len auf Ḧohe der Z-Scheiben umspannen (Pardoet al., 1983). Ẅahrend die Lokalisation des

muskelspezifischen Dystrophins und anderer Proteine des Sarkoglycan-Komplexes in diesen

Strukturen der Krafẗubertragung nachgewiesen wurde (Ervasti, 2003), war wenigüber die Aus-

stattung dieser Strukturen mit
”
klassischen“ Proteinen der Fokalkontakte bekannt.

Den Ausgangspunkt dieser Arbeit stellten morphologische Untersuchungen dar, die die Ent-

wicklung der Zell-Matrix-Kontakte, im Speziellen der Costamere, im Verlauf der Differenzie-

rung von Skelettmuskelzellen beschreiben sollten. Dazu wurde die Expression
”
klassischer“

Fokalkontakt-Marker in differenzierenden HSkM-Zellen mit Hilfe von Immunfluoreszenz-

Analysen untersucht: Ẅahrend die angefärbten Zell-Matrix-Kontakte proliferierender HSkM-

Zellen morphologisch einheitlich waren und weitestgehendden Fokalkontakten adhärenter

Nichtmuskelzellen entsprachen, wiesen differenzierendeHSkM-Zellen eine erstaunliche Varia-

bilit ät bez̈uglich der Gestalt und Lage der Zell-Matrix-Kontakte auf: Neben großen, fl̈achigen

Fokalkontakten an den Enden der Myotuben befanden sich in zentralen, dem Substrat zuge-
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wandten Bereichen viele kleine, unregelmäßig geformte Zell-Matrix-Kontakte (Abb. 3.2). Die

Enden der entstehenden Prämyofibrillen wurden in fr̈uhen Differenzierungsstadien durch elon-

gierte Kontakt-Strukturen mit der Zellmembran verankert.Im weiteren Verlauf der Differenzie-

rung bildeten sich PLAS-artige Strukturen, welche die reifenden Myofibrillen mit der Zellmem-

bran verbinden. Da diese Strukturen ausschließlich auf dersubstratabgewandten Seite zu finden

waren, ist davon auszugehen, dass die PLAS-artigen Strukturen eine Verbindung zu Kompo-

nenten der extrazellulären Matrix darstellen, die von den Myotuben selbst sezerniert wurden

(Raoet al., 1985).

Die Ausstattung proliferierender HSkM-Zellen mit Fokalkontakt-Proteinen entsprach weitge-

hend der von Nichtmuskelzellen: Neben Vinculin waren Paxillin, FAK sowie Tensin anzutref-

fen. Weiterhin wurden die Fokalkontakte prominent durch einen Phospho-Tyrosin-spezifischen

Antikörper angef̈arbt (Abb. 3.1). Dies bedeutet, dass Proteine der Fokalkontakte auch in

diesem Zellsystem einen hohen Anteil an Tyrosin-Phosphorylierungen aufweisen. Im Laufe

der Muskelentwicklung erfolgten nicht nur morphologischeVeränderungen der Zell-Matrix-

Kontakte, auch die Proteinzusammensetzungänderte sich nach Beginn der myogenen Diffe-

renzierung: Die Strukturen wurden durch muskelspezifisch exprimierte Proteine, z. B. Ponsin

und ß1D-Integrin, erg̈anzt, gleichzeitig ver̈anderte sich das Expressionsmuster einiger
”
klassi-

scher“ Fokalkontakt-Proteine (Abb. 3.1). Bereits früh nach Beginn der Differenzierung war die

Abnahme der FAK in den Zell-Matrix-Kontakten beobachtbar (Abb. 3.2), diese wurde gefolgt

von einer dramatischen Abnahme des Phospho-Tyrosin-Gehaltes. Zeitlich verz̈ogert verringerte

sich auch die Expression des Paxillins. In adulten Muskelzellen waren die drei Fokalkontakt-

Marker nicht mehr nachweisbar (Abb. 3.12). Im Gegensatz dazu zeigten Vinculin und Tensin

eine unver̈anderte Expression in differenzierenden Skelettmuskelzellen und waren auch in den

Costameren adulter Muskelzellen sowie den Glanzstreifen der Kardiomyozyten anzutreffen.

Der Übergang von PLAS-artigen Strukturen zu reifen Costameren konnte im verwendeten

Modellsystem nicht beobachtet werden, da sich die HSkM-Zellen bei spontanen Kontraktio-

nen – also zu dem Zeitpunkt, an dem die Ausbildung von Costameren zu erwarten ist – von

der Kulturschale ablösten. Immunfluoreszenz-Untersuchungen adulter Gewebe lieferten zwar

erg̈anzende Aussagen zur Proteinexpression in adulten Costameren, es verblieb jedoch ein Zeit-

fenster in der Entwicklung der Costamere, das experimentellnicht erfaßt wurde. Es ist zu ver-

muten, dass in diesem Zeitraum das Adapterprotein Paxillinaus den Vorl̈auferstrukturen der
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Costamere verschwindet.

Da das verringerte Expressionsniveau der FAK dem sinkendenGehalt an Phospho-Tyrosin vor-

ausgeht, ist zu vermuten, dass die Aktivität der FAK die Phosphorylierung der Fokalkontakt-

Proteine – direkt oder indirektüber andere Proteinkinasen – bewirkt (Schalleret al., 1992). Der

FAK wird in Nichtmuskelzellen eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle der Dynamik von

Fokalkontakten zugeschrieben (Parsons, 2003). Damit werden wichtige Prozesse, wie beispiel-

weise die Migration von Zellen oder die Anheftung an die extrazellul̈are Matrix, kontrolliert.

FAK-defiziente Zellen weisen eine eingeschränkte Motiliẗat auf und bilden verstärkt Fokalkon-

takte aus (Ilicet al., 1995). Im Gegensatz zu proliferierenden Myoblasten, die motil sind und

deren definierte Anordnung Voraussetzung für Fusionsereignisse ist (Clarket al., 2002b), sind

die Myotuben differenzierender HSkM-Zellen in ihrer Migrationsf̈ahigkeit eingeschränkt. Es

ist denkbar, dass zu diesem Zeitpunkt ein Umbau der Zell-Matrix-Strukturen eingeleitet wird,

in dessen Verlauf die Aktiviẗat der FAK kontraproduktiv ẅare, und gleichzeitig die Protein-

zusammensetzung an die neuen Bedingungen angepasst wird. Welche Signale eine derartige

Änderung der Proteinzusammensetzung in den Zell-Matrix-Strukturen der differenzierenden

Skelettmuskelzellen bewirken, ist zum heutigen Zeitpunktunklar.

Untersuchungen von Carragheret al. (1999) haben gezeigt, dass Collagen-Fragmenteüber

Integrin-vermittelte Signalwege den Abbau von FAK in Glattmuskelzellen induzieren können,

der mit einer Disassemblierung der Fokalkontakte einhergeht. An diesen Abbauprozessen ist

die Protease Calpain maßgeblich beteiligt (Carragheret al., 2001, 2003). Ob Umbauvorgänge

in der extrazellul̈aren Matrix von Skelettmuskelzellen während der Differenzierung (Swasdison

und Mayne, 1992) ebenfalls einen Calpain-vermittelten Abbau von FAK bewirken, wird Ge-

genstand zuk̈unftiger Untersuchungen sein.

Festzuhalten ist zunächst, dass die
”
klassischen“ Signaltransduktionskaskaden in den Fokalkon-

takten adḧarenter Nichtmuskelzellen, die von der Aktivität von Tyrosin-Kinasen (z. B. FAK und

Src) und des Adapterproteins Paxillin mitbestimmt werden,in Skelettmuskelzellen nur für frühe

Differenzierungsstadien von Bedeutung sein können. Da die Umbauprozesse des Zytoskeletts

und der dazugeḧorigen Zell-Matrix-Kontakte zu diesem Zeitpunkt noch nicht abgeschlossen

sind, muss es also weitere, bisher noch unidentifizierte Signalwege geben, die die Dynamik der

Zell-Matrix-Kontakte in sp̈ateren Differenzierungsstadien modulieren.
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4.2 Identifizierung und Charakterisierung eines neuen

Paxillin-Liganden: Ponsin

4.2.1 Paxillin interagiert mit Ponsin in differenzierenden Skelettmuskel-

zellen

Um neue Signalwege in differenzierenden Muskelzellen zu entdecken, sollten darin involvierte

Proteine identifiziert werden. Als Ausgangspunkt erschienes sinnvoll, neue Bindungspartner

eines bekannten Fokalkontakt-Proteins im System
”
Muskel“ zu bestimmen. F̈ur diesen Ansatz

wurde das Protein Paxillin gewählt und mit Hilfe der Hefe-Doppel-Hybrid-Technik Ponsin als

Bindungspartner identifiziert. Nachfolgende biochemischeExperimente zeigten, dass die zwei-

te SH3-Dom̈ane im Carboxyterminus des Ponsins die Bindung an die Prolin-reiche Region im

Aminoterminus des Paxillins vermittelt (Abb. 3.4 und Abb. 3.5).

Das Protein Ponsin wurde ursprünglich als Signalmolek̈ul in Adipozyten beschrieben (Ribon

et al., 1998a). In diesem Zelltyp ist es an einem Phosphatidylinositol-3-Kinase-unabḧangigen

Weg zur Glucose-Aufnahme beteiligt. Als Antwort auf die Stimulierung mit Insulin wird in

Adipozyten das Protein c-Cbl phosphoryliert und anschließend von Ponsin durch Interaktion

mit dem Protein Flotillin zu denlipid rafts rekrutiert (Kimuraet al., 2001). Nachgeschaltete

Prozesse, die u. a. die Aktivierung der Rho-GTPase TC10 beinhalten (Chianget al., 2001),

führen zur Translokation des Glucose-Transporters GLUT4 andie Zellmembran, wodurch die

Aufnahme von Glucose ins Zytoplasma ermöglicht wird (Baumannet al., 2000).

Neuere Untersuchungen in Skelettmuskelzellen und -geweben weisen jedoch darauf hin, dass

der beschriebene metabolische Weg nicht auf Muskelzellenübertragbar ist (JeBaileyet al.,

2004; Thironeet al., 2004). Vielmehr scheint Ponsin auch im Muskel Funktionen als Actin-

Zytoskelett-assoziertes Protein wahrzunehmen.Ähnliche Befunde wurden bereits für andere

Zellsysteme beschrieben: So ist Ponsin ein Interaktionspartner von l-Afadin und Vinculin in

der Leber und lokalisiert in Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten verschiedener Zelllinien und

Gewebe (Mandaiet al., 1999). Weiterhin wiesen stabil transfizierte Zellen, die Ponsin und den

Insulin-Rezeptor gemeinsam (über-)exprimierten, eine verstärkte Ausbildung von Stressfasern

und Fokalkontakten im Vergleich zu einer Zelllinie auf, dienur den Insulin-Rezeptor (über)-
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exprimierte (Ribonet al., 1998b).

Die identifizierte Interaktion zwischen Paxillin und Ponsin scheint ein transientes Ereignis

während der Differenzierung von Skelettmuskelzellen zu sein: Proliferierende HSkM-Zellen

exprimieren Paxillin, nicht aber Ponsin (Abb. 3.13). Nach Induktion des myogenen Programmes

setzt rasch die Expression des Ponsins ein und beide Proteine kolokalisieren in den verschie-

denen Zell-Matrix-Kontakten, später auch in den Vorläuferstrukturen der Costamere. Das Ver-

schwinden der FAK aus diesen Strukturen könnte den Beginn eines Umbauvorgangs markieren,

in dessen Folge auch Paxillin aus den Zell-Matrix-Strukturen verschwindet (s. Abschnitt 4.1).

Im adulten Gewebe ist Ponsin in den Costameren sowie den Glanzstreifen anzutreffen, ẅahrend

Paxillin in adulten quergestreiften Muskelzellen nicht mehr nachweisbar ist (Abb. 3.12).

Interessanterweise bindet Ponsin an die Prolin-reiche Region im Paxillin, die auch als Bin-

dungsmodul f̈ur die Tyrosin-Kinase Src beschrieben wurde (Wenget al., 1993). Die Rolle von

Src bei der Differenzierung von Skelettmuskelzellen wird in der Literatur kontrovers dikutiert:

Während Claycomb und Lanson (1987) berichteten, dass Src in proliferierenden, nicht aber in

differenzierenden Skelettmuskelzellen exprimiert wird,zeigten neuere Untersuchungen von Lu

et al.(2002), dass die Inhibierung der Src-Aktivität in L6-Zellen die Differenzierung, insbeson-

dere die Fusion der Myoblasten zu Myotuben, blockiert. Andererseits bewirkte die Expression

der konstitutiv-aktiven Form v-Src eine Inhibierung der myogenen Differenzierung in C2C12-

Zellen (Falconeet al., 2003). Offensichtlich bedeutet dies, dass die Aktivität der Src-Kinase

von differenzierenden Skelettmuskelzellen streng reguliert werden muss. Neben der Feinab-

stimmung der Kinaseaktivität durch Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsereignisse im

Src-Molek̈ul selbst, insbesondere am regulatorischen Tyrosin-Rest Y527 (Zhenget al., 1992),

kann die Verf̈ugbarkeit von Substraten einen limitierenden Faktor darstellen. Möglicherweise

wird dies durch die Bindung von Ponsin an die Src-Bindungsstelle im Paxillin bewirkt, das da-

mit die Bindung der Src an Paxillin blockiert. Dies könnte zur Folge haben, dass die Src-Kinase

Substrate in den Zell-Matrix-Strukturen differenzierender Skelettmuskelzellen nicht mehr phos-

phorylieren kann und dadurch andere Signalwege aktiviert werden, womit schließlich der Um-

bau der Zell-Matrix-Kontakte eingeleitet wird.

Infolge dieses Umbaus ist als eines der ersten Proteine FAK in diesen Strukturen nicht mehr

nachweisbar. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die von Linet al. (2001a)
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beschriebene Interaktion der FAK mit Ponsin indirekter Natur ist und von Paxillin vermittelt

wird. Es wurde gezeigt, dass die drei Proteine FAK, Paxillinund Ponsin einen ternären Komplex

in vitro ausbilden k̈onnen (Abb. 3.6). Die Anwesenheit von skelettmuskelspezifschen Ponsin-

Isoformen in Proteinkomplexen der Zell-Matrix-Kontakte differenzierender Skelettmuskelzel-

len stellt einen wesentlichen Unterschied zu
”
klassischen“ Fokalkontakt-Komplexen dar und

korreliert wahrscheinlich mit den speziellen Signaltransduktionsvorg̈angen ẅahrend der Diffe-

renzierung. Da Ponsin̈uber keine enzymatische Aktivität verf̈ugt, ist anzunehmen, dass es als

Adapterprotein fungiert und Signalmoleküle zu den sich im Umbau befindenden Zell-Matrix-

Strukturen rekrutiert. Erst in späteren Stadien der Differenzierung, wenn sich reife Costamere

ausbilden und Paxillin in den Strukturen nicht mehr vorkommt, scheint die niedrig-affine Inter-

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

4.2.2 Expression und Lokalisation von Ponsin in Muskelzellen

Für Transfektionsstudien war die Klonierung einer vollständigen Ponsin-cDNA Vorausset-

zung. Dazu wurde der carboxyterminale Teil des Ponsins aus einer Skelettmuskel-cDNA-

Bibliothek amplifiziert und der Aminoterminus durch RT-PCR auf RNA, die aus differenzieren-

den HSkM-Zellen isoliert wurde, gewonnen. Die Sequenzierung entsprechender Klone ergab,

dass Skelettmuskel-Varianten des Ponsin mehrere Exone enthalten, die als alternativ gespleißte

Exone beschrieben wurden (Linet al., 2001b): Die Exone 3, 5, 7, 19, 20, 21, 25, 30 und 31 wur-

den in allen Ponsin-Varianten angetroffen. In einer Subpopulation der Klone waren zusätzlich

die Exone 12 und 13 enthalten, während in keinem der Klone die Exone 14 oder 15 gefunden

wurden (Tab. 3.1).

Über die Funktion der alternativ gespleißten Exone im Ponsin ist wenig bekannt. Die

Primärsequenz des Exons 3 erlaubt keine Vorhersagen zu dessen Funktion; das Exon 5 ist mit

neun Aminos̈auren so kurz, dass zu vermuten ist, dass seine Anwesenheit flankierende Berei-

che modifiziert. Im Exon 7 finden sich zwei Prolin-reiche Regionen (RPPTPLGP, Aminosäuren

178–185 und PPPPLVPPAP, Aminosäuren 243–252 in Abb. C.7), die putative Liganden für

SH3- oder WW-Dom̈anen darstellen (Kayet al., 2000; Maciaset al., 2002). Untersuchungen

von Zhanget al. (2003) deuteten darauf hin, dass dieses Modul an einer Homodimerisierung

von Ponsinin vitro beteiligt ist und die Affinẗat zu Vinculin verringert. Daneben enthält Exon 7
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vier SP-/TP-Motive, die potentielle Substrate für MAPK darstellen (Davis, 1993), aber keine

Sequenz-̈Ahnlichkeit zu den identifizierten Phosphorylierungsstellen in Exon 30 aufweisen.

Die Exone 12 und 13 zeigen in ihrer Primärsequenz̈Ahnlichkeit zu Exon 16 und enthalten einen

Teil der Region, die Homologie zum Peptid-Hormon Sorbin aufweist. Es ist denkbar, dass diese

Exone durch Genduplikationen entstanden sind (Doolittle,1995). Exon 19 ist dem Bereich des

Proteins ArgBP21 homolog, der sich auch dort unmittelbar an die Sorbin-Homologie-Region

anschließt. Ob und auf welche Weise die Anwesenheit dieser Exone die Funktion der Sorbin-

Homologie-Region moduliert, ist unbekannt.

Die Exone 20 und 21 zeigen keine Homologie zu bekannten Proteinen. Da sie nicht in PCR-

Produkten einer Herzmuskel-cDNA-Bibliothek gefunden wurden, k̈onnten sie unbekannte,

Skelettmuskel-spezifische Funktionen haben.

Obwohl das Exon 25 von mehreren Gruppen beschrieben wurde, besteht kein Konsens̈uber sein

Expressionmuster. Lebreet al. (2001) identifizierten eine Ponsin-Variante, die dieses Exon ent-

hielt, in neuronalen (Purkinje)-Zellen; eine andere Gruppe fand dieses Modul in drei RT-PCR-

Produkten des weißen Fettgewebes (Zhanget al., 2003). Hingegen beschrieben Alcazaret al.

(2004), dass die Expression des Exons 25 auf Herz- und Skelettmuskelgewebe beschränkt ist.

Übereinstimmend sind die Vorhersagen zur Funktion aufgrund der Aminos̈aure-Sequenz: Durch

die Anwesenheit des Exons 25 wird eine putative, zweiteilige Kernlokalisationssequenz (NLS)

gebildet. Ausserdem gibt es Sequenzabschnitte, die zur Ausbildung voncoiled-coilStrukturen

geeignet scheinen. Ob diese Elemente funktionell sind, konnten die Untersuchungen der Ar-

beitsgruppen nicht abschließend klären.

Diese Arbeit konnte einen Beitrag dazu leisten, die Funktionder Exone 30 und 31 zu analysie-

ren, die zusammen eine Insertion zwischen der zweiten und dritten SH3-Dom̈ane bilden. Auf

Eigenschaften und m̈ogliche Funktionen dieser Region soll in einem gesonderten Abschnitt

(4.2.3) eingegangen werden.

Immunfluoreszenz-Analysen zeigten, dass Ponsin in adultenMuskelzellen in den Costame-

ren lokalisiert, in Kardiomyozyten war das Protein zusätzlich in den Glanzstreifen anzutreffen

(Abb. 3.12). Damit ist Ponsin in adulten Muskelgeweben in Strukturen lokalisiert, die die kon-

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

1Datenbankeintrag NM 003603
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übertragen. In differenzierenden Skelettmuskelzellen lokalisiert das Protein in verschiedenen

Zell-Matrix-Strukturen und markiert auch sich entwickelnde Vorl̈auferstrukturen der Costame-

re (Abb. 3.13).

Umfangreiche Transfektionsstudien in Nichtmuskel- und Muskel-Zellsystemen belegen (vgl.

Abschnitt 3.2.5), dass der gesamte Carboxyterminus, welcher die drei SH3-Dom̈anen entḧalt,

für die beschriebenen Lokalisationen verantwortlich ist (Abb. 3.17). Keine der drei SH3-

Domänen allein ist in der Lage, das Protein zu den Strukturen zu rekrutieren, dies wird erst

durch das Zusammenspiel der drei Domänen erreicht (Tab. 3.2 und Tab. 3.3). Dabei scheint

die carboxyterminale, Skelettmuskel-spezifische Insertion nur einen untergeordneten Beitrag

zur Lokalisation zu leisten. Es ist zu vermuten, dass mehrere (schwache) Protein-Protein-

Interaktionen, die von den individuellen SH3-Domänen zu Proteinen der Zell-Matrix- bzw.

Zell-Zell-Kontakte vermittelt werden, in Summe für die Lokalisation des Ponsins verantwort-

lich sind. Die Interaktion der zweiten SH3-Domäne mit Paxillin in differenzierenden Skelett-

muskelzellen sowie mit Vinculin in adulten Muskelzellen (Mandaiet al., 1999) stellen Beispiele

für solche Interaktionen dar. An der Rekrutierung des Ponsinszu Zell-Zell-Kontakten k̈onnte

die Wechselwirkung der dritten SH3-Domäne mit l-Afadin beteiligt sein (Mandaiet al., 1999).

Für die erste SH3-Dom̈ane des Ponsins wurden bis heute keine Bindungspartner identifiziert.

Der aminoterminale Bereich des Ponsins, der die Sorbin-Homologie-Region entḧalt, ist nicht

an der Lokalisation des Moleküls in Zell-Matrix- bzw. Zell-Zell-Kontakten beteiligt. Auch eine

beschriebene Rekrutierung zu spezialisierten Bereichen derZellmembran, denlipid rafts (Ki-

muraet al., 2001), wurde in den Transfektionsexperimenten dieser Arbeit nicht beobachtet. Es

ist möglich, dass in der verwendeten Zellline (PtK2)lipid raft Strukturen nur wenig ausgeprägt

sind oder die verwendete Fixierungsmethode für die Analyse membranassoziierter Strukturen

ungeeignet ist. Die beobachtete Kernlokalisation des Konstruktes ‘Ps N-Ex25’ k̈onnte von der

NLS im Exon 25 hervorgerufen werden, scheint aber für das vollsẗandige Ponsin-Molek̈ul keine

Bedeutung zu haben (Abb. 3.17).

Experimente, bei denen Ponsinüberexprimiert wurde, zeigten, dass die Sorbin-Homologie-

Region eine Funktion im Ponsin-Protein haben muss. Wie das vollständige Ponsin-Protein̈ubten

alle Konstrukte, die neben dem Carboxyterminus auch die Sorbin-Homologie-Region enthiel-

ten, einen negativen Effekt auf Actin-assoziierte Zytoskelett-Strukturen aus (Abb. 3.17). Dosis-
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abḧangig ver̈anderten sich zun̈achst Gr̈oße, Gestalt und Lage der Zell-Matrix-Strukturen. Bei

sẗarkererÜberexpression wurden Stressfasern und Fokalkontakte zerstört und die Fokalkontakt-

Proteine zu unregelm̈assigen Strukturen rekrutiert. Diese Resultate belegen, dass Ponsin ei-

ne wichtige Rolle f̈ur die Integriẗat der Zell-Matrix-Strukturen hat, wobei sowohl die Sorbin-

Homologie-Region, als auch die drei carboxyterminalen SH3-Domänen bedeutsam sind. Unter-

suchungen in Adipozyten haben ebenfalls gezeigt, dass beide funktionellen Bereiche des Pro-

teins, d. h. die Sorbin-Homologie-Regionund die drei SH3-Dom̈anen, notwendig sind, damit

Signaleübertragen werden können (Baumannet al., 2000; Kimuraet al., 2001).

4.2.3 Die Skelettmuskel-spezifische Insertion im Ponsin interagiert mit

Nck2

Die beiden alternativ gespleißten Exone 30 und 31 kodieren eine 278 Aminos̈auren lange

Insertion zwischen der zweiten und dritten SH3-Domäne im Carboxyterminus des Ponsins,

wobei nur die letzten 20 Aminosäuren auf Exon 31 entfallen (Abb. 3.20). Expressionsdaten auf

Nukleins̈aure-Ebene deuten darauf hin, dass es sich bei der Insertionum ein Skelettmuskel-

spezifisches Modul handelt (Abb. 3.9), das auch von differenzierenden HSkM-Zellen exprimiert

wird (Abb. 3.14). Die Frage, ob die Insertion auch von Ponsin-Varianten im f̈otalen oder adulten

Myokard exprimiert wird, konnte nicht abschließend geklärt werden.

Diskrepanzen zu anderen veröffentlichen Daten bez̈uglich der Expression von Exon 30

und 31 im Skelettmuskel sind nicht erklärbar: Mehrere Gruppen haben die Klonierung von

Ponsin-Varianten aus Skelettmuskel-Geweben beschrieben, die diese Kombination von Exon

30 und 31 nicht enthielten (Linet al., 2001a; Alcazaret al., 2004). Als Besẗatigung f̈ur die

hier beschriebenen Befunde sind Northernblots zu bewerten,in denen Ponsin mRNA mit

einer Gr̈oße von 7,5 kb im Skelettmuskel nachgewiesen wurde (Ribonet al., 1998a; Mandai

et al., 1999; Lin et al., 2001a), da dieser Wert hervorragend mit dem berechneten Wert

(7,3 kb) übereinstimmt. In Nicht-Muskelgeweben wurden durch die gleichen Arbeitsgruppen

kürzere Transkripte nachgewiesen (ca. 6 kb und kleiner), diePonsin-Varianten ohne Insertion

entsprechen k̈onnten.
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Die Insertion entḧalt eine Prolin-reiche Region, die von einem Cluster von SP-/TP-Motiven um-

geben ist. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass diese Prolin-reiche Region die Bindung an Nck2

vermittelt (Abb. 3.26 und Abb. 3.28).

Dass Nck2 ein Bindungspartner des Ponsins ist, wurde bereitsvon Cowan und Henkemey-

er (2001) gezeigt. Diese Gruppe beschrieb jedoch ein PQQP-Motiv als Kern der Nck2-

Bindungstelle im Ponsin, welches im̈Ubergang von der zweiten zur dritten SH3-Domäne

liegt und von der hier beschriebenen Insertion unterbrochen wird. Die Bindung von Nck2 an

diese weitere, wahrscheinlich niedrig-affine Bindungsstelle konnte im Rahmen dieser Arbeit

nicht reproduziert werden. Es ist denkbar, dass die hier verwendeten Bindungsversuche nicht

die n̈otige Empfindlichkeit aufwiesen. So musste beispielsweisedie Sensitiviẗat in den Hefe-

Doppel-Hybrid-Experimenten durch den Zusatz von 3-AT herabgesetzt werden, um die Au-

toaktivierung des K̈oderkonstruktes zu unterdrücken.

Die hier gezeigte Interaktion der Prolin-reichen Region in der Skelettmuskel-spezifischen In-

sertion des Ponsins mit Nck2 impliziert, dass die drei Proteine Paxillin, Ponsin und Nck2 einen

transienten Proteinkomplex in den Zell-Matrix-Kontaktendifferenzierender Skelettmuskelzel-

len bilden, der am Umbau der Vorläuferstrukturen der Costamere während der Differenzierung

beteiligt sein k̈onnte.

Biochemische Untersuchungen verschiedener Gruppen ergaben, dass Nck2 und das verwandte

Nck1 (Chenet al., 1998) an der Regulation der Dynamik des Actin-Zytoskelettsbeteiligt sind,

indem sie Signale von Oberflächen-Rezeptoren (z. B. EGFR und PDGFR) zu Signalmolekülen,

wie z. B. FAK, WASP oder PAK1,̈ubertragen (zusammengefasst in Liet al., 2001; Budayet al.,

2002). Tiermodelle belegen, dass das Zusammenspiel der beiden Proteine eine wichtige funk-

tionelle Bedeutungin vivo hat. Die Inaktivierung von Nck1 oder Nck2 in M̈ausen verursachte

keine Anormaliẗaten, hingegen war ein doppelterknock outbeider Gene letal, die Tiere starben

während der Embronalentwicklung (Bladtet al., 2003).

Es ist bekannt, dass der Insulin-Rezeptor durch Stimulierung mit Insulin aktiviert wird und

nachfolgend assoziierte Proteine, die sogenannteninsulin receptor substrates(IRS), an Tyrosin-

resten phosphoryliert. Nck2 ist in der Lage, an IRS1 zu bindenund k̈onnte so Insulin-abḧangige

Signale weiterleiten (Leeet al., 1993; Tuet al., 2001). Daneben wurde beschrieben, dass Nck2

mit dem Protein PINCH interagiert (Tuet al., 1998). Dieses LIM-Dom̈anenprotein bindet an
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integrin linked kinase(ILK), eine Serin-/Threonin-Kinase, deren Aktivität Signale in Antwort

auf Integrin-vermittelte Zell-Adḧasions-Prozesse weiterleitet (Hanniganet al., 1996; Tuet al.,

1999). Ein Komplex der Proteine Paxillin, Ponsin und Nck2 inden Zell-Matrix-Strukturen diffe-

renzierender Skelettmuskelzellen könnte demnach sowohl Insulin-abhängige als auch Integrin-

vermittelte Signale weiterleiten und so einen Schnittpunkt mehrerer Signalwege darstellen.

In den Nck-Proteinen wird die Bindung der Src-Homologie-2-Domäne (SH2) an Ober-

flächenrezeptoren durch Phosphorylierungen an Tyrosin-Resten der Liganden kontrolliert

(Mayer et al., 1991). Weniger ist darüber bekannt, wie in diesen Proteinen die Bindung der

SH3-Dom̈anen an Effektor-Molek̈ule reguliert wird.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass vier SP-/TP-Motive in der Insertion des Ponsins prinzipi-

ell in vitro von MAPK phosphoryliert werden (Abb. 3.22 und Abb. 3.24). Drei dieser putativen

Phosphorylierungsstellen wurden auf Peptide eingegrenzt, die in unmittelbarer N̈ahe der Prolin-

reichen Region liegen, und die Phosphorylierung des Restes S69 der Insertion durch massen-

spektrometrische Analysen eindeutig belegt (Abb. 3.25).

Auch differenzierende HSkM-Zellen verfügenüber Kinaseaktiviẗat, die die Insertion im Ponsin

phosphorylieren kann (Abb. 3.23). Durch zweidimensionaleGelelektrophorese wurde jedoch

gezeigt, dass dabei nur ein und in geringen Anteilen auch einzweites SP-/TP-Motiv phospho-

ryliert werden (Abb. 3.24). Folglich k̈onnte die identifizierte Phosphorylierung auch während

der Differenzierung von Skelettmuskelzellen Relevanz haben, wobei diein vivoverantwortliche

MAPK eine ḧohere Spezifiẗat aufzuweisen und einer differenzierungsabhängigen Regulierung

ihrer Aktivität zu unterliegen scheint.

In Westernblot-Overlay-Experimenten zeigte Nck2 eine deutlich verringerte Bindung an

phosphorylierte Ponsin-Konstrukte, welche die Prolin-reiche Nck2-Bindungsregion enthielten

(Abb. 3.28). Die Einf̈uhrung negativer Ladungen durch Phosphorylierungsereignisse k̈onnte

eine elektrostatische Abstossung zwischen den Bindungsregionen im Nck2 und Ponsin bewir-

ken. Es ist weiterhin m̈oglich, dass die Phosphorylierung der Insertion die Konformation dieser

Ponsin-Region in der Arẗandert, dass die Nck2-Bindungsstelle nicht mehr zugänglich ist.

Da in differenzierenden Skelettmuskelzellen ebenfalls Kinasen aktiv sind, die diese SP-/TP-

Motive in der Umgebung der Prolin-reichen Region phosphorylieren (Abb. 3.23), und Nck2

und Ponsin in Zell-Matrix-Kontakten eine Kolokalisation aufweisen (Abb. 3.27), ist es denkbar,
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dass die Interaktion von Nck2 und Ponsin in Vorläuferstrukturen der Costamere durch einen sol-

chen Mechanismus moduliert wird. Diese Ergebnisse implizieren, dass die Bindung von Nck2

an Ponsin auch in differenzierenden Skelettmuskelzellen durch MAPK-abḧangige Phosphory-

lierungsereignisse reguliert werden könnte. Damit wird ein Mechanismus vorgeschlagen, der

die Bindung von Nck2 an die Prolin-reiche Region eines Effektor-Moleküls kontrolliert.

Vinexin-beta, ein weiteres Mitglied der Ponsin-Protein-Familie, stellt ein Substrat für die

MAPK ERK2 dar (Mitsushimaet al., 2004). In diesem Fall erfolgt die Phosphorylierung

des Fokalkontakt-Proteins Vinexin-beta in Antwort auf dieAktivierung der ERK2, z. B. nach

Adhäsion der Zellen an die extrazelluläre Matrix. Dieses Phosphorylierungsereignis scheint

möglicherweise an der Regulation von Umbau-Vorgängen des Actin-Zytoskeletts während der

Ausbreitung von Zellen beteiligt zu sein. Interessant ist die Tatsache, dass sich die identifizier-

te Phosphorylierungsstelle im Vinexin-Molekül (S189) ebenfalls in einer Linker-Region zwi-

schen der zweiten und der dritten SH3-Domäne befindet. Obwohl die Aminosäuresequenz die-

ser Linker-Region zwischen Vinexin-beta und Ponsin nicht konserviert ist, k̈onnte es sich um

eine funktionelle Konservierung innerhalb der Proteinfamilie handeln.

Für welche MAPK in differenzierenden Skelettmuskelzellen die Insertion des Ponsins ein po-

tentielles Substrat darstellt, ist zum heutigen Zeitpunktunbekannt. Neben der oben beschriebe-

nen ERK2 ist auch die muskelspezifische ERK6 (auch SAPK3) ein Kandidat, deren Expression

differenzierungsabḧangig reguliert wird und die in differenzierenden Skelettmuskelzellen aktiv

ist (Lechneret al., 1996; Tortorellaet al., 2003). Weitere Untersuchungen sind nötig, um diese

Hypothesen zu verifizieren.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Proteine Paxillin, Ponsin und Nck2

einen transienten Proteinkomplex während der Differenzierung von Skelettmuskelzellen bilden

können, der m̈oglicherweise an der Detektion und Transduktion von Signalen in Zell-Matrix-

Kontakten beteiligt ist. Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass dieser Komplex an Umbau-

vorgängen in den Vorl̈auferstrukturen der Costamere beteiligt ist, wobei seine Aktivit ät von

MAPK kontrolliert wird.
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4.3 Die Anpassung von Zell-Matrix-Kontakten in adulten

quergestreiften Muskelzellen: MLP im gesunden und er-

krankten Muskelgewebe

4.3.1 Die Rolle von mutierten MLP-Proteinen in Kardiomyopathien

Die Bedeutung von Signaltransduktionsprozessen in den Zell-Matrix-Strukturen differenzie-

render Skelettmuskelzellen wurde in den vorherigen Abschnitten untersucht. Ein weiterer Teil-

aspekt dieser Arbeit war die Frage, wie sich die Strukturen der Kraftübertragung im adulten

Muskelgewebe an veränderte Bedingungen anpassen können. Als Ausgangspunkt für diesen

zweiten Ansatz dienten Befunde von Geieret al. (2003), die beschrieben, dass heterozygo-

te Mutationen im MLP eine hypertrophe Kardiomyopathie beimMenschen auslösen k̈onnen.

Eine Analyse der mutierten Proteine sollte Aufschlüsseüber die molekulare Pathogenese der

Erkrankung geben.

In Transfektionsstudien waren keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp-Protein und

den untersuchten mutierten MLP-Varianten zu beobachten (Abb. 3.29 und Abb. 3.30). Dies legt

nahe, dass diese veränderten Proteine auch in den Patienten die Protein-Protein-Interaktionen

eingehen k̈onnen, die die Lokalisation des MLP vermitteln, sowieüber eine ausreichende Stabi-

lit ät verf̈ugen, um in sarkomere Strukturen eingebaut zu werden. Protein-Aggregate, wie sie bei-

spielsweise f̈ur Kardiomyopathie-assoziierte Desmin-Mutationen beschrieben wurden (Wang

et al., 2001), waren nicht zu beobachten. Weiterhin wiesen alle mutierten MLP-Proteine prin-

zipiell die F̈ahigkeit auf, den Ligandenα-Actinin zu binden (Abb. 3.31). Damit unterschie-

den sich die untersuchten Mutanten von der DCM-assoziiertenMLP W4R Variante, in der die

Missense-Mutation zu einem völligen Verlust der F̈ahigkeit f̈uhrte, den Liganden Telethonin zu

binden (Kn̈oll et al., 2002).

Die Interaktion mitα-Actinin könnte f̈ur die Lokalisation des MLP mitverantwortlich sein. Die

kritische Rolle vonα-Actinin für Muskelgewebe wurde durch Studien in Tiermodellen belegt

(Fyrberget al., 1998; Dubreuil und Wang, 2000). Es ist anzunehmen, dass einvollständiger

Verlust derα-Actinin-Bindung gravierende Auswirkungen hätte, die sich in einer frühen Mani-

festierung der Krankheiẗaußern ẅurden bzw. eventuell sogar letal in der Embryonalentwick-
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lung wären. Da die Patienten jedoch erst im mittleren Alter Krankheitssymptome aufwei-

sen (Geieret al., 2003), ist eine dermaßen drastische Veränderung der Bindungseigenschaften

auszuschließen, vielmehr scheinen weniger offensichtliche, quantitative Ver̈anderungen die Er-

krankung auszulösen.

Am Beispiel der MLP C58G Variante wurde eine eingehende biochemische Charakteri-

sierung eines HCM-assoziierten Proteins durchgeführt. Durch den Austausch einer Zink-

koordinierenden Aminos̈aure im zweiten Zinkfinger der ersten LIM-Domäne ist dieses MLP-

Protein nicht mehr in der Lage, die vier benötigten Zink-Ionen zu komplexieren, stattdessen

werden nur noch drei Zink-Ionen gebunden (Abb. 3.32). Wie für mutierte Varianten des Zyxins

gezeigt wurde, f̈uhrt die fehlende Zink-Koordination im betroffenen Zinkfinger dazu, dass die-

se Region nicht mehr die native Tertiär-Struktur einnehmen kann (Schmeichel und Beckerle,

1997). Die betroffenen Bereiche sind instabiler und anfälliger für Proteolyse-Ereignisse, eine

Eigenschaft, die f̈ur MLP C58G experimentell durch Behandlung mit der Protease Thermolysin

belegt wurde (Abb. 3.33).

Die strukturelle Instabiliẗat spiegelt sich auch im veränderten Bindungsverhalten des mutier-

ten MLP-Proteins wider. Obwohl die beiden Liganden N-RAP undα-Actinin distinkte Bin-

dungsstellen auf dem MLP haben (Abb. 3.37) und die Bindungstelle desα-Actinins nicht direkt

von der Mutation betroffen ist (Harperet al., 2000; vgl. Abb. 1.8), zeigte MLP C58G im Ver-

gleich zum Wildtyp-Protein verringerte Bindungen an beide Proteine (Abb. 3.34 und Abb. 3.36).

Dies impliziert, dass die strukturellen Veränderungen̈uber die eigentliche Region der Mutation

hinausgehen und auch angrenzende Bereiche, z. B. dieα-Actinin-Bindungsstelle im Glycin-

reichen Abschnitt, betreffen.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit durch Kompetitionsexperimente gezeigt, dass sowohl

Wildtyp-MLP als auch die C58G-Variante einen ternären Komplex mitα-Actinin und N-RAP

bilden k̈onnen (Abb. 3.37). Gleichzeitig wurde von anderen Gruppen vorgeschlagen, dass

MLP – neben den Proteinen Telethonin und Titin – Bestandteil eines Mechanosensors sein

könnte (Kn̈oll et al., 2002; Milleret al., 2004). In der Tropomodulin-überexprimierenden Maus

(Sussmanet al., 1998), einem genetischen Tiermodell für Kardiomyopathien, wurde eine ver-

ringerte Expression des MLP im Myokard festgestellt. Gleichzeitig wurde bei diesem Tier, wie

auch bei der MLPknock outMaus (Arberet al., 1997), ein erḧohter Expressionslevel des Li-
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ganden N-RAP beobachtet (Ehleret al., 2001). Ob diese verminderte Expression des MLP (im

Fall der Tropomodulin-̈uberexprimierenden Maus) sowie die Hochregulierung des N-RAP Ant-

worten des postulierten Mechanosensors auf eine verstärkte mechanische Beanspruchung sind,

bleibt bis zum heutigen Tag rein spekulativ.

Es ist denkbar, dass die Kardiomyozyten versuchen, die verringerte Stabiliẗat des mutierten

MLP-Proteins bzw. des Komplexes MLP –α-Actinin – N-RAP durch eine gesteigerte Expres-

sion des Liganden N-RAP auszugleichen. Dieses veränderte Gleichgewicht könnte eine hyper-

trophe Antwort der Kardiomyozyten provozieren und schließlich zur Ausbildung der hyper-

trophen Kardiomyopathie führen.

In der jüngsten Literatur zeichnet sich ab, dass die hypertrophe Kardiomyopathie nicht als ei-

ne
”
Erkrankung des Sarkomers“ (zusammengefasst in Towbin, 1998), sondern als

”
Erkrankung

infolge eines ineffizienten Energiehaushalts“ verstandenwerden sollte (Blairet al., 2001; Cril-

ley et al., 2003). Unter diesem Aspekt kann auch die Erkrankung infolge einer heterozygoten

MLP C58G Mutation interpretiert werden: Ein instabiles, mutiertes MLP-Protein weist in den

Kardiomyozyten wahrscheinlich einen höherenturn over auf, folglich werden die zellulären

Maschinerien der Proteinsynthese und des Proteinabbaus stärker beansprucht. Für HCM-

assoziierte Myosin-Bindungsprotein C Varianten wurde beispielsweise eine fast vollständige

Auslastung des Proteasomsin vitro gezeigt (Sarikaset al., 2004). Auch eine Kompensation der

verringerten Bindung im tern̈aren Komplex MLP –α-Actinin – N-RAP durch versẗarkte Ex-

pression eines Bindungspartners wäre mit einem erḧohten energetischen Aufwand verbunden.

4.3.2 Potentielle Beteiligung von MLP an Herz- und Skelettmuskel-

erkrankungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der monoklonale MLP-Antikörper 79D2 charakterisiert, des-

sen zuk̈unftiger Einsatz ein wertvolles Werkzeug bei der funktionellen Analyse des Proteins

darstellen k̈onnte.

Dieser Antik̈orper erkannte endogenes MLP im Myokard verschiedener Säugetiere sowie re-

kombinantes MLP-Protein im Westernblot und in der Immunpräzipitation, nicht aber CRP1

bzw. CRP2 (Abb. 3.40). Durch Westernblot-Analysen von MLPknock outGewebe wurde die
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Spezifiẗat des Antik̈orpers f̈ur dieses Protein belegt.

Obwohl es bis jetzt nicht gelungen ist, den Antikörper f̈ur Immunfluoreszenz-Anwendungen zu

optimieren, deuten die Befunde erster Färbungen darauf hin, dass die in der Literatur beschrie-

bene Kernlokalisation des MLP und die damit verbundenen Funktionen (Arberet al., 1994;

Kong et al., 1997) einer kritischen Revision bedürfen. MLP war in Westernblot-Analysen in

proliferierenden und differenzierenden HSkM-Zellen nicht nachweisbar (Abb. 3.40). Stattdes-

sen zeigte der Antik̈orper in diesen Proben eine Kreuzreaktion mit Proteinen höheren Moleku-

largewichts (um 60 kD). In Immunfluoreszenz-Analysen von differenzierenden HSKM-Zellen

wurden ebenfalls deutliche Kernfärbungen beobachtet (Abb. 3.41). Aus diesen Ergebnissen

kann geschlussfolgert werden, dass die beobachtete Kernlokalisation nicht durch MLP, son-

dern durch kreuzreaktive Proteine hervorgerufen wird. Eine Datenbank-Recherche ergab, dass

es verschiedene nukleäre Proteine gibt, die mit dem Immunisierungspeptid in kurzen Sequenz-

abschnitten̈ubereinstimmen (Tab. B.7). Da alle publizierten MLP-Antikörper polyklonale Se-

ren sind, die durch Immunisierung mit der gleichen carboxyterminalen MLP-Region gewonnen

wurden (Arberet al., 1994; Schneideret al., 1999; Flick und Konieczny, 2000), ist davon aus-

zugehen, dass sie vergleichbare Kreuzreaktivitäten aufweisen.

Unter diesem Aspekt sind auch die biochemischen Bindungsdaten mit dem Kernprotein MyoD

kritisch zu bewerten (Konget al., 1997), da bereits von Arber und Caroni (1996) gezeigt wur-

de, dass die LIM-Dom̈anen des MLPin vitro wenig spezifische Bindungsmodule darstellen.

Gelegentlich beobachtete Kernlokalisationen von MLP-Proteinen in Transfektionsexperimen-

ten sind ebenfalls wenig aussagekräftig, da rekombinante GFP-Fusionsproteine häufig diese

unspezifische Lokalisation aufweisen.

Der neu generierte MLP-Antik̈orper wurde verwendet, um die Expression des Proteins in Myo-

kardproben verschiedener Patienten-Kollektive zu analysieren (Abb. 3.42). In der Mehrheit

der Myokardproben von DCM-Patienten war die MLP-Expressionim Vergleich zum Kontroll-

kollektiv signifikant reduziert, mit Ausnahme einer Probe wiesen alle DCM-Proben reduzierte

MLP-Gehalte auf. Im Gegensatz dazu wurden in den HCM-Proben sowohl erḧohte als auch

verringerte MLP-Gehalte gemessen, im Mittel war die MLP-Expression im Vergleich zur Kon-

trollgruppe nicht signifikant verändert.
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Die drastische Reduzierung des MLP-Gehaltes in DCM-Herzen reproduziert fr̈uhere Daten von

Zolk et al. (2000), wobei ebenfalls deutliche Schwankungen innerhalbder Kollektive vorla-

gen. Die Tatsache, dass die hypertrophe Kardiomyopathie nicht generell zur Reduzierung des

MLP-Gehaltes auf Protein-Ebene führt, deutet darauf hin, dass sich die untersuchten HCM-

Myokardproben prinzipiell von den analysierten DCM-Myokardproben unterscheiden. Das un-

tersuchte DCM-Material stammte aus explantierten Herzen (mit systolischer Dysfunktion), es

handelt sich alsoper definitionemum terminal-insuffizientes Myokard (NYHA-Klasse III und

IV). Hingegen stammten die untersuchten HCM-Proben aus Myektomien, d. h. aus Geweben,

die in den Patienten weiterhin – wenn auch mit eingeschränkter diastolischer Leistung – funk-

tionsẗuchtig sind (NYHA-Klasse II und III; Spiritoet al., 1997; Seidman und Seidman, 2001).

Zahlreiche Publikationen, in denen Mutationen von Proteinen in den Strukturen der

Kraftübertragung als Auslöser dilatativer Kardiomyopathien identifiziert wurden, belegen, dass

die Integriẗat dieser Strukturen Voraussetzung für ein gesundes Myokard ist (zusammengefasst

in Seidman und Seidman, 2001; Perriardet al., 2003). In den hier untersuchten DCM-Proben

war auch der Gehalt an Ponsin, eines weiteren Proteins dieser Strukturen, signifikant verrin-

gert (Abb. 3.11). Folglich k̈onnten Ver̈anderungen in den Strukturen der Kraftübertragung, d. h.

in den Costameren und den Glanzstreifen, das Erreichen des terminal-insuffizienten Stadiums

markieren. F̈ur die Glanzstreifen von DCM-Herzen wurden morphologische Ver̈anderungen

beschrieben, die miẗAnderungen in der (quantitativen) Proteinzusammensetzung einhergehen

(Ehleret al., 2001). Ebenso scheint der Abbau des Proteins Dystrophin inden Costameren mit

der terminalen Herzinsuffizienz zu korrelieren (Toyo-Okaet al., 2004).

In diesem Zusammenhang erscheint es möglich, dass der MLP-Gehalt nicht von der Art der

Erkrankung, sondern vom Status der Herzinsuffizienz bestimmt wird. Eine experimentelle

Überpr̈ufung dieser Hypothese war im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich, da nur kleine

Patienten-Kollektive zur Verfügung standen und̈uber die einzelnen Patienten nur unzureichende

Daten bez̈uglich kardialer Leistungsfähigkeit, Vorgeschichte, Krankheitsverlauf, genetischem

Hintergrund, Medikation etc. zugänglich waren. Insbesondere die Verfügbarkeit von gesundem

Myokard (Kontrollgruppe) ist naturgem̈aß limitiert. Weiterhin bed̈urfen die Probennahme und

Konservierung einer Kollektiv-̈ubergreifenden Standardisierung.

Im Gegensatz zu
”
makroskopischen“ Markern der systolischen Herzfunktion,wie z. B. der
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Ejektionsfraktion oder des enddiastolische Durchmessersdes linken Ventrikels (Cheitlinet al.,

2003), stellt die Integriẗat des Dystrophins einen molekularen Marker der terminalenHerzin-

suffizienz dar. Diese Aussage stützt sich auf Untersuchungen, die belegen, dass Dystrophinim

terminal-insuffizienten Myokard einem vermehrten Abbau amAminoterminus unterliegt und

in Immunfluoreszenz-Analysen terminal-insuffizienter Kardiomyozyten nicht mehr nachweis-

bar ist (Toyo-Okaet al., 2004). Erste klinische Befunde haben gezeigt, dass der Rückgang von

Spaltprodukten des Dystrophins ein geeigneter Marker ist,um den Therapieerfolg durch eine

mechanische Unterstüzung des Herzens zu verfolgen (Wallaceet al., 2004; Vattaet al., 2004).

Sollte sich f̈ur MLP eineähnliche Markerprotein-Funktion bestätigen lassen, ist ein Einsatz des

hier beschriebenen Antikörpers als diagnostisches Werkzeug bei der Beurteilung des Patienten-

status vorstellbar. Auch wenn beide Methoden durch die Verfügbarkeit geeigneten Probenmate-

rials limitiert sind, ḧatte die Quantifizierung des MLP im Vergleich zum Dystrophinden Vorteil,

dass die Aussagen nicht von Proteolyse-Produkten abhängig ẅaren, die durch unsachgemäße

Probenbehandlung verfälscht werden k̈onnen.

Während Untersuchungen im Tiermodell und am Menschen deutlich gemacht haben, dass

die Funktionen des MLP für die Integriẗat des gesunden Myokards notwendig sind (Arber

et al., 1997; Kn̈oll et al., 2002; Geieret al., 2003), ist die Bedeutung von MLP für die

Skelettmuskulatur noch weitgehend unerforscht. Da MLP nurin langsamen Muskelfasertypen

exprimiert wird (Schneideret al., 1999), ist eine strukturelle Funktion in den Myotuben

auszuschließen. Vielmehr kann man annehmen, dass das Protein regulatorische Funktionen in

Teilen der Skelettmuskulatur hat. In der Beschreibung der MLP knock outMäuse finden sich

Hinweise auf einen Skelettmuskel-Phänotyp, der jedoch nicht näher analysiert wurde (Arber

et al., 1997).

Mit Hilfe des MLP-Antikörpers 79D2 wurde die Expression des Proteins in Skelettmuskelpro-

ben derky-Maus, einem Tiermodell für Kyphoskoliose, untersucht (Abb. 3.43). Die erhöhte

Expression des MLP war nicht auf den dystrophischenM. soleusbeschr̈ankt, sondern wurde

auch im pḧanotypisch unauff̈alligen M. tibialis anterior nachgeweisen. Damit konnten nicht

nur publizierte mRNA-Expressionsdaten bestätigt werden (Blancoet al., 2004), dar̈uber hinaus

zeichnet sich eine Beteiligung von MLP an molekularen Umorganisationsprozessen infolge der

Erkrankung ab.
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Analysen von Marechalet al. (1996) ergaben, dass alle Muskeln derky-Mäuse langsamere

Myosin-Isoformen im Vergleich zu Wildtyp-M̈ausen exprimieren. Auch in Muskeln von

Ratten, in denen ein̈Ubergang von schnellen zu langsamen Fasertypen durch mechanische

Dauerbelastung erzwungen wurde, wurden erhöhte MLP-Expressionslevel detektiert (Will-

mannet al., 2001).

In den beiden aufgeführten F̈allen korrelieren erḧohte MLP-Gehalte im Gewebe mit langsa-

meren Myosin-Isoformen. Es ist vorstellbar, dass MLP auch im Skelettmuskel als Teil eines

Mechanosensors fungiert, der veränderte Situationen detektiert, z. B. Mutationen imky-Protein

(Blanco et al., 2001) oder chronische mechanische Beanspruchung, und einen Umbau des

Fasertyps einleitet, in dessen Folge sich langsamere Myosin-Isoformen durchsetzen. Es ist

noch nicht klar, ob die erḧohte Expression des MLP als Startsignal für diesen Umbauprozess

dient oder eine Folge des aktivierten Programms ist.

Zusammenfassend zeichnet sich ab, dass MLP auch im Skelettmuskel eine wichtige Rolle bei

der Detektion und Weiterleitung von Signalen in den Strukturen der Krafẗubertragung haben

könnte, vielleicht sogar als Teil eines Mechanosensors fungiert.

4.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen neue, interessante Fragen auf, die dazu beitragen könnten,

das Versẗandisüber die Strukturen der Kraftübertragung in der quergestreiften Muskulatur zu

erweitern:

Es wurde gezeigt, dass die Proteine FAK und Paxillin im Verlauf der Differenzierung aus den

Zell-Matrix-Kontakten der Skelettmuskelzellen verschwinden. Es bleibt zu analysieren, wel-

che Signale diesen Umbauvorgang einleiten und wie die Umbauprozesse zeitlich und räumlich

koordiniert werden. Auch die Frage, ob Calpain am Abbau der Proteine beteiligt ist, bedarf

experimenteller Kl̈arung.

Für die Untersuchung von Umbauprozessen der Zell-Matrix-Kontakte in sp̈aten Stadien der

Differenzierung stellen kultivierte HSkM-Zellen ein nur unzureichendes Modellsystem dar. Es

wird ein Zellsystem ben̈otigt, dasin vitro so weit differenziert, dass reife Costamere ausgebildet
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werden. Die Kultivierung der Zellen auf elastischen Substraten (beschrieben z. B. in Bischofs

und Schwarz, 2003) kann einen Beitrag dazu leisten, da so die spontane Abl̈osung der Myotuben

vom Substrat verhindert werden könnte. Auch die Eignung anderer Zell-Modelle, beispielswei-

se einer immortalisierten Myoblasten-Zelllinie, sollte getestet werden.

Mittlerweile stehen verschiedene Varianten des GFP-Proteins zur Verf̈ugung, die es erlauben,

die Dynamik von bis zu vier verschiedenen Proteinen in den Zell-Matrix-Kontakten lebender

Zellen gleichzeitig zu beobachten (Zaidel-Baret al., 2003). Ein transfizierbares Skelettmuskel-

system ist Voraussetzung, um dieselife cell imagingTechnik anzuwenden. Bei der Auswahl

geeigneter Zellen ist es lohnenswert, auch die Möglichkeiten viraler Transfektionssysteme zu

überpr̈ufen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die Proteine Paxillin, Ponsin und Nck2 einen

transienten Signalkomlex in differenzierenden Skelettmuskelzellen bilden. Die Bindung von

Nck2 an Ponsin wird dabei m̈oglicherweise durch die Aktivität von MAPK reguliert. Die Iden-

tifizierung von Proteinkinasen, die an diesen Phosphorylierungsvorg̈angenin vivobeteiligt sind,

können zum Verständnis der Signalwege beitragen. Um die Konsequenzen der beschriebenen

Signaltransduktionsprozesse für die Differenzierung von Skelettmuskelzellen zu verstehen,

sollten gezielte Blockierungen bzw. Aktivierungen einzelner Signalwege durchgeführt werden.

Dabei k̈onnen neben chemischen Substanzensmall interferingRNAs zum Einsatz kommen,

welche die Expression individueller Signalmoleküle gezielt hemmen (Elbashiret al., 2001).

Auch die Verwendung konstitutiv-aktiver bzw. dominant-negativer MAPK ist denkbar, um aus-

geẅahlte Signalwege gezielt zu aktivieren bzw. zu hemmen unddown streamgelegene Substra-

te zu identifizieren.

Ein Themenkomplex, der im Rahmen dieser Arbeit nur ansatzweise bearbeitet werden konn-

te, ist die Frage, welche Funktionen Ponsin im Myokard wahrnimmt. Zun̈achst ist zu analy-

sieren, welche Isoformen im Herzen exprimiert werden. Dabei können neben Northernblot-

Experimenten Isoform-spezifische Antikörper Aussagen zur Expression und Lokalisation lie-

fern. Interessant ist auch die Frage, welche Bedeutung das Protein für die dilatative bzw. hyper-

trophe Kardiomyopathie hat.
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Im Fall des MLP ist besonders die Frage interessant, ob im Myokard von MLP C58G Patienten

der Abbau von MLP-Proteinen nachweisbar ist und die Bindungspartnerα-Actinin und N-RAP

ver̈anderte Expressionsmuster aufweisen. Da die Verfügbarkeit von Patientenmaterial limitiert

ist, kann ein Tiermodell (knock in) für diese Untersuchungen in Erwägung gezogen werden.

Falls es gelingt, den hier beschriebenen MLP-Antikörper f̈ur Immunfluoreszenz-Anwendungen

zu optimieren, kann mit einer genauen Analyse der subzellulären Lokalisation des Proteins in

gesunden und erkrankten Muskelgeweben begonnen werden.

Eine noch ungeklärte Fragestellung in der Kardiologie ist, warum sich bei einigen Patien-

ten durch mechanische Herzunterstützung (z. B. durchleft ventricular assist devices; LVAD)

eine deutliche, lang anhaltende Verbesserung der kardialen Leistungsf̈ahigkeit erzielen l̈asst,

während andere Patienten auf diese Therapie nicht ansprechen (Mancini et al., 1998). Zum

heutigen Zeitpunkt sind keine Parameter bekannt, die die Prognose eines Therapieerfolges

durch LVAD-Untersẗutzung erlauben. Es ist denkbar, dass die Integrität eines MLP-assoziierten

Mechanosensor Voraussetzung für die Erholung des Myokards unter LVAD-Unterstützung sein

könnte. Um diese Hypothese zu testen, sollte beispielsweiseüberpr̈uft werden, ob die MLP-

Expression vor LVAD-Einbau bzw. zum Zeitpunkt des LVAD-Ausbaus mit der Erholung der

Patienten-Herzen korreliert.

Weiterhin deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass MLP auch an Erkrankungen des

Skelettmuskels beteiligt sein könnte. Damit stellt das Protein ein Kandidaten-Gen für familiäre

Myopathien ungekl̈arter genetischer Ursache dar.

Um die Funktion von MLP in der Skelettmuskulatur eingehender zu beleuchten, sollte der

postulierte Zusammenhang zwischen MLP-Expression und Umorganisation hin zu langsame-

ren Fasertypen untersucht werden. Beispielsweise stellt sich die Frage, ob MLPknock outTiere

in der Lage sind, Fasertypen an mechanische Dauerbelastunganzupassen. Auch die Analyse

anderer Tiermodelle für Skelettmuskel-Erkrankungen (zusammengefasst z. B. in Agbulutet al.,

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



Kapitel 5

Zusammenfassung

In der quergestreiften Muskulatur wird die Kontraktionskraft der Myofibrillen von spezialisier-

ten Zell-Matrix-Kontakten (z. B. den Costameren) und Zell-Zell-Kontakten (den Glanzstreifen

der Kardiomyozyten) auf die umgebende extrazelluläre Matrix bzw. auf benachbarte Zellen

übertragen. Genetische Erkrankungen der Skelett- und Herzmuskulatur sowie Untersuchungen

an Tiermodellen deuten darauf hin, dass diese Strukturen auch Orte der Detektion und Weiter-

leitung von Signalen sind.

Ziel dieser Arbeit war es, Signalwege in den Strukturen der Kraftübertragung zu identifizieren.

Dazu wurden zwei Ans̈atze geẅahlt: Zum einen sollte die Entwicklung der Costamere während

der Differenzierung von Skelettmuskelzellen und darin involvierte Signalwege beschrieben

werden. Zum anderen sollten Anpassungsvorgänge der Strukturen der Kraftübertragung an

ver̈anderte Situationen, z. B. bei Erkrankungen, in der adulten quergestreiften Muskulatur un-

tersucht werden.

Ausgehend von der Hypothese, dass die Costamere in ihrer prinzipiellen Proteinzusam-

mensetzung den Fokalkontakten von Nichtmuskelzellenähneln, wurden Immunfluoreszenz-

Analysen kultivierter Skelettmuskelzellen verschiedener Differenzierungsstadien durchgeführt.

Damit konnte die morphologische Variabilität der Zell-Matrix-Kontakte erfasst werden: Ne-

ben Strukturen, die den Fokalkontakten von Nichtmuskelzellen entsprachen, wurden kleine,

unregelm̈aßig geformte Zell-Matrix-Kontakte undprimary longitudinal adhesion sites(PLAS)

beobachtet. Auch wurde deutlich, dass die Costamere erst mitEinsetzen der Kontraktilität aus

PLAS-artigen Strukturen hervorgehen.
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Während der Differenzierung waren auch dramatische Veränderungen in der Proteinzusam-

mensetzung zu beobachten: Die Ausstattung der Zell-Matrix-Kontakte proliferierender Myo-

blasten entsprach weitgehend der von Nichtmuskelzellen. Nach Induktion des myogenen Pro-

gramms wurde sie durch die Expression muskelspezifischer Proteine bzw. Isoformen (z. B. Pon-

sin und ß1D-Integrin) erg̈anzt. Bereits kurz nach Beginn der Differenzierung waren typische

Fokalkontakt-Marker, insbesondere diefocal adhesion kinase(FAK) und an Tyrosin-Resten

phosphorylierte Proteine, nicht mehr nachweisbar.

Damit deutet sich an, dass Tyrosin-Kinasen-abhängige Signalwege, welche die Dynamik der

Fokalkontakte in Nichtmuskelzellen bestimmen, nur für frühe Differenzierungsstadien der Mus-

kelzellen von Bedeutung sind. Auchlipid raft vermittelte Signalwege scheinen nur eine unter-

geordnete Rolle bei der Entwicklung der Costamere zu spielen.

Um andere, noch unbekannte Signalwege während der Differenzierung zu entdecken, sollten

involvierte Signalmolk̈ule identifiziert werden. Dafür erschien es sinnvoll, nach muskelspezi-

fischen Liganden eines klassischen Fokalkontaktproteins,des Paxillins, zu suchen. Mit Hilfe

der Hefe-Doppel-Hybrid-Technik wurde Ponsin als Interaktionspartner identifiziert. Durch bio-

chemische Bindungsversuche wurde die Paxillin-Bindungsregion im Ponsin auf die zweite der

drei Src-Homologie-3-Dom̈anen (SH3) eingegrenzt. Expressionsstudien belegten, dass die In-

teraktion der beiden Proteine in den Vorläuferstrukturen der Costamere ein transientes Ereignis

während der Differenzierung von Skelettmuskelzellen darstellt.

Im Skelettmuskel scheinen bisher noch nicht beschriebene Spleiß-Isoformen des Ponsins zu

dominieren, die sich durch eine 278 Aminosäuren lange Insertion im carboxyterminalen Teil

auszeichnen. Transfektionsstudien in Nichtmuskel- und Muskelsystemen konnten zeigen, dass

nicht diese Insertion, sondern das Zusammenspiel der drei SH3-Domänen f̈ur die subzellul̈aren

Lokalisationen in Costameren und Glanzstreifen verantwortlich ist, so dass zu vermuten ist,

dass die Insertion regulatorische Funktionen besitzt. Im aminoterminalen Bereich der Insertion

wurden multiple Phosphorylierungsereignisse an SP- und TP-Motiven durchmitogen activated

protein kinases(MAPK) nachgewiesen und Serin69 der Insertion massenspektrometrisch als

die bevorzugte Phosphorylierungsstelle identifiziert. Diese Proteinkinaseaktivität konnte in dif-

ferenzierenden Skelettmuskelzellen ebenfalls nachgewiesen werden.

Der gleiche Abschnitt der Insertion enthält ein Protein-Bindungsmodul, das die Bindung an

das Adapterprotein Nck2 vermittelt. In biochemischen Bindungsversuchen zeigte Nck2 deut-
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lich verringerte Bindung an Ponsin-Fragmente, die zuvor mitMAPK inkubiert wurden.

Zusammenfassend wird daher vorgeschlagen, dass die Proteine Paxillin, Ponsin und Nck2 einen

transienten Signalkomplex in den Vorläuferstrukturen der Costamere bilden, dessen Aktivität

von MAPK kontrolliert wird. Dieser Komplex k̈onnte an den beobachteten Umstrukturierungs-

prozessen der Zell-Matrix-Kontakte und des assoziierten Zytoskelettes ẅahrend der Differen-

zierung von Skelettmuskelzellen beteiligt sein.

Der zweite Teil der Arbeit beschäftigte sich mit der Rolle desmuscle LIM protein(MLP) im ge-

sunden und erkrankten adulten Gewebe. Für dieses muskelspezifische Protein wurde u. a. eine

costamerische Lokalisation beschrieben (Flick und Konieczny, 2000) und vorgeschlagen, dass

es als Komponente eines Mechanosensor den Dehnungszustandder Kardiomyozyten detektiert

(Knöll et al., 2002). Vor kurzem wurde gezeigt, dass heterozygote Mutationen im MLP Herz-

muskelerkrankungen, d. h. dilatative bzw. hypertrophe Kardiomyopathien (DCM bzw. HCM),

ausl̈osen k̈onnen (Kn̈oll et al., 2002; Geieret al., 2003). Ziel dieser Arbeit war es, molekulare

Unterschiede zwischen den HCM-assoziierten mutierten Proteinen und dem Wildtyp-MLP auf-

zuzeigen.

Alle mutierten MLP-Proteine wurden in sarkomere Strukturen eingebaut und verfügtenüber

die F̈ahigkeit, den Ligandenα-Actinin zu binden. Bei der detaillierten biochemischen Analyse

des MLP C58G Proteins wurde jedoch deutlich, dass die Mutation versẗarkt zu Fehlfaltungen

und damit zu einer verringerten Stabilität des betroffenen Abschnittes führt. Dies wurde auch

durch das ver̈anderte Bindungsverhalten des mutierten Proteins zu den Ligandenα-Actinin und

N-RAP reflektiert. Die molekulare Grundlage für die HCM-Erkrankung scheint folglich eine

Veränderung der Hom̈oostase im tern̈aren Komplex MLP –α-Actinin – N-RAP zu sein.

Mit Hilfe eines neu entwickelten monoklonalen MLP-Antikörpers ließ sich die Expression

des Proteins in solchen DCM- und HCM-Patienten analysieren, deren Erkrankung nicht durch

eine Mutation im MLP ausgelöst wurde. Die Tatsache, dass der MLP-Gehalt in den HCM-

Patientenkollektiven nicht generell erniedrigt ist, deutet darauf hin, dass die verminderte Ex-

pression des Proteins in DCM-Patienten nicht mit der Erkrankung an sich, sondern mit dem

Voranschreiten der Herzinsuffizienz korrelieren könnte.

Es gibt Hinweise darauf, dass die Funktionen des MLP auch für die Integriẗat der Skelett-

muskulatur notwendig sind. Beispielsweise wurde eine veränderte Expression des Proteins in

Skelettmuskel-Proben derky-Maus, eines Tiermodelles für Kyphoskoliose, beobachtet.



Zusammenfassung 134

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit verdeutlichen, dassdie Zell-Matrix- und Zell-

Zell-Kontakte der quergestreiften Muskelzellen nicht nurals statische Strukturen der

Kraftübertragung zu verstehen sind, sie stellen darüber hinaus Orte der Detektion und Wei-

terleitung von Signalen dar. Die exemplarische Untersuchung der Proteine Ponsin und MLP be-

legt, dass in diesen Strukturen verschiedenste Signalwegekonvergieren, deren Zusammenspiel

für die Funktionen der Herz- und Skelettmuskulatur Voraussetzung ist. Sẗorungen in einzelnen

Komponenten, z. B. durch Gen-Mutationen, provozieren eine Reaktion des gesamten Signal-

netzes, woraus u. a. Erkrankungen – bespielsweise Kardiomyopathien – resultieren können.
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Anhang A

Abkürzungsverzeichnis

3-AT 3-Aminotriazol ESI Elektrospray-Ionisierung

ß-ME ß-Mercaptoethanol EST expressed sequence tag (engl.)

ADP Adenosindiphosphat Ex Exon

ATP Adenosintriphosphat FAK focal adhesion kinase (engl.)

BP Bandpassfilter FCS Fötales K̈alberserum

BSA Rinderserumalbumin FITC Fluorescein-Isothiocyanat

cDNA komplemeẗare DNA FRNK FAK-related non-kinase (engl.)

Ci Curie GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-

CPITC Coumarin-phenyl-isothiocyanat Dehydrogenase

CRP cysteine rich protein (engl.) GFP green fluorescent protein (engl.)

Cy2 Carbocyanin GSH Glutathion

Cy3 Indocarbocyanin GST Glutathion-S-Transferase

DCM dilatative Kardiomyopathie GuHCl Guanidin-Hydrochlorid

DHB 2,5-Dihydroxybenzoes̈aure HCM hypertrophe Kardiomyopathie

DMEM Dulbecco’s modified Eagle His6 Hexa-Histidin

medium (engl.) HPLC Hochleistungschromatographie

DMF N,N-Dimethylformamid HRPO Meerrettich-Peroxidase

DMSO Dimethylsulfoxid HSkM humane Skelettmuskel Zellen

DNA Desoxyribonukleins̈aure ICP-AES Induktiv-gekoppeltes-Plasma

DOB drop out base (engl.) Atom-Emissions-Spektroskopie

DTT Dithiothreitol IF Immunfluoreszenz

ECACC European collection of animal Ig Immunglobulin

cell cultures (engl.) ILK integrin linked kinase (engl.)

ECL enhanced chemiluminescence IP Immunpräzipitation

(engl.) IPTG Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure IRS insulin receptor substrate (engl.)

EGTA Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl- kb Kilobasenpaare

ether)-N,N,N´,N´-Tetraessigsäure kD Kilodalton

ELISA enzyme-linked immunosorbent Ktr Kontrolle

assay (engl.) LGMD Gliederg̈urtelmuskeldystrophie
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LVAD left ventricular assist device PAGE Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

(engl.) PBS phosphate buffered saline (engl.)

LP Langpassfilter PCR Polymerase-Kettenreaktion

M mol/l PEG Polyethylenglycol

mAB monoklonaler Antik̈orper PLAS primary longitudinal adhesion sites

MALDI-TOF matrix-assisted-laser-desorption- (engl.)

ionization time-of-flight (engl.) PRR Prolin-reiche Region

MAPK mitogen-activated protein kinase Ps Ponsin

(engl.) Pxn Paxillin

MLP muscle LIM protein (engl.) RNA Ribonukleinsäure

mRNA messenger RNA (engl.) rpm Umdrehungen pro Minute

NC Nitrozellulose RT Raumtemperatur

NEAA nicht-essentielle Aminos̈auren RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR

NEPHGE non-equilibrium-pH-gradient SDS Natriumdodecylsulfat

electrophoresis (engl.) SH3 Src-Homologie 3

NGS normales Ziegenserum SkM Skelettmuskel

NLS Kernlokalisationssequenz SoHo Sorbin-Homologie-Region

NP-40 Nonidet P-40 SoV Natriumorthovanadat

NTA Nitrilotriessigs̈aure Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

N-RAP nebulin-related anchoring protein TXR Texas-Rot

(engl.) U unit (engl.)

NRC neonatale Rattenkardiomyozyten ÜNK Übernachtkultur

NYHA New York Heart Association UTR untranslatierte Region

(engl.) WB Western Blot

OD optische Dichte WT Wildtyp

ONPG o-Nitrophenyl-ß-D-galakto- X-Gal 5-Brom-4-Chlor-indoxyl-ß-D-

pyranosid galaktosid

PAA Polyacrylamid Y2H Hefe-Doppel-Hybrid
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3.5 Spezifiẗat der Paxillin-Ponsin-Interaktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51

3.6 Kompetition von FRNK und Ponsin um Paxillin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .53

3.7 Klonierungsschema . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . 55

3.8 Genomische Organisation des Ponsins . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . 56

3.9 Expression der Exone 30 und 31 in verschiedenen Muskel-Geweben . . . . . . . . . . . 57

3.10 Expression endogenen Ponsins in Muskelextrakten . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . 59

3.11 Expression von Ponsin im Myokard von DCM-Patienten . . . . . . . . . .. . . . . . . 60

3.12 Lokalisation von Ponsin in adulten quergestreiften Muskelgeweben der Ratte . . . . . . 63

3.13 Lokalisation von Ponsin und Paxillin in differenzierenden HSkM-Zellen. . . . . . . . . 64

3.14 Expression der Skelettmuskel-spezifischen Insertion in HSkM-Zellen. . . . . . . . . . 66

3.15 Transfektion von Ponsin, Paxillin und FAK in PtK2-Zellen . . . . . . . . . .. . . . . . 68

3.16 Transfektion carboxyterminaler Ponsin-Konstrukte in PtK2-Zellen . .. . . . . . . . . . 71

3.17 Transfektion amino- und carboxyterminaler Konstrukte sowie vollständigen Ponsins in
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Abbildung B.1: Schematische Darstellung verwendeter FAK-, Paxillin- und Ponsin-Konstrukte. In der FAK sind
die Lage der Kinase-Dom̈ane (Kinase, graue Box), der Prolin-reichen Regionen (PRR,schwarze Boxen) und der
focal adhesion targeting sequence(FAT, weiße Box) gekennzeichnet. Im Paxillin sind die LD-Motive (LD1–5,
weiße Boxen), die Prolin-reiche Region (PRR, schwarze Box)und die LIM-Dom̈anen (LIM1–4, graue Boxen)
dargestellt. Im Ponsin sind die Lage der Sorbin-Homologie-Region (SoHo, weiße Boxen), der drei SH3-Domänen
(schwarze Boxen) und der Insertion (Wellenlinie) angegeben.
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Tabelle B.1: Prim̈are Antik̈orper

Name Epitop Typ Anwendungsgebiete Herkunft

653 α-Actinin (SkM) Kaninchen WB, IP, IF Van der Venet al. (2000)

79D2 MLP Maus IgG2a WB, IP diese Arbeit

ß1D Integrin (ß1D UE) Maus IgG2a IF Van der Flieret al. (1997)

B4 Myomesin Maus IgG1 WB Groveet al. (1984)

BM75.2 α-Actinin Maus IgM IF Sigma (#A5044)

C5H GAPDH Maus IgG1 WB Ambion (#4300)

Cav1 #2297 Caveolin 1 Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610406)

Cav2 #65 Caveolin 2 Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610684)

Cav3 #26 Caveolin 3 Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610420)

C-HC #23 Clathrin HC Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610499)

EA53 α-Actinin (SkM) Maus IgG1 WB, IP, IF Sigma (#A7811)

FAK#77 FAK Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610087)

Flot1 #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)

m8 Titin (M-Bande) Kaninchen IF Obermannet al. (1996)

Pxn#349 Paxillin Maus IgG1 IF BD Biosciences (#610051)

Ponsin Aminoterminus Kaninchen WB, IF Upstate (#06-994)

Ponsin Carboxyterminus Maus (polyklonal) WB, IF diese Arbeit

PY20 Phospho-Tyrosin Maus IgG2b IF BD Biosciences (#610000)

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 F̈urstet al. (1988)

Tensin #5 Tensin Maus IgG2b IF BD Biosciences (#610064)

Vin11.5 Vinculin Maus IgG1 IF Sigma (#V4505)

YL1/2 EEF-Tag Ratte mAB WB Wehlandet al. (1983)
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Tabelle B.2: Sekund̈are Antik̈orper

Name Donor gegen Konjugat Herkunft

GAM-PO Ziege Maus HRPO Dianova (#115-035-068)

GAM-PO Ziege Maus IgG (schwere Kette) HRPO Dianova (#115-035-164)

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 Probes (#A11001)

GAM-G-Cy3 Ziege Maus IgG Cy3 Dianova (#115-166-072)

GAM-G1-488 Ziege Maus IgG1 Alexa Fluor 488 Molecular Probes(#A21121)

GAM-G1-TXR Ziege Maus IgG1 TXR Dianova (#115-166-072)

GAM-G2a-594 Ziege Maus IgG2a Alexa Fluor 594 Molecular Probes (#A21135)

GAM-G2b-594 Ziege Maus IgG2b Alexa Fluor 594 Molecular Probes (#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: Filters̈atze des verwendeten Photomikroskops

Set Anregung Emission BP FT LP angeregte Farbstoff-Konjugate

01 UV
”
blau“ 365/12 395 397 CPITC-Phalloidin

09 blau
”
grün“ 450-490 510 515 Cy2, FITC, GFP, Alexa-Fluor 488

15 gr̈un
”
rot“ 546/12 580 590 Cy3, TXR, Alexa-Fluor 594
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Tabelle B.4: Identifizierte Hefe-Doppel-Hybrid-Klone. Angegegen sind die Klon-Nummer, die Länge des Inserts,
der Name des kodierten Proteins und der Datenbankeintrag (accession number).

Klon L änge /kb Name Datenbankeintrag

107 4,0 Ponsin AF 136381

125 4,0 Ponsin AF 136381

35 2,2 Vinexin beta NM 005775

146 1,5 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 1,5 STIP1 homology XM 083939

79 1,4 STIP1 homology

102 1,5 STIP1 homology

162 1,5 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 vonα-Actinin, MLP und Ponsin in Myokardproben. Für die einzelnen Myokardproben
sind Angaben zu Alter und Geschlecht der Spender aufgelistet, zus̈atzlich sind der Ort der Probennahme und die
normierten densitometrischen Werte der dazugehörigen Banden relativ zuα-Actinin angegeben. * statistischer
Ausreißer. Probenherkunft: NF1–NF7 und HCM1–7: Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen (Bad
Oeynhausen); HOCM1–10: Humboldt-Universität Berlin; 228–1875: Deutsches Herzzentrum Berlin.

Bahn Kollektiv Bezeichnung Alter Geschlecht Probe MLP Ponsin

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(1) 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



Ergänzende Tabellen und Abbildungen XXVIII

Tabelle B.6: Datenbankeinträge f̈ur die Skelettmuskel-spezifische Insertion des Ponsins. Angegeben sind der Da-
tenbankeintrag, Typ des Eintrags, Spezies und die entsprechenden Aminos̈auren der Insertion im Ponsin.

Datenbankeintrag Typ Spezies Aminos̈auren

AL 832353 EST Homo sapiens(SkM) 1–278

AF 356525 mRNA Homo sapiens(SkM) 1–258

AF 356526 mRNA Homo sapiens(SkM) 1–258

AF 356527 mRNA Homo sapiens(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: Datenbankeinträge f̈ur Proteine, die in kurzen Abschnitten Homologien zu MLP aufweisen.

Name Datenbankeintrag Gr̈oße /kD Aminos̈auren 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 Aminosäuresequenzen der

verwendeten Proteine

Verwendete Datenbankeinträge:

α-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 Aminos̈auresequenzen der verwendeten Proteine XXX

   1   M  N  Q  I  E  P  G  V  Q  Y  N  Y  V  Y  D  E  D  E  Y  M     20  ABD 

   1  atgaaccagatagagcccggcgtgcagtacaactacgtgtacgacgaggatgagtacatg    60    

  21   I  Q  E  E  E  W  D  R  D  L  L  L  D  P  A  W  E  K  Q  Q     40 

  61  atccaggaggaggagtgggaccgcgacctgctcctggacccagcctgggagaagcagcag   120   

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

 121  aggaagaccttcactgcctggtgtaactcccacctaaggaaagccggcacccagattgag   180   

  61   N  I  E  E  D  F  R  N  G  L  K  L  M  L  L  L  E  V  I  S     80 

 181  aacatcgaggaagacttcaggaatggccttaagctcatgctgcttttggaagtcatctca   240   

  81   G  E  R  L  P  K  P  D  R  G  K  M  R  F  H  K  I  A  N  V    100 

 241  ggggaaaggctgcccaaacctgaccggggaaaaatgcggttccacaaaattgctaatgtc   300   

 101   N  K  A  L  D  Y  I  A  S  K  G  V  K  L  V  S  I  G  A  E    120 

 301  aacaaagctttggattacatagccagcaaaggggtgaaactggtgtccatcggcgctgaa   360   

 121   E  I  V  D  G  N  V  K  M  T  L  G  M  I  W  T  I  I  L  R    140 

 361  gaaattgttgatggcaatgtgaaaatgaccctgggtatgatctggaccatcatccttcgc   420   

 141   F  A  I  Q  D  I  S  V  E  E  T  S  A  K  E  G  L  L  L  W    160 

 421  tttgctattcaggatatttcggttgaagaaacatctgccaaagaaggtctgctgctttgg   480   

 161   C  Q  R  K  T  A  P  Y  R  N  V  N  I  Q  N  F  H  T  S  W    180 

 481  tgtcagaggaaaactgctccttatagaaatgtgaacattcagaacttccatactagctgg   540   

 181   K  D  G  L  G  L  C  A  L  I  H  R  H  R  P  D  L  I  D  Y    200 

 541  aaagatggccttggactctgtgccctcatccaccgacaccggcctgacctcattgactac   600   

 201   S  K  L  N  K  D  D  P  I  G  N  I  N  L  A  M  E  I  A  E    220 

 601  tcaaagcttaacaaggatgaccccataggaaatattaacctggccatggaaatcgctgag   660   

 221   K  H  L  D  I  P  K  M  L  D  A  E  D  I  V  N  T  P  K  P    240 

 661  aagcacctggatattcctaaaatgttggatgctgaagacatcgtgaacacccctaaaccc   720   

 241   D  E  R  A  I  M  T  Y  V  S  C  F  Y  H  A  F  A  G  A  E    260 

 721  gatgaaagagccatcatgacgtacgtctcttgcttctaccacgcttttgcgggcgcggag   780   

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

 781  caggccgagacagcggctaacaggatatgtaaggttcttgctgtgaatcaagagaatgag   840   

 281   R  L  M  E  E  Y  E  R  L  A  S  E  L  L  E  W  I  R  R  T    300  SLR1 

 841  aggctgatggaagaatatgagaggctagcgagtgagcttttggaatggattcgtcgcacg   900   

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

 901  atcccctggctggagaaccggactcccgagaagaccatgcaagccatgcagaagaagctg   960   

 321   E  D  F  R  D  Y  R  R  K  H  K  P  P  K  V  Q  E  K  C  Q    340 

 961  gaggacttccgggattaccgccggaagcacaagccacccaaggtgcaggagaaatgccag  1020  

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

1021  ctggagatcaacttcaacacgctgcagaccaagctgcggatcagcaaccgtcctgccttc  1080  

 361   M  P  S  E  G  K  M  V  S  D  I  A  G  A  W  Q  R  L  E  Q    380 

1081  atgccctccgagggcaagatggtgtcggatattgctggtgcctggcagaggctggagcag  1140  

 381   A  E  K  G  Y  E  E  W  L  L  N  E  I  R  R  L  E  R  L  E    400 

1141  gctgagaagggttacgaggagtggttgctcaatgagattcggagactggagcgcttggaa  1200  

 401   H  L  A  E  K  F  R  Q  K  A  S  T  H  E  T  W  A  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  gagcagatcttgctgcagaaggattacgagtcggcgtcgctgacagaggtgcgggctctg  1320  

 441   L  R  K  H  E  A  F  E  S  D  L  A  A  H  Q  D  R  V  E  Q    460 

1321  ctgcggaagcacgaggcgttcgagagcgacctggcagcgcaccaggaccgcgtggagcag  1380  

 461   I  A  A  I  A  Q  E  L  N  E  L  D  Y  H  D  A  V  N  V  N    480 

1381  atcgcagccatcgcgcaggagctcaatgaactggactatcacgacgctgtgaatgtcaat  1440  

 481   D  R  C  Q  K  I  C  D  Q  W  D  R  L  G  T  L  T  Q  K  R    500 

1441  gatcggtgccagaaaatttgtgaccagtgggaccgactgggaacgcttactcagaagagg  1500  

Abbildung C.1: Nukleotid- und Aminosäuresequenz des humanenα-Actinin 2. Die Actin-bindende Dom̈ane
(ABD) und die Calmodulin-artige Dom̈ane (CaM) sind unterstrichen, die vierSpectrin-like repeats(SLR1–4)
durch kursive Fettschrift gekennzeichnet.
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 501   R  E  A  L  E  R  M  E  K  L  L  E  T  I  D  Q  L  H  L  E    520  SLR3 

1501  agagaagccctagagagaatggagaaattgctagaaaccattgatcagcttcacctggag  1560  

 521   F  A  K  R  A  A  P  F  N  N  W  M  E  G  A  M  E  D  L  Q    540 

1561  tttgccaagagggctgctcctttcaacaattggatggagggcgctatggaggatctgcaa  1620  

 541   D  M  F  I  V  H  S  I  E  E  I  Q  S  L  I  T  A  H  E  Q    560 

1621  gatatgttcattgtccacagcattgaggagatccagagtctgatcactgcgcatgagcag  1680  

 561   F  K  A  T  L  P  E  A  D  G  E  R  Q  S  I  M  A  I  Q  N    580 

1681  ttcaaggccacgctgcccgaggcggacggagagcggcagtccatcatggccatccagaac  1740  

 581   E  V  E  K  V  I  Q  S  Y  N  I  R  I  S  S  S  N  P  Y  S    600 

1741  gaggtggagaaggtgattcagagctacaacatcagaatcagctcaagcaacccgtacagc  1800  

 601   T  V  T  M  D  E  L  R  T  K  W  D  K  V  K  Q  L  V  P  I    620 

1801  actgtcaccatggatgagctccggaccaagtgggacaaggtgaagcaactcgtgcccatc  1860  

 621   R  D  Q  S  L  Q  E  E  L  A  R  Q  H  A  N  E  R  L  R  R    640  SLR4 

1861  cgcgatcaatccctgcaggaggagctggctcgccagcatgctaacgagcgtctgaggcgc  1920  

 641   Q  F  A  A  Q  A  N  A  I  G  P  W  I  Q  N  K  M  E  E  I    660 

1921  cagtttgctgcccaagccaatgccattgggccctggatccagaacaagatggaggagatt  1980  

 661   A  R  S  S  I  Q  I  T  G  A  L  E  D  Q  M  N  Q  L  K  Q    680 

1981  gcccggagctccatccagatcacaggagccctggaagaccagatgaaccagctgaagcag  2040  

 681   Y  E  H  N  I  I  N  Y  K  N  N  I  D  K  L  E  G  D  H  Q    700 

2041  tatgagcacaacatcatcaactataagaacaacatcgacaagctggagggagaccatcag  2100  

 701   L  I  Q  E  A  L  V  F  D  N  K  H  T  N  Y  T  M  E  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   Q  I  L  T  R  D  A  K  G  I  T  Q  E  Q  M  N  E  F  R  A    760  CaM 

2221  cagatcctgacgagagatgcgaagggcatcacccaggagcagatgaatgagttcagagcc  2280  

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

2281  tccttcaaccactttgacaggaggaagaatggcctgatggatcatgaggatttcagagcc  2340  

 781   C  L  I  S  M  G  Y  D  L  G  E  A  E  F  A  R  I  M  T  L    800 

2341  tgcctgatttccatgggttatgacctgggtgaagccgaatttgcccgcattatgaccctg  2400  

 801   V  D  P  N  G  Q  G  T  V  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  gagacggctgacaccgacactgccgagcaggtcatcgcctccttccggatcctggcttct  2520  

 841   D  K  P  Y  I  L  A  E  E  L  R  R  E  L  P  P  D  Q  A  Q    860 

2521  gataagccatacatcctggcggaggagctgcgtcgggagctgcccccggatcaggcccag  2580  

 861   Y  C  I  K  R  M  P  A  Y  S  G  P  G  S  V  P  G  A  L  D    880 

2581  tactgcatcaagaggatgcccgcctactcgggcccaggcagtgtgcctggtgcactggat  2640  

 881   Y  A  A  F  S  S  A  L  Y  G  E  S  D  L  *                   894 

2641  tacgctgcgttctcttccgcactctacggggagagcgatctgtgatgctgagcttctgta  2700  

2701 ATCACTCATCCCATCAGAATGCAATAAAAGCGGAAGTCACAGTTTGTTTCCTGGAAACTTTGACAAGCTTTATTAAGTTGAGAGAGAGAGAGGGGGAAAA 5500  

2801 AAAAAAAGCCTTTCGTAGTTCAGTAATTGCCAGCAATATAACACGGCTAAAATGAAGTTTTTACAGTATATGACATAGTGCGCTTCATAAATAGGTTTAT 5600  

2901 TTCTGAGTTTTTAGCAAAATGTAATGAAATATCAGGTTGATTTCTTTGATTAAACAGAACAAATTACTTGAGTAATAGGAAATTAGGAGGATCTAGGGAC 5700  

3001 AGAAGGAAAGTGAAAAATGTGAAAATACAAAATACCCAAGATTTAAGACCGGGGGGAAAAAACCACAAATTGGTAAATAAAGGTTTGCTATTTGTAAAAA 5800  

3101 ATTTCATTTATCTCTAATATGCTTATGTGATTGGCCCTAGGGGAGTATATTTGGGATTCTAATGTTTTATTTTCATGCTTATCCAAAGATTACTATTGTA 5900  

3201 TCTTCAAATGAACTTAATATTGTGAGATGGAACTGCCGGGGATTAAAAAGACTACCCAAAAGATTTTTGGCACTTACAATTTTTAAAATAGTTTATGTCA 6000  

3301 TCTCTTCATTATTTAGGGCTGGATGGTCAACTCAGTCAGTGATTTTTTGATGCTTCTCTTATCCTCCAGAATAGAGACCTAAGGACACGTGGAAGTCAGT 6100  

3401 TTAATTGCCAGAGAGAAGGATGCAATCACTAGGTGAAATGAGGTTTTTAGGATTATTTATTGATTCCAGGTTCCCATGCTTTTTGTTAGAGCTTATTAGT 6200  

3501 ACAGGTTCTCAAGAGATGACCACATAAAAGTGCTCTGTTTATAAATAAGCAGGTTTCTGTAGTACTGACTGGTTCATCACAAGGCAAGTCAGAAACCAGT 6300  

3601 ATCCTTCTAGCTCTCCAGTCAGGACTTCCTTATGCCTCTAGTTTTATGACCGGTTAAGGAGAAGCCAGAGTTAGAGTAGGAGAGGACTAATTCTCAGCAG 6400  

3701 CAGTGGAGGTGAGTTCTTTCTTTTGCGGAAGCTTTACATATGTTTTGTGTAGTAGGAATAACTAGATATTTTAGCTAGTGTGCGGTGTGTGTTCACCCCT 6500  

3801 GGGATTGGACAGTGTATCCTAACAAGTCCCATGTCTGGTTCTGTGTCTAAAGGCCTGCTCCATGACACAGGATGCTACATGCACTCCTGCTAGCACATCT 6600  

3901 TGATCTGTTGAATGTTCATTCTTTCTTTTTGCTCATACTGCTGTAGGCTATAATTCCCCCCTGTTTTTCCATCTTGTTGACAGCTTGTAGAGAATAAAGC 6700  

4001 AGGAATTC 6708  

Abbildung C.1 (Fortsetzung)



Nuklein- und Aminos̈auresequenzen der verwendeten Proteine XXXII

   1   M  A  A  A  Y  L  D  P  N  L  N  H  T  P  N  S  S  T  K  T     20

   1  atggcagctgcttaccttgaccccaacttgaatcacacaccaaattcgagtactaagact    60

  21   H  L  G  T  G  M  E  R  S  P  G  A  M  E  R  V  L  K  V  F     40 

  61  cacctgggtactggtatggaacgttctcctggtgcaatggagcgagtattaaaggtcttt   120

  41   H  Y  F  E  S  N  S  E  P  T  T  W  A  S  I  I  R  H  G  D     60 

 121  cattattttgaaagcaatagtgagccaaccacctgggccagtattatcaggcatggagat   180

  61   A  T  D  V  R  G  I  I  Q  K  I  V  D  S  H  K  V  K  H  V     80 

 181  gctactgatgtcaggggcatcattcagaagatagtggacagtcacaaagtaaagcatgtg   240

  81   A  C  Y  G  F  R  L  S  H  L  R  S  E  E  V  H  W  L  H  V    100 

 241  gcctgctatggattccgcctcagtcacctgcggtcagaggaggttcactggcttcacgtg   300

 101   D  M  G  V  S  S  V  R  E  K  Y  E  L  A  H  P  P  E  E  W    120 

 301  gatatgggcgtctccagtgtgagggagaagtatgagcttgctcacccaccagaggagtgg   360

 121   K  Y  E  L  R  I  R  Y  L  P  K  G  F  L  N  Q  F  T  E  D    140 

 361  aaatatgaattgagaattcgttatttgccaaaaggatttctaaaccagtttactgaagat   420

 141   K  P  T  L  N  F  F  Y  Q  Q  V  K  S  D  Y  M  L  E  I  A    160 

 421  aagccaactttgaatttcttctatcaacaggtgaagagcgattatatgttagagatagct   480

 161   D  Q  V  D  Q  E  I  A  L  K  L  G  C  L  E  I  R  R  S  Y    180 

 481  gatcaagtggaccaggaaattgctttgaagttgggttgtctagaaatacggcgatcatac   540

 181   W  E  M  R  G  N  A  L  E  K  K  S  N  Y  E  V  L  E  K  D    200 

 541  tgggagatgcggggcaatgcactagaaaagaagtctaactatgaagtattagaaaaagat   600

 201   V  G  L  K  R  F  F  P  K  S  L  L  D  S  V  K  A  K  T  L    220 

 601  gttggtttaaagcgattttttcctaagagtttactggattctgtcaaggccaaaacacta   660

 221   R  K  L  I  Q  Q  T  F  R  Q  F  A  N  L  N  R  E  E  S  I    240 

 661  agaaaactgatccaacaaacatttagacaatttgccaaccttaatagagaagaaagtatt   720

 241   L  K  F  F  E  I  L  S  P  V  Y  R  F  D  K  E  C  F  K  C    260 

 721  ctgaaattctttgagatcctgtctccagtctacagatttgataaggaatgcttcaagtgt   780

 261   A  L  G  S  S  W  I  I  S  V  E  L  A  I  G  P  E  E  G  I    280 

 781  gctcttggttcaagctggattatttcagtggaactggcaatcggcccagaagaaggaatc   840

 281   S  Y  L  T  D  K  G  C  N  P  T  H  L  A  D  F  T  Q  V  Q    300 

 841  agttacctaacggacaagggctgcaatcccacacatcttgctgacttcactcaagtgcaa   900

 301   T  I  Q  Y  S  N  S  E  D  K  D  R  K  G  M  L  Q  L  K  I    320 

 901  accattcagtattcaaacagtgaagacaaggacagaaaaggaatgctacaactaaaaata   960

 321   A  G  A  P  E  P  L  T  V  T  A  P  S  L  T  I  A  E  N  M    340 

 961  gcaggtgcacccgagcctctgacagtgacggcaccatccctaaccattgcggagaatatg  1020

 341   A  D  L  I  D  G  Y  C  R  L  V  N  G  T  S  Q  S  F  I  I    360 

1021  gctgacctaatagatgggtactgccggctggtgaatggaacctcgcagtcatttatcatc  1080

 361   R  P  Q  K  E  G  E  R  A  L  P  S  I  P  K  L  A  N  S  E    380 

1081  agacctcagaaagaaggtgaacgggctttgccatcaataccaaagttggccaacagcgaa  1140

 381   K  Q  G  M  R  T  H  A  V  S  V  S  E  T  D  D  Y  A  E  I    400 

1141  aagcaaggcatgcggacacacgccgtctctgtgtcagaaacagatgattatgctgagatt  1200

 401   I  D  E  E  D  T  Y  T  M  P  S  T R  D  Y  E  I  Q  R  E    420  Kinase 

1201  atagatgaagaagatacttacaccatgccctcaaccagggattatgagattcaaagagaa  1260  Domäne 

 421 R  I  E  L  G  R  C  I  G  E  G  Q  F  G  D  V  H  Q  G  I    440 

1261  agaatagaacttggacgatgtattggagaaggccaatttggagatgtacatcaaggcatt  1320

 441  Y  M  S  P  E  N  P  A  L  A  V  A  I  K  T  C  K  N  C  T 460

1321  tatatgagtccagagaatccagctttggcggttgcaattaaaacatgtaaaaactgtact  1380

 461 S  D  S  V  R  E  K  F  L  Q  E  A  L  T  M  R  Q  F  D  H    480 

1381  tcggacagcgtgagagagaaatttcttcaagaagccttaacaatgcgtcagtttgaccat  1440

 481 P  H  I  V  K  L  I  G  V  I  T  E  N  P  V  W  I  I  M  E 500

1441  cctcatattgtgaagctgattggagtcatcacagagaatcctgtctggataatcatggag  1500

 501 L  C  T  L  G  E  L  R  S  F  L  Q  V  R  K  Y  S  L  D  L 520

1501  ctgtgcacacttggagagctgaggtcatttttgcaagtaaggaaatacagtttggatcta  1560

 521 A  S  L  I  L  Y  A  Y  Q  L  S  T  A  L  A  Y  L  E  S  K    540 

1561  gcatctttgatcctgtatgcctatcagcttagtacagctcttgcatatctagagagcaaa  1620

 541 R  F  V  H  R  D  I  A  A  R  N  V  L  V  S  S  N  D  C  V    560 

1621  agatttgtacacagggacattgctgctcggaatgttctggtgtcctcaaatgattgtgta  1680

Abbildung C.2: Nukleotid- und Aminosäuresequenz der humanen FAK. Die Kinase-Domäne und diefocal
adhesion targeting sequence(FAT) sind durch kursive Fettschrift gekennzeichnet, der Beginn der Spleiß-Isoform
FRNK ist ebenfalls gekennzeichnet.



Nuklein- und Aminos̈auresequenzen der verwendeten Proteine XXXIII

 561 K  L  G  D  F  G  L  S  R  Y  M  E  D  S  T  Y  Y  K  A  S    580 

1681  aaattaggagactttggattatcccgatatatggaagatagtacttactacaaagcttcc  1740

 581 K  G  K  L  P  I  K  W  M  A  P  E  S  I  N  F  R  R  F  T    600 

1741  aaaggaaaattgcctattaaatggatggctccagagtcaatcaattttcgacgttttacc  1800

 601 S  A  S  D  V  W  M  F  G  V  C  M  W  E  I  L  M  H  G  V    620 

1801  tcagctagtgacgtatggatgtttggtgtgtgtatgtgggagatactgatgcatggtgtg  1860

 621 K  P  F  Q  G  V  K  N  N  D  V  I  G  R  I  E  N  G  E  R    640 

1861  aagccttttcaaggagtgaagaacaatgatgtaatcggtcgaattgaaaatggggaaaga  1920

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

1921  ttaccaatgcctccaaattgtcctcctaccctctacagccttatgacgaaatgctgggcc  1980

 661 Y  D  P  S  R  R  P  R  F  T  E  L  K  A  Q  L  S  T  I L    680 

1981  tatgaccccagcaggcggcccaggtttactgaacttaaagctcagctcagcacaatcctg  2040

 681   E  E  E  K  A  Q  Q  E  E  R  M  R |M  E  S  R  R  Q  A  T    700  Beginn FRNK 

2041  gaggaagagaaggctcagcaagaagagcgcatgaggatggagtccagaagacaggccaca  2100

 701   V  S  W  D  S  G  G  S  D  E  A  P  P  K  P  S  R  P  G  Y    720 

2101  gtgtcctgggactccggagggtctgatgaagcaccgcccaagcccagcagaccgggttat  2160

 721   P  S  P  R  S  S  E  G  F  Y  P  S  P  Q  H  M  V  Q  T  N    740 

2161  cccagtccgaggtccagcgaaggattttatcccagcccacagcacatggtacaaaccaat  2220

 741   H  Y  Q  V  S  G  Y  P  G  S  H  G  I  T  A  M  A  G  S  I    760 

2221  cattaccaggtttctggctaccctggttcacatggaatcacagccatggctggcagcatc  2280

 761   Y  P  G  Q  A  S  L  L  D  Q  T  D  S  W  N  H  R  P  Q  E    780 

2281  tatccaggtcaggcatctcttttggaccaaacagattcatggaatcatagacctcaggag  2340

 781   I  A  M  W  Q  P  N  V  E  D  S  T  V  L  D  L  R  G  I  G    800 

2341  atagcaatgtggcagcccaatgtggaggactctacagtattggacctgcgagggattggg  2400

 801   Q  V  L  P  T  H  L  M  E  E  R  L  I  R  Q  Q  Q  E  M  E    820 

2401  caagtgttgccaacccatctgatggaagagcgtctaatccgacagcaacaggaaatggaa  2460

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

2461  gaagatcagcgctggctggaaaaagaggaaagatttctgaaacctgatgtgagactctct  2520

 841   R  G  S  I  D  R  E  D  G  S  L  Q  G  P  I  G  N  Q  H  I    860 

2521  cgaggcagtattgacagggaggatggaagtcttcagggtccgattggaaaccaacatata  2580

 861   Y  Q  P  V  G  K  P  D  P  A  A  P  P  K  K  P  P  R  P  G    880 

2581  tatcagcctgtgggtaaaccagatcctgcagctccaccaaagaaaccgcctcgccctgga  2640

 881   A  P  G  H  L  G  S  L  A  S  L  S  S  P  A  D  S  Y  N  E    900 

2641  gctcccggtcatctgggaagccttgccagcctcagcagccctgctgacagctacaacgag  2700

 901   G  V  K  L  Q  P  Q  E  I  S  P  P  P  T  A  N  L  D  R  S    920  FAT

2701  ggtgtcaagcttcagccccaggaaatcagcccccctcctactgccaacctggaccggtcg  2760

 921 N  D  K  V  Y  E  N  V  T  G  L  V  K  A  V  I  E  M  S  S 940

2761  aatgataaggtgtacgagaatgtgacgggcctggtgaaagctgtcatcgagatgtccagt  2820

 941 K  I  Q  P  A  P  P  E  E  Y  V  P  M  V  K  E  V  G  L  A   960 

2821  aaaatccagccagccccaccagaggagtatgtccctatggtgaaggaagtcggcttggcc  2880

 961 L  R  T  L  L  A  T  V  D  E  T  I  P  L  L  P  A  S  T  H   980 

2881  ctgaggacattattggccactgtggatgagaccattcccctcctaccagccagcacccac  2940

 981 R  E  I  E  M  A  Q  K  L  L  N  S  D  L  G  E  L  I  N  K  1000 

2941  cgagagattgagatggcacagaagctattgaactctgacctgggtgagctcatcaacaag  3000

1001 M  K  L  A  Q  Q  Y  V  M  T  S  L  Q  Q  E  Y  K  K  Q  M  1020 

3001  atgaaactggcccagcagtatgtcatgaccagcctccagcaagagtacaaaaagcaaatg  3060

1021 L  T  A  A  H  A  L  A  V  D  A  K  N  L  L  D  V  I  D  Q  1040 

3061  ctgactgctgctcacgccctggctgtggatgccaaaaacttactcgatgtcattgaccaa  3120

1041 A  R  L  K  M  L  G  Q  T  R  P  H  *                        1052 

3121  gcaagactgaaaatgcttgggcagacgagaccacacTGAGCCTCCCCTAGGAGCACGTCT  3180

3181  TGCTACCCTCTTTTGAAGATGTTCTCTAGCCTTCCACCAGCAGCGAGGAATTAACCCTGTGTCCTCAGTCGCCAGCACTTACAGCTCCAACTTTTTTGAA  3280

3281  TGACCATCTGGTTGAAAAATCTTTCTCATATAAGTTTAACCACACTTTGATTTGGGTTCATTTTTTGTTTTGTTTTTTTCAATCATGATATTCAGAAAAA  3380

3381  TCCAGGATCCAAAATGTGGCGTTTTTCTAAGAATGAAAATTATATGTAAGCTTTTAAGCATCATGAAGAACAATTTATGTTCACATTAAGATACGTTCTA  3480

3481  AAGGGGGATGGCCAAGGGGTGACATCTTAATTCCTAAACTACCTTAGCTGCATAGTGGAAGAGGAGAGCATGAAGCAAAGAATTCCAGGAAACCCAAGAG  3580

3581  GCTGAGAATTCTTTTGTCTACCATAGAATTATTATCCAGACTGGAATTTTTGTTTGTTAGAACACCCTTCAGTTGCAATATGCTAATCCCACTTTACAAA  3680

3681  GAATATAAAAGCTATATTTTGAAGACTTGAGTTATTTCAGAAAAAACTACAGCCCTTTTTGTCTTACCTGCCTTTTACTTTCGTGTGGATATGTGAAGCA  3780

3781  TTGGGTCGGGAACTAGCTGTAGAACACAACTAAAAACTCATGTCTTTTTTCACAGAATAATGTGCCAGTTTTTTGTAGCAATGTTATTTCTCTTGGAAGC  3880

3881  AGAAATGCTTTGTACCAGAGCACCTCCAAACTGCATTGAGGAGAAGTTCCAGAACCATCCCCTTTTTCCATTTTTATATAATTTATAAAGAAAGATTAAA  3980

3981  GCCATGTTGACTATTTTACAGCCACTGGAGTTAACTAACCCTTCCTTGTATCTGTCTTCCCAGGAGAGAATGAAGCAAAACAGGAATTTGGTTTTCTTTT  4080

4081  GATGTCCAGTTACACCATCCATTCTGTTAATTTTGAAAAAATATACCCTCCCTTTAGTTTGTTGGGGGATATAAATTATTCTCAGGAAGAATATAATGAA  4180

4181  CTGTACAGTTACTTTGACCTATTAAAAAGGTGTTACCAGTAAA                                                           4223

Abbildung C.2 (Fortsetzung)



Nuklein- und Aminos̈auresequenzen der verwendeten Proteine XXXIV

  1   M  P  N  W  G  G  G  A  K  C  G  A  C  E  K  T  V  Y  H  A    20  LIM1 

  1  atgccaaactggggcggaggcgcaaaatgtggagcctgtgaaaagaccgtctaccatgca   60

 21   E  E  I  Q  C  N  G  R  S  F  H  K  T  C  F  H  C  M  A  C    40 

 61  gaagaaatccagtgcaatggaaggagtttccacaagacgtgtttccactgcatggcctgc  120

 41   R  K  A  L  D  S  T  T  V  A  A  H  E  S  E  I  Y C  K  V    60 

121  aggaaggctcttgacagcacgacagtcgcggctcatgagtcggagatctactgcaaggtg  180

 61   C  Y  G  R  R  Y  G  P  K  G  I  G  Y  G  Q  G  A  G  C  L    80 

181  tgctatgggcgcagatatggccccaaagggatcgggtatggacaaggcgctggctgtctc  240

 81   S  T  D  T  G  E  H  L  G  L  Q  F  Q  Q  S  P  K  P  A  R   100 

241  agcacagacacgggcgagcatctcggcctgcagttccaacagtccccaaagccggcacgc  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  tcagttaccaccagcaacccttccaaattcactgcgaagtttggagagtccgagaagtgc  360

121   P  R  C  G  K  S  V  Y  A  A  E  K  V  M  G  G  G  K  P  W   140 

361  cctcgatgtggcaagtcagtctatgctgctgagaaggttatgggaggtggcaagccttgg  420

141   H  K  T  C  F  R  C  A  I  C  G  K  S  L  E  S  T  N  V  T   160 

421  cacaagacctgtttccgctgtgccatctgtgggaagagtctggagtccacaaatgtcact  480

161   D  K  D  G  E  L  Y  C  K  V  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  ctcagattttttgcgagcctaaaacacttgccaagtaatcctgcacagatcgatacctttccccaaatagcctctcctttgtagtcgtacattatgtgtt  700

 701  tctcctcagaagtgatcaggtctttactgaatgttagaagaggcctttggaagaaaattatgtaaagtttaatctataacaaatgctttattatttataa  800

 801  tgcttggaatgggagaggcaataaataaatgttttagtgctatcttgtatggctctagatcttttctttgagatagaaattttcaaaaacataaagctag  900

 901  ttcaaaaaacgagttgcagagcatataataaatttggatgtcaactgagaaaggagtgagaaggaagaaacaatgcgcaaaggaaagcagtctttcagaa 1000

1001  tctgtcagccaagtgtctttctagttactgctaatggagaagaaaacagggggtctgggagaaaatagagaacatgatagcaaaatctaaaaggaaaatc 1100

1101  aaaactaataaaattgctgaagagttgatccctttgtcctatcgtggggctttgtaatgttacacatctcgtgaaaactcagaaatgacaataaagcgtg 1200

1201  gcatttgcctctgtattataaatg                                                                             1224

Abbildung C.3: Nukleotid- und Aminosäuresequenz des humanen MLP. Die beiden LIM-Domänen sind unterstri-
chen, die im MLP C58G mutierte Aminosäure ist ebenfalls gekennzeichnet.



Nuklein- und Aminos̈auresequenzen 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  D  I  K  K  V  N  E  R  L  W  L  L  D  D  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  aacagcctgaagaagggctccctcgtgaagaacctgaaggacacactaggcctcggcaag  240

  81   T  R  R  K  T  S  A  R  D  A  S  P  T  P  S  T  D  A  E  Y   100 

 241  acgcgcaggaagaccagcgcgcgggatgcgtcccccacgcccagcacggacgccgagtac  300

 101   P  A  N  G  S  G  A  D  R  I  Y  D  L  N  I  P  A  F  V  K   120 

 301  cccgccaatggcagcggcgccgaccgcatctacgacctcaacatcccggccttcgtcaag  360

 121   F  A  Y  V  A  E  R  E  D  E  L  S  L  V  K  G  S  R  V  T   140  SH3.2 

 361  ttcgcctatgtggccgagcgggaggatgagttgtccctggtgaaggggtcgcgcgtcacc  420

 141   V  M  E  K  C  S  D  G  W  W  R  G  S  Y  N  G  Q  I  G  W   160 

 421  gtcatggagaagtgcagcgacggttggtggcggggcagctacaacgggcagatcggctgg  480

 161   F  P  S  N  Y  V  L  E  E  V  D  E  A  A  A  E  S  P  S  F   180 

 481  ttcccctccaactacgtcttggaggaggtggacgaggcggctgcggagtccccaagcttc  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  ctgagcctgcgcaagggcgcctcgctgagcaatggccagggctcccgcgtgctgcatgtg  600

 201   V  Q  T  L  Y  P  F  S  S  V  T  E  E  E  L  N  F  E  K  G   220 

 601  gtccagacgctgtaccccttcagctcagtcaccgaggaggagctcaacttcgagaagggg  660

 221   E  T  M  E  V  I  E  K  P  E  N  D  P  E  W  W  K  C  K  N   240 

 661  gagaccatggaggtgattgagaagccggagaacgaccccgagtggtggaaatgcaaaaat  720

 241   A  R  G  Q  V  G  L  V  P  K  N  Y  V  V  V  L  S  D  G  P   260 

 721  gcccggggccaggtgggcctcgtccccaaaaactacgtggtggtcctcagtgacgggcct  780

 261   A  L  H  P  A  H  A  P  Q  I  S  Y  T  G  P  S  S  S  G  R   280 

 781  gccctgcaccctgcgcacgccccacagataagctacaccgggccctcgtccagcgggcgc  840

 281   F  A  G  R  E  W  Y  Y  G  N  V  T  R  H  Q  A  Q  C  A  L   300  SH2 

 841  ttcgcgggcagagagtggtactacgggaacgtgacgcggcaccaggcgcagtgcgccctc  900

 301   N  E  R  G  V  E  G  D  F  L  I  R  D  S  E  S  S  P  S  D   320 

 901  aacgagcggggcgtggagggcgacttcctcattagggacagcgagtcctcgcccagcgac  960

 321   F  S  V  S  L  K  A  S  G  K  N  K  H  F  K  V  Q  L  V  D   340 

 961  ttctccgtgtcccttaaagcgtcagggaagaacaaacacttcaaggtgcagctcgtggac 1020

 341   N  V  Y  C  I  G  Q  R  R  F  H  T  M  D  E  L  V  E  H  Y   360 

1021  aatgtctactgcattgggcagcggcgcttccacaccatggacgagctggtggaacactac 1080

 361   K  K  A  P  I  F  T  S  E  H  G  E  K  L  Y  L  V  R  A  L   380 

1081  aaaaaggcgcccatcttcaccagcgagcacggggagaagctctacctcgtcagggccctg 1140

 381   Q  *

1141  cagTGACGGCGCCCCGGCCCCACACTCGCCTCCCGGGCCCCACGGTGGAGCTGCCCGCCC 1200

1201  GGCCTTGTGGCAGAGGCTCCTCCCGCGGGGACGGCCCCGACGGCTTCTCTG          1251 

Abbildung C.4: Nukleotid- und Aminosäuresequenz des humanen Nck2. Die drei SH3-Domänen sowie die SH2-
Domäne sind unterstrichen.



Nuklein- und Aminos̈auresequenzen der verwendeten Proteine XXXVI

   1   M  N  V  Q  P  C  S  R  C  G  Y  G  V  Y  P  A  E  K  I  S     21  LIM 

   1  atgaatgtgcagccctgttctaggtgtgggtatggggtttatcctgccgagaagatcagc    60

  21   C  I  D  Q  I  W  H  K  A  C  F  H  C  E  V  C  K  M  M  L     41 

  61  tgtatagatcagatatggcataaagcctgttttcactgtgaagtttgcaagatgatgctg   120

  41   S  V  N  N  F  V  S  H  Q  K  K  P  Y  C  H  A  H N  P  K     61 

 121  tctgttaataactttgtgagtcaccagaaaaagccgtactgtcacgcccataaccctaag   180

  61 N  N  T  F  T  S  V  Y  H  T  P  L  N  L  N  V  R  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  |R  A  Y  W  T  G  Y  G  E  G  N  A  W  C  P  G  A  L  P  D    140  aa120:

 361  agagcctattggactggatatggggaagggaatgcttggtgcccaggagctctgccagac   420  Beginn 

                                                                          Nebulin- 

 141   P  E  I  V  R  M  V  E  A  R  K  S  L  G  E |E  Y  T  E  D    160  like 

 421  cccgaaattgtaaggatggttgaggctcgaaagtctcttggtgaggaatatacagaagac   480  repeats

 161   Y  E  Q  P  R  G  K  G  S  F  P  A  M  I  T  P  A  Y  Q  R    180 

 481  tatgagcaacccaggggcaaggggagctttccagccatgatcacacctgcttatcaaagg   540

 181   A  K  K  A  N  Q  L  A  S  Q |V  E  Y  K  R  G  H  D  E  R    200 

 541  gccaagaaagccaaccagctggccagccaagtggagtataagagagggcatgatgaacgc   600

 201   I  S  R  F  S  T  V  V  D  T  P  E  L  L  R  S  K  A  G  A    220 

 601  atctccaggttctccacggtggtggatactcctgagctgctacggagcaaggctggggca   660

 221   Q  L  Q  S  D |V  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   D |V  R  Y  H  Q  Q  Y  Q  K  E  M  R  G  M  A  G  P  A  I    280 

 781  gatgtgaggtaccatcaacaatatcaaaaagaaatgaggggaatggctggtccagccatt   840

 281   G  A  E  G  I  L  T  R  E  C  A  D  Q  Y  G |Q  G  Y  P  E    300 

 841  ggagctgagggcatcttgacaagggaatgtgcagaccaatatggccagggttacccggag   900

 301   E  Y  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  H  E  L  A  S  D |I  K  Y  R  Q  D  F  N  K    340 

 961  aacgccaagaaagctcacgaactcgctagtgacataaaatacaggcaggacttcaataag  1020

 341   M  K  G  A  A  H  Y  H  S  L  P  A  Q  D  N  L  V  L  K  Q    360 

1021  atgaaaggcgctgcacattatcactcgcttccagctcaagacaacttggttctcaaacag  1080

 361   A  Q  S  V  N  K  L  V  S  E |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  F  T  S  D |N  K  Y  K  E  N  Y  Q  N  H  M  R  G  R  Y    420 

1201  aaatttaccagtgataataaatataaagaaaactaccagaaccacatgagaggccgctat  1260

 421   E  G  V  G  M  D  R  R  T  L  H  A  M  K  V  G  S  L  A  S    440 

1261  gaaggagttggtatggacagacgcactctgcatgctatgaaagttggcagcctggcaagc  1320

 441   N |V  A  Y  K  A  D  Y  K  H  D  I  V  D  Y  N  Y  P  A  T    460 

1321  aacgttgcctacaaagctgattataaacatgatattgtcgactacaactacccagccact  1380

Abbildung C.5: Nukleotid- und Aminosäuresequenz des humanen N-RAP. Die LIM-Domäne ist unterstrichen, der
sich anschließende nichtmodulare Teil in kursiver Fettschrift dargestellt. Der Beginn der Nebulin-artigenrepeats
ist durch einen senkrechten Strich gekennzeichnet, der Beginn dersuperrepeats(SR1–5) zus̈atzlich angegeben.



Nuklein- und Aminos̈auresequenzen der verwendeten Proteine XXXVII

461   L  T  P  S  Y  Q  T  A  M  K  L  V  P  L  K  D |A  N  Y  R    480  SR1 

1381  ctcacgccttcctatcaaacagctatgaaactggtgcccttgaaagatgccaattatagg  1440

 481   Q  S  I  D  K  L  K  Y  S  S  V  T  D  T  P  Q  I  V  Q  A    500 

1441  cagagcatcgacaagttgaagtacagctcggtgactgacaccccacagattgttcaagcc  1500

 501   K  I  N  A  Q  Q  L  S  H |V  N  Y  R  A  D  Y  E  K  N  K    520 

1501  aaaatcaatgcccagcagctgagtcatgtgaattaccgtgctgactatgagaaaaataag  1560

 521   L  N  Y  T  L  P  Q  D  V  P  Q  L  V  K  A  K  T  N  A  K    540 

1561  ttgaattacacattgccccaggatgttcctcagctggtgaaggccaaaaccaatgccaaa  1620

 541   L  F  S  E |V  K  Y  K  E  G  W  E  K  T  K  G  K  G  F  E    560 

1621  ctcttcagtgaggttaagtataaagaaggctgggagaagacaaaggggaaaggatttgag  1680

 561   M  K  L  D  A  M  S  L  L  A  A  K  A  S  G  E  L  A  S  N    580 

1681  atgaagctggatgccatgtctctgctggccgccaaagcctctggggagcttgctagcaat  1740

 581  |I  K  Y  K  E  E  Y  E  K  T  K  G  K  A  M  G  T  A  D  S    600 

1741  attaaatataaagaagaatatgaaaagacaaaaggcaaagccatgggaacagccgactct  1800

 601   R  L  L  H  S  L  Q  I  A  K  M  S  S  E |V  E  Y  K  K  G    620 

1801  aggcttctgcactccctgcagattgctaagatgagcagtgaggttgaatataagaaaggc  1860

 621   F  E  E  S  K  T  R  F  H  L  P  M  D  M  V  N  I  R  H  A    640 

1861  tttgaagagagtaagacccggtttcacctgcccatggatatggtaaacatcaggcatgct  1920

 641   K  K  A  Q  T  L  A  S  D |L  D  Y  R  K  K  L  H  E  Y  T    660 

1921  aagaaggcccaaactctcgccagtgacctggactacaggaagaaactgcatgaatacact  1980

 661   V  L  P  E  D  M  K  T  Q  W  A  K  K  A  Y  G  L  Q  S  E    680 

1981  gtgctgcctgaagatatgaagactcagtgggccaagaaggcctatgggctccagagcgag  2040

 681  |L  Q  Y  K  A  D  L  A  W  M  K  G  V  G  W  L  T  E  G  S    700 

2041  ctgcagtacaaggctgacctggcatggatgaagggagttgggtggctgacagaggggagt  2100

 701   L  N  L  E  Q  A  K  K  A  G  Q  L  V  S  E |K  N  Y  R  Q    720  SR2 

2101  ctcaacttggaacaagccaagaaggctggacagctggtcagcgagaaaaactaccggcag  2160

 721   R  V  D  E  L  K  F  T  S  V  T  D  S  S  Q  M  E  H  A  K    740 

2161  agggtcgatgagctgaagttcaccagcgtgaccgacagctcccagatggagcacgccaag  2220

 741   K  S  Q  E  L  Q  S  G |V  A  Y  K  A  G  N  E  Q  S  V  H    760 

2221  aagagccaggagctacagagcggggtggcctacaaggcaggaaatgagcagtctgtccat  2280

 761   Q  Y  T  I  S  K  D  E  P  L  F  L  Q  A  R  A  N  A  A  N    780 

2281  cagtataccatcagcaaagacgagcctctcttcctgcaggcccgagccaatgctgcaaat  2340

 781   L  S  E |K  L  Y  K  S  S  W  E  N  Q  K  A  K  G  F  E  L    800 

2341  ctcagcgagaaactgtataagagcagctgggaaaaccagaaagcaaaagggtttgagctg  2400

 801   R  L  D  S  L  T  F  L  A  A  K  A  K  R  D  L  A  S  E |V    820 

2401  cgtcttgattccttgaccttcctggcagccaaagccaagagggacctggctagcgaggtg  2460

 821   K  Y  K  E  D  Y  E  R  S  R  G  K  L  I  G  A  K  D  V  Q    840 

2461  aagtacaaggaggattatgagagatccagagggaagctcattggggcaaaagatgtacag  2520

 841   G  D  S  Q  M  S  H  S  L  Q  M  S  K  L  Q  S  E |L  E  Y    860

2521  ggagattcgcaaatgagccactcactgcaaatgtccaagctgcagagtgagctggagtac  2580

 861   K  K  G  F  E  D  T  K  S  Q  C  H  V  S  L  D  M  V  H  L    880 

2581  aagaagggattcgaggacaccaaatcccaatgccacgtctccctggacatggtccacctc  2640

 881   V  H  A  R  K  A  Q  H  L  A  T  D |V  G  Y  K  T  A  E  H    900 

2641  gtgcatgcccgcaaagctcagcatttagccacagacgtaggctacaagacagcggaacat  2700

 901   H  F  T  A  L  P  T  D  M  K  V  E  W  A  K  K  A  Y  G  L    920 

2701  cactttacggctttgcccacagacatgaaggtggaatgggccaagaaggcttatggctta  2760

 921   Q  S  D |N  Q  Y  R  A  D  V  K  W  M  K  G  M  G  W  V  A    940 

2761  cagagtgataaccaatacagggcagatgtgaagtggatgaaaggcatgggctgggtcgcc  2820

 941   T  G  S  L  N  V  E  Q  A  K  K  A  G  E  L  I  S  E |K  K    960  SR3 

2821  accgggtcattaaatgtggagcaggcgaagaaggcaggagaactcattagcgagaagaag  2880

 961   Y  R  Q  H  P  D  A  L  K  F  T  S  I  K  D  T  P  E  M  V    980

2881  taccgtcagcatccagatgctttgaagtttaccagtattaaagacactccggagatggtc  2940

 981   Q  A  R  I  S  Y  T  Q  A  V  D |R  L  Y  R  E  Q  G  E  N   1000 

2941  caggccagaattagttatacccaagcagtggatagattatacagggaacaaggagaaaac  3000

1001   I  K  H  H  Y  T  P  T  A  D  L  P  E  V  L  L  A  K  L  N   1020 

3001  ataaagcatcattacacaccgactgctgacctccctgaagtcctgctggccaagctgaat  3060

1021   A  M  N  I  S  E |T  R  Y  K  E  S  W  S  K  L  R  D  G  G   1040 

3061  gccatgaatatcagtgagacgcgttataaggaatcctggagcaaacttcgagatggtggc  3120

1041   Y  K  L  R  L  D  A  L  P  F  Q  A  A  K  A  S  G  E  I  I   1060 

3121  tataaactgaggttggatgcccttccattccaagcagcaaaggcttctggtgaaatcata  3180

1061   S  D |Y  K  Y  K  E  A  F  E  K  M  K  G  Q  M  L  G  S  R   1080 

3181  agtgattacaaatacaaagaggcatttgagaaaatgaaaggacagatgcttggttcccgg  3240

1081   S  L  E  D  D  I  S  L  A  H  S  V  Y  A  T  S  L  Q  S  D   1100 

3241  agcttggaagatgatatcagccttgcacattcagtgtatgcgacctcactgcagagtgat  3300

1101  |V  N  Y  K  K  G  F  E  H  S  K  A  Q  F  H  L  P  L  D  M   1120 

3301  gtgaattacaagaaaggctttgaacactcaaaggcgcagttccatctgccgttggacatg  3360

1121   A  A  L  V  H  A  K  K  A  Q  T  L  A  S  N |Q  D  Y  K  H   1140 

3361  gccgccctggtgcatgccaagaaggctcagaccctggccagcaatcaggactacaaacat  3420

1141   P  L  P  Q  Y  T  S  L  A  E  D  L  R  L  S  C  A  K  K  A   1160 

3421  ccactgccccagtacacttccttggcagaagacctgaggctgagctgtgccaagaaagct  3480

1161   H  K  L  Q  S  E |N  L  Y  R  S  D  L  N  F  M  R  G  V  A   1180 

3481  cacaaattgcagagtgagaatttgtaccggtcagacctgaactttatgcgaggtgttgca  3540

1181   C  V  I  P  G  T  L  E  I  E  G  R  K  K  A  S  E  L  I  S   1200 

3541  tgtgtcattccaggcacgttagagattgaagggaggaagaaagcatcggaactcatcagt  3600

1201   E |S  K  Y  R  Q  H  P  H  S  F  K  Y  T  A  V  T  D  T  P   1220  SR4 

3601  gagagtaaatatcggcagcatccccactcattcaagtacacagctgtgacagacactccc  3660

1221   N  L  L  H  A  K  F  S  N  Q  I  T  N  E |R  L  Y  K  A  A   1240 

3661  aacctccttcatgcgaaattcagcaaccagataacgaatgagcgcctctataaagcagct  3720

1241   G  E  D  A  R  H  E  Y  T  M  T  L  G  L  P  E  F  I  R  A   1260 

3721  ggagaggatgcaagacacgagtatacaatgaccctgggtctgcccgagttcatccgagca  3780

1261   K  T  N  A  A  N  L  S  D |A  R  Y  K  E  S  W  R  N  L  R   1280 

3781  aaaacgaatgcagccaacctgagtgacgcaagatacaaagagtcctggcgtaatcttcgt  3840

1281   A  Q  G  Y  K  L  T  I  E  A  L  P  F  Q  A  A  R  A  S  G   1300 

3841  gctcaaggctacaagctgacaatagaagcgctccccttccaggctgcccgggcctctgga  3900

1301   D  I  A  S  D |F  L  Y  R  H  D  F  V  K  E  R  G  K  L  I   1320 

3901  gatatagccagtgattttctctacagacatgactttgtgaaggagcgagggaaactcata  3960

1321   G  P  Q  S  V  R  D  D  P  R  I  Q  H  C  R  R  M  G  Q  L   1340 

3961  gggccccagagtgtaagagacgacccccggatccagcactgccggcgcatgggccagctg  4020

1341   Q  S  E |L  Q  Y  R  R  G  A  T  S  S  Q  A  Q  F  H  L  P   1360 

4021  cagagcgagcttcagtacaggaggggggcgaccagcagccaagcccagttccatctgccc  4080

1361   M  D  M  V  H  L  V  H  A  K  N  A  Q  A  L  A  S  D |H  D   1380 

4081  atggacatggtgcacctggtccatgccaagaatgcccaggctctggccagcgaccacgac  4140

1381   Y  R  T  Q  Y  H  K  F  T  A  L  P  E  D  L  K  M  A  W  A   1400 

4141  tacaggacacagtatcacaagttcacagcactgcccgaggacctgaagatggcctgggcc  4200

1401   K  K  A  H  A  L  Q  S  E |L  R  Y  K  S  D  L  I  G  M  K   1420 

4201  aagaaagcccatgccctgcagagtgagttgcgctacaagtcagacctgatcggcatgaag  4260

1421   G  I  G  W  L  A  L  R  S  P  Q  M  E  S  A  K  K  A  G  E   1440 

4261  ggcataggatggctggcgctgagatccccacagatggagagtgcaaagaaggctggagaa  4320

1441   L  I  S  E |T  K  Y  R  K  K  P  D  S  I  K  F  T  T  V  V   1460  SR5 

4321  ctcatcagcgagaccaagtaccgtaaaaaaccagacagtatcaagttcaccacagtggtt  4380

1461   D  S  P  D  L  V  H  A  K  N  S  Y  M  H  C  N  E |R  M  Y   1480 

4381  gactccccagacctggttcatgccaagaacagctatatgcactgcaatgagcgcatgtat  4440

1481   R  S  G  D  A  E  S  L  H  R  Y  T  L  I  P  D  H  P  D  F   1500 

4441  agatctggagatgcagaatccctgcacagatacaccctgatccccgaccatcccgatttc  4500

1501   T  R  A  R  L  N  A  L  H  L  S  D |K  V  Y  R  N  S  W  E   1520 

4501  acccgagctcgcctcaatgcgctgcatctgagtgacaaagtctacagaaactcctgggag  4560

1521   Q  T  R  A  G  S  Y  D  F  R  P  D  A  I  P  F  Q  T  A  R   1540 

4561  cagacccgggctggcagttatgacttcaggccggatgccatccccttccagactgcccgg  4620

1541   A  S  R  E  I  A  S  D |F  R  Y  K  E  A  F  L  R  D  R  G   1560 

4621  gcatctagggagatcgccagcgatttccggtacaaagaggctttcctgcgggaccgaggc  4680

1561   L  Q  I  G  Y  R  S  V  D  D  D  P  R  M  K  H  F  L  N  V   1580 

4681  ctgcagatcgggtaccgcagtgtcgacgatgacccaaggatgaagcatttcctcaacgtt  4740

1581   G  R  L  Q  S  D |N  E  Y  K  K  D  F  A  K  S  R  S  Q  F   1600 

4741  ggcaggctccagagtgacaatgagtacaagaaggactttgccaagagtcggtcccagttt  4800

1601   H  S  S  T  D  Q  P  G  L  L  Q  A  K  R  S  Q  Q  L  A  S   1620 

4801  cacagcagcacagaccagcccggcctccttcaggccaagaggagccagcagctggccagt  4860

1621   D |V  H  Y  R  Q  P  L  P  Q  P  T  C  D  P  E  Q  L  G  L   1640 

4861  gatgtgcactacaggcagcccctgccccagcccacctgcgacccggagcagctgggcctc  4920

1641   R  H  A  Q  K  A  H  Q  L  Q  S  D |V  K  Y  K  S  D  L  N   1660 

4921  aggcatgctcagaaggcccaccagctgcagagtgatgtcaagtataaatcagacttgaac  4980

1661   L  T  R  G  V  G  W  T  P  P  G  S  Y  K  V  E  M  A  R  R   1680 

4981  ctgaccagaggtgttggctggacccctcctggctcctacaaagtggaaatggctcggcgg  5040

1681   A  A  E  L  A  N  A  R  G  L  G  L  Q |G  A  Y  R  G  A  E   1700 

5041  gctgcggaactggccaacgcaaggggcctgggtctccagggagcttaccggggggcagaa  5100

1701   A  V  E  A  G  D  H  Q  S  G  E  V  N  P  D  A  T  E  I  L   1720 

5101  gcagtggaggctggagatcatcagagtggggaggtgaacccagatgccactgagattctg  5160

1721   H  V  K  K  K  K  A  L  L  L  *                              1730 

5161  cacgtcaaaaagaagaaggccctgctgttgTGAGCCATGTCCACCCTGATTCCTGAGAGG  5220

5221 CCAGAGAGGAAGTTTGTTCACCAGAGACAGGCTTCAGATGGCTTTGATTTCGGCAAGCTGGAATGGCCCACCAGCCCATCCCAGATCTTCCTTTATTAAA 5320

5321 ATAATAACTCTGAAAGC                                                                                    5337 

Abbildung C.5 (Fortsetzung)
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Abbildung C.6: Nukleotid- und Aminosäuresequenz des humanen Paxillins. Die Prolin-reiche Region (PRR) und
die vier LIM-Domänen sind unterstrichen, die LD-Motive (LD1–5) sind durch kursive Fettschrift hervorgehoben.



Nuklein- und Aminos̈auresequenzen der verwendeten Proteine XXXIX

   1   M  S  S  E  C  D  G  G  p  K  A  V  M  N  G  L  A  P  G  S     20 

   1  atgagttctgaatgtgatggtggtCccaaagctgtgatgaatggcttggcacctggcagc    60

  21   N  G  Q  D  K A  T  A  D  P  L  R  A  R  S  I  S  A  V  K     40  Exon 3 

  61  aatgggcaagacaaagcaactgccgaccctttacgcgcacgctctatttctgctgttaaa   120

  41 I  I  P  V  K  T  V  K  N  A  S  G  L  V  L  P  T  D  M  D     60 

 121  atcattcctgtgaagacagtgaaaaacgcctcaggcctagttctccctacagacatggat   180

  61   P  T  K  I  C  T  G  K  G  A  V  T  L  R  A  S  S  S  Y  R     80 

 181  cctacaaaaatctgcactgggaagggagcggtgactctccgggcctcgtcttcctacagg   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  ggtctggagccagagccttcttcagcagatgagtggaggctttcttccagtgctgatgcc   360

 121   N  G  N  A  Q  P  S  S  L  A  A  K  G  Y  R  S  V  H  P  N    140 

 361  aatggaaatgcccagccctcttcactcgctgccaagggctacagaagtgtgcatcccaac   420

 141   L  P  S  D  K  S  Q D  A  T  S  S  S  A  A  Q  P  E  V  I  160  Exon 7 

 421  cttccttctgacaagtcccaggatgccacttcctccagtgcagcccagccggaggtaata   480

 161 V  V  P  L  Y  L  V  N  T  D  R  G  Q  E  G  T  A  R  P  P 180

 481  gttgtccctctctacctggttaatactgacagagggcaagaaggcactgccagacctcca   540

 181 T  P  L  G  P  L  G  C  V  P  T  I  P  A  T  A  S  A  A  S 200

 541  acacctctggggcctcttggctgcgtccccacaatcccagcgactgcctctgccgcctca   600

 201 P  L  T  F  P  T  L  D  D  F  I  P  P  H  L  Q  R  W  P  H 220

 601  cctctgaccttcccgactctagatgatttcattccccctcatctgcagaggtggccccac   660

 221 H  S  Q  P  A  R  A  S  G  S  F  A  P  I  S  Q  T  P  P  S    240 

 661  cacagccagccagcccgcgcctctggctcctttgcccccattagccagacgccaccatcc   720

 241 F  S  P  P  P  P  L  V  P  P  A  P  E  D  L  R  R  V  S  E 260

 721  ttctcaccaccacctccgctggtccctcctgccccggaggacctccgcagagtctcggag   780

 261 P  D  L  T  G  A  V  S  S  T  D  S  S  P  L  L  N  E  V  S    280 

 781  cctgacctcacgggagctgtttcgagtaccgattccagtcctctactaaatgaagtttct   840

 281   S  S  L  I  G  T  D  S  Q  A  F  P  S  V  S  K  P  S  S  A    300 

 841  tcttcccttattggaactgattcccaagcctttccatcagttagcaagccttcatccgcc   900

 301   Y  P  S  T  T  I  V  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  K  P  T  S  P  G  K  A  I  E  K  R  A  K    360 

1021  tcagcaccaacccaggaaaaacccacctcacctggcaaggctattgaaaaaagagcaaag  1080

 361   D  D  S  R  R  V  V  K  S  T  Q  D  L  S  D  V  S  M  D  E    380

1081  gatgacagtaggcgAgtggtgaagagcactcaggacttaagcgatgtttccatggatgaa  1140

 381   V  G  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  V  P  R  S  K  S  E  M  S  Y  I    440 

1261  tctgaagacacaaaatctcccctttctgtgcctcgctcaaaaagtgagatgagctacatt  1320

Abbildung C.7: Nukleotid- und Aminosäuresequenz der klonierten humanen Ponsin-Variante (‘Ps FL’).
Alternativ gespleißte Exone sind benannt und in kursiver Fettschrift gedruckt, die zweiteilige Sorbin-Homologie-
Region (SoHo) und die drei SH3-Domänen durch Unterstreichung gekennzeichnet. Die SP-/TP-Motive in der car-
boxyterminalen Insertion sind durch Boxen hervorgehoben,die Prolin-reiche Region (PRR) ist kursiv gedruckt und
unterstrichen. Die Abweichungen von der genomischen Sequenz sind durch Großbuchstaben (Nukleotide) bzw.
Kleinbuchstaben (Aminosäuren) gekennzeichnet [Nukleotide (Protein)]: T25C (S9P), A1943G (Q648R), A2290G
(K764E), G3329T T3330G (G1110V), A3443G (E1148G).



Nuklein- und Aminos̈auresequenzen der verwendeten Proteine XL

441   D  G  E  K  V  V  K  R  S  A  T  L  P  L  P  A  R  S  S  S    460  SoHo 

1321  gatggtgagaaggtagtcaagaggtcggccacactacccctcccagcccgctcttcctca  1380

 461   L  K  S  S  S  E  R  N  D  W  E  P  P  D  K  K  V  D  T  R    480 

1381  ctgaagtcaagctcagaaagaaatgactgggaacccccagataagaaagtagaTacaaga  1440

 481   K  Y  R  A  E  P  K  S  I  Y  E  Y  Q  P  G  K  S  S  V  L    500 

1441  aaatatcgtgcagagcccaagagcatttaCgaatatcagcctggcaagtcttccgttctg  1500

 501   T  N  E  K  M S  R  D  I  S  P  E  E  I  D  L  K  N  E  P    520  Exon 19 

1501  accaacgaaaagatgagtcgggatataagcccagaagagatagatttaaagaatgaacct  1560

 521   W  Y  K  F  F  S  E  L  E  F  G  K  P |P  P  K  K  I  W  D 540  Exon 20 

1561  tggtataaattcttttcggaattggagtttgggaaaccgcctcccaaaaagatatgggat  1620

 541 Y  T  P  G  D  C  S  I  L  P  R  E  D  R  K |T  N  L  D  K 560  Exon 21 

1621  tatactcctggagactgctctatccttcctagagaggatagaaagactaatctagacaaa  1680

 561 D  L  S  L  C  Q  T  E  L  E  A  D  L  E  K  M  E  T  L  N 580

1681  gatctcagcctctgccagacagagttagaggcagatttagaaaaaatggagacgcttaat  1740

 581 K  A  P  S  A  N  V  P  Q  S  S  A  I  S  P  T  P  E  I  S    600 

1741  aaagcacccagtgcaaacgtgccacagagctcagccatcagccctactccggaaatttct  1800

 601   S  E  T  P  G  Y  I  Y  S  S  N  F  H  A  V  K  R  E  S  D    620 

1801  tcagagactcctggatatatatattcttccaacttccatgcagtgaagagggaatcagac  1860

 621   G  A  P  G  D  L  T  S  L  E  N  E  R  Q  I  Y  K  S  V  L    640 

1861  ggggctcctggggatctcactagcttggagaatgagagacaaatttataaaagtgtcttg  1920

 641   E  G  G  D  I  P  L  r  G  L  S  G  L  K  R  P  S  S  S  A    660 

1921  gaaggtggtgacatccctcttcGgggcctgagtgggctcaagcgaccatccagctctgct  1980

 661   S  T  K  D  S  E  S  P  R  H  F  I  P  A  D  Y  L  E  S  T    680 

1981  tccactaaagattcagaatcgccaagacattttataccagctgattacttggaatccacg  2040

 681   E  E  F  I  R  R  R  H  D  D  K  E K  L  L  A  D  Q  R  R    700  Exon 25 

2041  gaagaatttattcgaagacgtcatgatgataaagagaaacttttagcggaccagagacga  2100

 701 L  K  R  E  Q  E  E  A  D  I  A  A  R  R  H  T  G  V  I  P    720 

2101  cttaaacgcgagcaagaagaggctgatattgcagctcgacgccacacaggcgtcattccg  2160

 721 T  H  H  Q  F  I  T  N  E  R  F  G  D  L  L  N  I  D  D  T 740

2161  acgcaccatcagtttatcactaatgagcgctttggggacctcctcaatatagacgatact  2220

 741 A  K  R  K  S  G  S  E  M  R  P  A  R  A  K  F  D  F  K  A    760  SH3.1 

2221  gcaaaaaggaaatctgggtcagagatgagacctgccagagccaaatttgactttaaagct  2280

 761   Q  T  L  e  E  L  P  L  Q  K  G  D  I  V  Y  I  Y  K  Q  I    780 

2281  cagacactgGaggagcttcctctgcagaagggagatattgtttacatttataagcaaatt  2340

 781   D  Q  N  W  Y  E  G  E  H  H  G  R  V  G  I  F  P  R  T  Y    800 

2341  gatcagaactggtatgaaggagaacaccacggccgggtgggaatcttcccacgcacctac  2400

 801   I  E  L  L  P  P  A  E  K  A  Q  P  K  K  L  T  P  V  Q  V    820 

2401  atcgagcttcttcctcctgctgagaaggcacagcccaaaaagttgacaccagtgcaggtt  2460

 821   L  E  Y  G  E  A  I  A  K  F  N  F  N  G  D  T  Q  V  E  M    840  SH3.2 

2461  ttggaatatggagaAgctattgctaagtttaactttaatggtgatacacaagtagaaatg  2520

 841   S  F  R  K  G  E  R  I  T  L  L  R  Q  V  D  E  N  W  Y  E    860 

2521  tccttcagaaagggtgagaggatcacactgctccggcaggtagatgagaactggtacgaa  2580

 861   G  R  I  P  G  T  S  R  Q  G  I  F  P  I  T  Y  V  D  V  I    880 

2581  gggaggatcccggggacatcccgacaaggcatcttccccatcacctacgtggatgtgatc  2640

 881   K  R  P  L  V  K  N  P  V  D  Y  M  D  L  P  F  S  S  S  P    900 

2641  aagcgaccactggtgaaaaaccctgtggattacatggacctgcctttctcctcctcccca  2700

 901   S  R  S  A  T  A  S  P  Q  F  S  S  H  S  K  L  I  T  P  A    921  Exon 30 

2701  agtcgcagtgccactgcaagcccacagttttccagtcacagcaagctcatcacgccagcc  2760

 921 P  S  S  L  P  H  S  R  R  A  L  S  P  E  M  H  A  V  T  S    940

2761  ccctcatctctgccccactcccgccgagccctgtcccccgagatgcacgctgtcacctct  2820

Abbildung C.7 (Fortsetzung)



Nuklein- und Aminos̈auresequenzen der verwendeten Proteine XLI

941 E  W  I  S  L  T  V  G  V  P  G  R  R  S  L  A  L  T  P  P 960  PRR 

2821  gagtggatctcactgactgtgggggtcccaggcaggcgttctctggccctgaccccaccc  2880

 961 L  P  P  L  P  E  A  S  I  Y  N  T  D  H  L  A  L  S  P  R    980 

2881  ttgcctcctctgccagaggcttctatctataacactgaccacctcgccttgtcaccaagg  2940

 981 A  S  P  S  L  S  L  S  L  P  H  L  S  W  S  D  R  P  T  P   1000 

2941  gccagtccctccctgtctctcagcctcccccatttgagttggtcagatcgtcccacccca  3000

1001 R  S  V  A  S  P  L  A  L  P  S  P  H  K  T  Y  S  L  A  P   1020 

3001  cgatcagtagcttctccactggccctaccttccccacacaaaacctactccctagcacct  3060

1021 T  S  Q  A  S  L  H  M  N  G  D  G  G  V  H  T  P  S  S  G   1040 

3061  acttcccaggcctccctGcacatgaatggagacggtggtgtccacacgccatcttcaggc  3120

1041 I  H  Q  D  S  F  L  Q  L  P  L  G  S  S  D  S  V  I  S  Q   1060 

3121  atccaccaagatagcttcttgcagctgccgctggggagctctgatagtgtcatctcccag  3180

1061  L  S  D  A  F  S  S  Q  S  K  R  Q  P  W  R  E  E  S  G  Q 1080

3181  cttagtgatgcctttagcagccagagcaagaggcagccatggcgcgaagagagtggacaa  3240

1081 Y  E  R  K  A  E  R  G  A  G  E  R  G  P  G  G  P  K  I  S 1100

3241  tatgagaggaaagcagagaggggggcaggcgaaagaggccctggtggacccaagatctct  3300

1101   K  K  S  C  L  K  P  S  D  v  V  R  C  L  S  T  E  Q  R  L 1120

3301  aagaagagctgcttgaagccttcagacgTGgtcaggtgcctgagtactgaacagagactc  3360

1121 S  D  L  N  T  P  E  E  S  R  P  G  K  P  L  G  S  A  F  P   1140

3361  tcagatctcaacacccctgaggagagccggcccggcaagcccctgggtagcgcttttcca  3420

1141 G  S  E  A  E  Q  T  g  R  H  R  G  G  E  Q  A  G  R  K  A 1160

3421  ggaagtgaggctgagcagacagGgcggcatagaggtggcgagcaggcggggaggaaagct  3480

1161 A  R  R  G  G  S  Q |L  S  H  H  S  L  R  A  G  P  D  L  T 1180  Exon 31 

3481  gctcggagaggtgggagccagctttctcatcattcattgagagcaggaccagatctcaca  3540

1181 E  S  E  K  S  Y  V  Q  P  Q  A  Q  Q  R  R  V  T  P  D  R   1200 

3541  gaatctgaaaagagctatgtgcaacctcaagcccagcagcgaagagtcacccccgacagg  3600

1201   S  Q  T  S  Q  D  L  F  S  Y  Q  A  L  Y  S  Y  I  P  Q  N   1220  SH3.3 

3601  agtcaaacctcacaagatttatttagctatcaagcattatatagctatataccacagaat  3660

1221   D  D  E  L  E  L  R  D  G  D  I  V  D  V  M  E  K  C  D  D   1240 

3661  gatgatgagttggaactccgcgatggagatatcgttgatgtcatggaaaaatgtgacgat  3720

1241   G  W  F  V  G  T  S  R  R  T  K  Q  F  G  T  F  P  G  N  Y   1260 

3721  ggatggtttgttggtacttcaagaaggacaaagcagtttggtacttttccaggcaactat  3780

1261   V  K  P  L  Y  L  *                                          1666 

3781  gtaaaacctttgtatctaTAAGAAGACTGAAAACCATGGAGATTATTTTTATTGGAGGAG  3840

3841 GAAGCATCATTCATGAACCGATCTTTTTAGTTGAGTCAGTAGGAAAATTAATACAGTGGATAAAGTAAGAAGCAAAAGACAGGGACAGAGAAGTGTTGTG 3840

3941 TTTAAAACCCAAGCCTGTCTAAGGTTACTGTGTATTAGACAGGGCCGAACTAGTGTGCTGAGCAAAAAGAATTGAAGCAAATTGTATTTACTTAGCCCGC 4040

4041 TTCTGGGAGCCACTTCAGCCTTTCCCCTCCCCTCCACTTCTTGGGTAATCTGACCTGAAGCATAGTCCAGGAGCAGAGTTAGCCAGAAATGCCTCCTGCT 4140

4141 GCCCCAGCCTTAGAGAGCTCCCATCTCAATCATTGAGCCTGAAGGCTTCAAGCCCAAGAATGCAACAAGACCCCCAGCCTACATTTCTCAGCTCCCCTGG 4240

4241 AGCCAGCTGATCCTGTAACGCTGCTGGAGGTCAGTCTGAGCTACCAAGACTGTCCCTAGACAAAGGTGGAGTCCCCCACACTGCCCAAGACCAAATCCCT 4340

4341 CACTCAACCTGCTGAGGTGTGGATGGGGAAACAGAGGCAAAACTGAGGCACCTGATGCATTCAGCCTGCTGTGCAGCAGTGCCATTGACTGCCCTGATGT 4440

4441 TCAGAGAGAAACGCACACAAGGTTTGCCCATGAGAATTGGGGAGCAGATGGCCAAGCAGATAGGTTATGTCTGTTTTCTGAGTGATGAAGTCAGGAAGCC 4540

4541 CTGTGGCTCTGGAGGCCACTTGTGGTTCATTCTTTTCCCATATCCTTGGCTTTTAGAAATGGTTACCTTCAGGACAGTGCAGCTGCATTTATCAGAGCAC 4640

4641 TATTGCTAAGTTTTCTTTTCTGGCTTGTGTTTTTCTGGGACAGTTTAGAATTGGGAGGCCTATTCTCATAGAACACCAAAAATGATGTTCAGTGATTCAT 4740

4741 TTAACATACACCAATGTACTCTGGCTGCTGGGGGGACAACCATAAGCAAGACATGCCCAGGGTTTGCCGTGGCTCCAGATCTACTCCCTGTAGGAGTTCA 4840

4841 AGGATCACACAAACGGTAGTAACCAGGGTTGTGAATCTGAGTACACCCTGGCAAGGCTTCTCTTCAGACTGAAGCAGCAATTCTGCCACTACCAGCAGCA 4940

4941 ACCAGGACGTCTGTTCTTTGTGGGGGCCAGATCAGAAGAGAGAGGCCCCTGTGACGCCCGGGCTGCTTGGTCACAACTCTGTCCAATTCAAGGATGTTTA 5040

5041 TCGGCCTCTCTTAGATCCTGAGTGAGACAAATACAGAAATGACCCATTCCCTGCCCACCAGAAACTCAGAGGTGATTGGGGAGACTGACACAGGAAAATG 5140

5141 AACTTAATCAAGAGAGACTGTGATATGTGCTAAGAAGGGTGTGAGGGAGGGAGAGATGAATTTTCCCTGGAGGGATCCTAGAAAGCATTGTCATATTGCC 5240

5241 ATCTCCATTAGCTCACTTTTAAACAACTAGGGTGCTGGAAGAACCTTTGTCTGAGGGTAGTTCATAGCTGGAAATACTTGGAATATTTTCCAGAGTCTCT 5340

5341 AAACTCTCATCTTCCCCCACAGATACACATCCAAGCTCACAAATAGGAGTAGCAATTCTAGGTGGTAGGGTTGTGTACGGAACCCCTGGCTGTCTGCATA 5440

5441 TATCTCAGAATTACCCCAGGACCATTGTCCCAAAGTCTAGAGTCTTTACAGGTAGGCAAAATTTGTTTTCAATGCCTGTGCCTCAGCTGCTGTCACAAAT 5540

5541 ACCCATCTTAGGATCCCATCAGCTTCCCATCCCCCACCAGACAGCCACAGTACCCTCACTTTCTCCCTATTGTTCTTTCAAATCCTGTTCTCAGGAAAGA 5640

5641 AACTGCCACTAATTCATTCACACTAAGGTGTAAATGATTGATAATAGGAATGAGTTACCTCTTCCCACAGACATTTGTTTTTAAGTATGACAGAGCAGGG 5740

5741 CCTTAATCCCAAGGGAAAAGGTTATGGAACTGGAGGGGGTGAGCTTTCTGGGTAGAAGGAGACTTCCTGAATTTCCTTAAAACCCAGTAAGAGTAAGACC 5840

5841 TGTTGTTTTGGAAGGTCTGCTCCACCATCTAAGAGCACTGTTTTTTTTTTTTTGTTGTTGTTGTTGTTTTACGGTCTCTGAGGGAATATAGTAAAAATGC 5940

5941 ATATGCACGTGCAATTTGCACGGCAGCATTTCACCGATTGTGGACTGTATTGGCTAATGTGTTTCCTGGTCTTTAGATGCAAACCATTAATAACACTATC 6040

6041 TTATCTCATAGTTTTTTCAGGGGTGCTTCTTGATTAGTAGGGAATTTTGAACACCTCTTTAAATACAGCTAGAAAATAAAACCAATTTGTAAAGCCACAT 6140 

6141 TTGCATATGATGCCAGCCTCACGCATTTGTATATCTCCAGAAATTCAGGTATGCCTCACCAATTTGCCCGTCTTTAATAAAATCTTGTGTTAAAATTTGC 6240 

6241 ATCACGTCGCCTTCCTATGTATGACGAAACAAGAAACAGAGATTTCCAATTGCTCTTTTGTCTTCAGACATTTAGTAATATAAAGTACCTATTTTTATGC 6340 

6341 TGAAATGTTTATACAGGTTTATTAATAGCAAGTGCAACTAACTGGCGGCATGCCTTGCAACACATTTTGATATATTAGCCATGCTTCCGGGTAAAGGCAA 6440

6441 GCCCCAAACTCCTTATCTTTTGCAGTCTCTCTGGGATCAGTAAAAGAAAAAAAAAATAATGTGCTTAAGAAGTGGGACTGTAAATATGTATATTTAACTT 6540 

6541 TGTATAGCCCATGTACCTACCTTGTATAGAAAAATAATTTTAAAAATTTGAATGGAAGGGGGTAAAGGAAGTCATGAAGTTTTTTTGCATTTTTATTTAA 6640

6641 ATGAAGGAATTCCAAATAACTCACCTACAGATTTTTAGCACAAAAATAGCCATTGTAAAGTGTTAAAATTTACGATAAGTATTCTATTGGGGAGGAAAGG 6740 

6741 TAACTCTGATCTCAGTTACAGTTTTTTTTTCCTTTTTAATTTCATTATTTTGGGTTTTTGGTTTTTGCAGTCCTATTTATCTGCAGTCGTATTAAGTCCT 6840 

6841 ATTGCTAGAATAGGTTACTACAAAAAAGGTTATATTCTGAAAGAAAAATAACTGACATTATATATAACCAATTAATTTAAAGTATTGCCATTTAAATTAC 6940

6941 ACACTGAGAGCATGTCCTATGCAGACATAGATTTTTCTGTTCATTTATTTTTCTTCATTGCAGTGGATTGATTTGATAAATAGATGTGTTGAATTACTAC 7040

7041 ATTTGCTGTACATATTATTTAATAAACTTTATTCAGAATTGCGTGGCAAAAAAAAAAAAAAAAA                                     7104 

Abbildung C.7 (Fortsetzung)



Anhang D

Oligonukleotide

Tabelle D.1: Sequenzen der verwendeten Primer. Eingeführte MluI- und SalI-Schnittstellen sind fett gedruckt,

MunI-Schnittstellen zus̈atzlich kursiv dargestellt. Eingeführte Fehlbasen sind in Großbuchstaben gedruckt. (*) Das

verwendete Konstrukt ‘Pxn N-LD3’ ist ein stabiles Proteolyseprodukt des ursprünglich beabsichtigten Konstrukts

‘Pxn N-LD5.’

Protein Sequenz 5´–3´ Bemerkungen

α-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 g

CRP1 rv ttt gtc gac ctc aga gtg gac caa ggc c

CRP2
CRP2 fw ttt acg cgt atg cct gtc tgg gga ggt g

CRP2 rv 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

C58G rv 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 XLIII

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 für ‘Pxn N-LD3’ (*)

Pxn rv ttt gtc gac gca gaa gag ctt gag gaa gc

Ponsin
(g) Ponsin fw ttt acg cgt atg agt tct gaa tgt gat gg

(c) Ps Ex16 fw ttt acg cgt tca gat ctg tac tct ccc ag

(i) Ps Ex21 rv ttt acg cgt atc tgc ctc taa ctc tgt ctg

(h) Ps Ex23 rv ttt acg cgt ctt cac tgc atg gaa gtt gg für RT-PCR

Ps Ex25 rv ttt gtc gac cat ctc tga ccc aga ttt cc

(f) Ponsin rv ttg tcg act aga tac aaa ggt ttt aca tag

(III) Ps 3´UTR rv ttt gtc gac cat gaa tga tgc ttc ctc ctc im 3´UTR

(b) Ps Ex30,31 rv ttt gtc gac atg aga aag ctg gct ccc acc Übergang Ex30,31

(e) Ps FL Ex21 fw agc ctc tgc cag aca gag tta gag gca g ‘Ps FL’ Klonierung

(k) Ps FL Ex21 rv atc tgc ctc taa ctc tgt ctg gca gag g ‘Ps FL’ Klonierung

Ps SH3.1 fw ttt acg cgt tca gag atg aga cct gcc ag

Ps SH3.1 rv ttt gtc gac tgc ctt ctc agc agg agg aag

(I) Ps SH3.2 fw ttt acg cgt aaa aag ttg aca cca gtg cag

(d) Ps SH3.2 rv ttt gtc gac cag tgg tcg ctt gat cac atc

(II) Ps SH3.3 fw ttt acg cgt gac agg agt caa acc tca c

Ps Ex30 fw ttt acg cgt aac cct gtg gat tac atg gac

Ps Ex31 rv ttt gtc gac tga ggt ttg act cct gtc ggg

Ps PRR fw ttt acg cgt ttt tcc agt cac agc aag ctc

Ps PRR rv ttt gtc gac gag gtg gtc agt gtt ata g

Ps∆Ex31fw ttt acg cgt ttt caa ttg caa cct caa gcc cag MunI-Schnittstelle
cag cg

Ps∆Ex31rv ttt caa ttg gct ccc acc tct ccg agc agc MunI-Schnittstelle

Vektorprimer
(a) pACT2 fw gtt tgg aat cac tac agg gat g



Anhang E

Vektorkarten



Vektorkarten XLV

EEF-Immunotag

MluI

SalI

Stop
F1

Ampicillin
r

BglII
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCC

Name des Plasmids: pET23aEEF

Länge: 3,6 kb

Herkunft: Firma Novagen (pET23a)

T7 Promotor

His6-Tag, EEF-Immunotag

F1 Origin

Ampicillin Resistenzgen

pET23aEEF

3,6 kb

ori

His6-Tag

XbaI                        rbs         NdeI  MluI     SalI
TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGACGCGTTTTGTCGAC

     His6-Tag     Immuno-Tag   XhoI
CACCACCACCACCACCACGAGGAGTTCTGACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGAT
 H  H  H  H  H  H  E  E  F Stop

CCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAA

                T7-Terminator
CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGT

T7 Promotor

NdeI

T7 Promotor

XhoI

T7 Transkriptions-/
Expressions-Region

Abbildung E.1: Vektorkarte pET23aEEF



Vektorkarten XLVI

T7-Immunotag

MluI

SalIF1

Ampicillin
r

BglII
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCC

Name des Plasmids: pET23aT7

Länge: 3,7 kb

Herkunft: Firma Novagen (pET23a)

T7 Promotor

His6-Tag, T7-Immunotag

F1 Origin

Ampicillin Resistenzgen

pET23aT7

3,7 kb

ori

His6-Tag

XbaI                        rbs         NdeI  NheI
TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTAGCATGACT
                                           M  A  S  M  T

    T7-Immunotag      BamHI MluI                     SalI
GGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCACGCGT       Insert      GTCGAC
 G  G  Q  Q  M  G  R  G  S  T  R                     V  D

 XhoI      His6-Tag
CTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAG
 L  E  H  H  H  H  H  H Stop

                                        T7-Terminator
CTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAA

T7 Promotor

NdeI

T7 Promotor

XhoI

T7 Transkriptions-/
Expressions-Region

ACGGGTCTTGAGGGGT

Insert

BamHI

NheI

Abbildung E.2: Vektorkarte pET23aT7



Vektorkarten XLVII

MluI

SalI

Stop

NcoI

TRP1

F1

Kana
r

CCA AAA AAA GAA TTC ACG CGT CCA TGG TCT AGA GTC GAC TAA TTC GAC

Name des Plasmids: pLexPd

Länge: 6 kb

Herkunft: Firma Clontech

TRP1 (für Tryptophan-Synthese in Hefe)

PADH1 (ADH-Promotor; konstitutiv, mittlere Expression)

lexA DNA-Bindungsdomäne

ColE1 Origin

Kanamycin Resistenzgen

pLexPd

6 kb

TADH1
EcoRI

TADH1 (ADH-Terminator)

GGT TTT TTT CTT AAG TGC GCA GGT ACC AGA TCT CAG CTG ATT AAG CTG

- - LexA BD  EcoRI    MluI    NcoI    XbaI   SalI   Stop

PADH1

lexA BD

XbaI*
Bait Insert

ColE1
ori

* nicht unique!!!

Abbildung E.3: Vektorkarte pLexPd



Vektorkarten XLVIII

BamHI

MluI

   Insert

SalI

   Stop

XbaI*

Myomesin Promotor

Kassette + T7-Tag
+ Insert

F1

Ampicillin
r

 NcoI NheI

CCATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGC

Name des Plasmids: pMypT7

Länge: 4,4 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

T7-Tag + Cloning Kassette

pMypT7

4.4 kb

SV40

Enhancer

SV40

late poly (A)

region

Intron

Kpn I

Sac I

Myomesin Promotor

Xho I

Bgl II

* Achtung! nach der XbaI Schnittstelle kein Stop-Codon,
  bei Benutzung dieser Schnittstelle also ein Stop-Codon im Oligo notwendig!

NcoI

T7-Tag

T7-Tag

 BamHI MluI              SalI     XbaI
GGATCCACGCGT - INSERT - GTCGACTGATCTAGA

synthetisches poly(A) Signal
und Transkriptions-Pause-Site
(für Hintergrund-Reduzierung)

GGTACCGATCGTACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCG

   M  A  S  M  T  G  G  Q  Q  M  G  R

CCTAGGTGCGCA            CAGCTGACTAGATCT
 G  S  T  R              V  D  Stop

Abbildung E.4: Vektorkarte pMypT7



Vektorkarten XLIX

   EGFP

BamHI

MluI

   Insert

SalI

   Stop

XbaI

Myomesin Promotor

Kassette + EGFP

F1

Ampicillin
r

                (HindIII)
      MluI  BamHI       SalI                XbaI

ACCATGACGCGTGGATCCAAGCTTGTCGAC  -  EGFP  -  TCTAGA

TGGTACTGCGCACCTAGGTTCGAACAGCTG              AGATCT
    M  T  R  G  S        V  D

Name des Plasmids: pMypG

Länge: 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

pMypG

5.1 kb

SV40

Enhancer

SV40

late poly (A)

region

Intron

Kpn I

Sac I

Myomesin Promotor

Xho I

Bgl II

* nicht unique!!!

(NcoI/PagI)

   PagI cloned into NcoI

(HindIII)*

synthetisches poly(A) Signal
und Transkriptions-Pause-Site
(für Hintergrund-Reduzierung)

Abbildung E.5: Vektorkarte pMypG
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im Institut für Biochemie und Biologie

in der Arbeitsgruppe Zellbiologie (Prof. Fürst)

Studium

1996 – 2001 Studium an der Universität Potsdam

in der Fachrichtung Chemie

07/2001 Abschluss als Diplom-Chemikerin

Schulausbildung

1984 – 1991 Besuch der Polytechnischen Oberschule in Rostock

1991 – 1996 Christophorus-Gymnasium Rostock

Abschluss Abitur



Selbsẗandigkeitserklärung

Hiermit erkl̈are ich, die vorliegende Arbeit selbständig ohne fremde Hilfe verfasst und nur die
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