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La lutte elle-méme vers les sommets suffit a remplir un
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Zellulire Membranen

Zellen sind von einer Plasmamembran umgeben, die sie von der Umgebung abgrenzt und
thnen Schutz gewihrt. Ein intrazelluldres Membransystem bewirkt daneben die subzelluldre
rdumliche und funktionelle Kompartimentierung. Zusdtzlich gewihrleisten Zellmembranen

essentielle energetische, strukturelle und regulatorische Zellfunktionen.
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Abb. 1.1: Membranstrukturmodelle. Gezeigt sind das von Singer und Nicholson 1972 vorgeschla-
gene Fluid Mosaic-Modell (A) und das gegenwartige Membrankonzept (B) [Engelman 2005].

Die Struktur von Zellmembranen wurde erstmals 1972 von Singer und Nicholson mithilfe
des Fluid Mosaic-Modells beschrieben (Abb. 1.1 A). In einer ca. 6 nm dicken Doppelschicht
aus amphipathischen Phospholipiden sind demnach Proteine vereinzelt eingebettet oder an-
gelagert. Gemal des aktualisierten Modells (Abb. 1.1 B) liegen Membranlipide und -proteine
in gleichem Massenverhéltnis vor, sind innerhalb von Membranen ungleichméBig verteilt
und stehen in komplexen Beziehungen miteinander. Zellmembranen gelten als strukturell und
funktionell duBerst heterogen [Gennis 1989, Engelman 2005]. Den Hauptanteil (75-80%) der
Membranlipide machen Glycerophospholipide aus, gefolgt von Glykosphingolipiden (20-
25%) und Sterolen [Eyster 2007, van Meer et al. 2008]. Einerseits beherbergen und modu-
lieren Membranlipide die assoziierten Proteine; anderseits bestimmen sie Fluiditit, Kriim-
mung und Dicke der Membran [Dowhan & Bogdanov 2002, Marsh 2007] (1.3.1). Die mit
Membranen assoziierten Proteine umfassen nahezu alle bekannten Klassen, von Rezeptoren

(1.2) und Transportern hin zu Enzymen sowie Signal- und Strukturproteinen [Eyster 2007].

1.2 Integrine

1.2.1 Klassifizierung und Funktion
Integrine gehdren neben den Selektinen, Cadherinen und Adhésionsmolekiilen der Ig-Super-

familie (cell adhesion molecules, CAMs) zu den Zelladhdsionsrezeptoren. Integrine vermit-

1
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teln Zell-Zell- und Zell-Pathogen-Interaktionen und gelten als wichtigste Rezeptoren fiir Pro-
teine der Extrazelluldiren Matrix (EZM) [Hynes 2002, Takada et al. 2007]. Integrine werden
in Metazoen exprimiert und sind hoch konservierte, glykosylierte Transmembranproteine
vom Typ I. Die beiden Untereinheiten o und 3 werden nicht-kovalent im ER zusammen-
gefiihrt und als Heterodimer an die Zelloberfldche transportiert. Gegenwiértig sind im Sduger
18 a- und 8 B-Ketten bekannt, die zu 24 distinkten Integrinrezeptoren kombiniert werden
(Abb. 1.2). Die Paarungsspezifitit wird hierbei durch Sequenzen beider Ketten in der
N-terminalen Kopfdoméane bestimmt (1.2.2) [Humphries 2000, Barczyk et al. 2009].

Kollagen-Rezeptoren

RGD-Rezeptoren
yosyizads-uapizoyne

Laminin-Rezeptoren

Abb. 1.2: Integrinrezeptoren im Sauger. Integrine sind nicht-kovalente Heterodimere aus einer der
18 a- und einer der 8 p-Untereinheiten, die gemal ihrer Expression oder Ligandenbindung klassifi-
ziert werden”. Integrine, deren a-Untereinheit eine I-Doméane enthalt, sind markiert (*). Die Abbildung
wurde verandert nach [Barczyk et al. 2009].

Jedes ap-Integrin weist ein individuelles Expressionsmuster und ein spezifisches Liganden-
repertoire auf. Dementsprechend erfolgt die Einteilung von Integrinen in vier Gruppen (Abb.
1.2). Zu den Liganden gehoren Strukturproteine der EZM wie Kollagen, Laminin oder Fibro-
nektin, als auch Plasmaproteine wie der von Willebrand-Faktor und losliches Fibrinogen.
Ebenso dienen auf der Oberfliche anderer Zellen exprimierte Cadherine oder CAMs als
Integrinliganden. Die P2- und die P7-Integrine werden aufgrund ihrer Expression als

Leukozyten-Integrine bezeichnet [Hynes 2002, Takada et al. 2007].

Ihre Bezeichnung verdanken die Integrine ihrer Funktion, das intrazelluldre Aktincytoskelett

und den Extrazellularraum miteinander zu verbinden® [Hynes et al. 1987]. Integrine vermit-

' Ein hiufig vorkommendes Bindemotiv fiir Integrine in EZM-Proteinen wie Fibronektin und Vitronektin ist
das Tripeptid Arginin-Glycin-Aspartat (RGD).

* Englisch: o integrate

2
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teln diverse zelluldre Prozesse, die eine Organisation des Cytoskeletts beinhalten, wie Zell-
adhésion, -spreiten und -migration und die Extravasation von Leukozyten ins Gewebe. Des-
weiteren werden durch Integrine Vorgdnge wie Genexpression, Zellproliferation und

-differenzierung als auch Apoptose beeinflusst (1.2.5) [van der Flier & Sonnenberg 2001].

Integrine sind fiir viele physiologische Prozesse von grofler Bedeutung. Sie sind an Embryo-
nalentwicklung, Wundheilung, Regulierung der Immunantwort, Blutgerinnung, Hamostase,
Angiogenese und der Aufrechterhaltung der Gewebsintegritit beteiligt. Die funktionelle
Relevanz von Integrinen wird an Funktionsstérungen und Krankheiten ersichtlich, die aus der
verdnderten Expression oder Fehlregulation dieser Proteine resultieren. Hierzu zdhlen ver-
schiedene entziindliche und kardiovaskuldre Erkrankungen, Psoriasis, Thrombose, Blutgerin-
nungs- und Wundheilungsstéorungen, Immundefizienz und Muskeldystrophien. Auch in der
Tumorentstehung und -progression sowie der Metastasierung sind Integrine involviert

[Etzioni 1996, Huveneers et al. 2007, Kinashi 2007].

1.2.2 Aufbau und Struktur

Beide Integrinketten besitzen eine grofle extrazellulire Doméne, eine Transmembranhelix
(TMH) und eine kurze cytoplasmatische Sequenz, die mit Ausnahme der 4-Untereinheit
(UE) 15-77 Aminosduren umfasst. Das Molekulargewicht der a.-Kette betridgt 120-180 kDa,
das der p-Kette 110-130 kDa. Die Sequenzhomologie der a-Untereinheiten betragt 30% und
die der B-Ketten 45% [Takada et al. 2007]. Zwischen der a- und der B-UE selbst besteht
keine Ahnlichkeit.

Bislang wurde keine Kristallstruktur eines kompletten Integrinrezeptors erstellt. Als erste
Struktur einer Integrinektodomine wurde die des aVpB3-Integrins im freien und im liganden-
besetzten Zustand présentiert [ Xiong et al. 2001, Xiong et al. 2002]. Abb. 1.3 zeigt die extra-
zelluldre Basisstruktur der Integrine als einen ligandenbindenden Kopf, der auf zwei Beinen
von 16 A Linge ruht. Der siebenblittrige f-Propeller in der Kopfregion der a-Kette beher-
bergt in den Untereinheiten al, a2, al0, all, aM, aD, aE, aX und oL eine I-Domine
[Heino 2000], die an der ionenabhédngigen Ligandenbindung beteiligt ist [Lee et al. 1995,
Arnaout ef al. 2007]. Der Kopfbereich der -UE enthilt neben dem PSI (Plexin-Semaphorin-
Integrin)-Modul eine Hybrid-Doméne, in die eine I-dhnliche Doméne inseriert ist. Die
B-I-Doméne bildet zusammen mit dem p-Propeller bzw. der I-Doméne der a-UE eine

Kontaktfliche, mit der die Ligandenbindung erfolgt [Hynes 2002, Takada et al. 2007].
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Die Beinregion der a-Kette wird in einen ,,Schenkel* und zwei ,,Waden* unterteilt. In der
B-UE sind hier vier EGF-dhnliche Sequenzen und eine membranproximale (-tail-Domine

lokalisiert [Takagi et al. 2001, White et al. 2004, Arnaout et al. 2007, Takada et al. 2007].
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Abb. 1.3: Aufbau von Integrinen. (A) Schema der beiden Integrinuntereinheiten [Takada et al.
2007]. (B) Struktur der Ektodomane des aVp3-Integrins [Xiong et al. 2001]. Der Pfeil markiert die
Position der I-Doméane in anderen a-Ketten. Die Abbildung wurde verandert nach [Hynes 2002].

Informationen iiber die Struktur der Transmembrandoméne (TMD) wurden bislang nur fiir
die allb- und die B3-Integrinuntereinheit erhalten. Diese lagert sich hierbei schriag (33) bzw.
senkrecht (allb) in die Plasmamembran ein [Lau et al. 2008a, Lau et al. 2008b]. Auf die

cytoplasmatischen Integrinsequenzen wird ndher in Abschnitt 1.2.6 eingegangen.

1.2.3 Konformationszustinde von Integrinen

Integrine liegen in distinkten Konformationszustdnden vor, die mit verschiedenen Stadien
physiologischer Aktivitdt korrelieren [Beglova et al. 2002, Takagi et al. 2002, Takagi &
Springer 2002, Kim et al. 2004, Ma et al. 2007]. Abb. 1.4 A zeigt den inaktiven Zustand, in
dem weder Ligandenbindung noch intrazelluldres Signalling erfolgen. Die zugehorige Kon-
formation wird als ,,geschlossen* oder ,,gebeugt bezeichnet, da beide Ketten vollstindig und
eng miteinander assoziiert sind und die Kopfregion weit in Richtung Membran abgeknickt
ist. Dem gegeniiber steht die ,,offene, ,,ausgestreckte” Konformation (Abb. 1.4 C), in der das
Integrin eine erhohte Ligandenaffinitdt aufweist. Die Ligandenbindestelle in der Kopfregion
ist hier zugénglich, und die a- und die B-Kette sind in dem Beinbereich voneinander disso-

ziiert.
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inaktiv intermedidre Aktivititszustinde aktiv
niedrige Ligandenaffinitét (postuliert) hohe Ligandenaffinitat

Abb. 1.4: Konformationszustiande von Integrinen. Integrine liegen in einer inaktiven, geschlosse-
nen (A) oder einer aktiven, offenen (C) Konformation vor. Verschiedene Intermediarzustande werden
postuliert (B). Der extrazellulare Ligand wird durch ein Dreieck symbolisiert [Mould & Humphries
2004].

Da Ligandenbindung auch im gebeugten Zustand nachgewiesen wurde [Adair et al. 2005],
werden intermediédre Affinitdtszustdnde postuliert, in denen das Integrinmolekiil praaktiviert
ist (Abb. 1.4 B) [Sarantos et al. 2005]. Es wird vermutet, dass die verschiedenen Integrin-
konformationen in einem dynamischen Gleichgewicht vorliegen. Welche Konformation sta-
bilisiert wird, hdngt von der Aktivitét intrazelluldrer Faktoren und der Konzentration extra-
zelluldrer Liganden ab [Takagi et al. 2002, Takagi & Springer 2002, Humphries et al. 2003,
Mould & Humphries 2004, Springer & Wang 2004, Luo & Springer 2006].

Die inaktive Integrinkonformation wird zum einen durch intramolekulare Interaktionen zwi-
schen Kopf- und Beinbereich in der B-UE stabilisiert [Arnaout et al. 2007]. Daneben exis-
tieren Kontaktflichen zwischen a- und f-Kette im extrazelluliren, membrannahen Bereich
[Kashiwagi et al. 1999, Ruiz et al. 2001, Takagi et al. 2001, Vomund et al. 2008]. Essentiell
fiir die Stabilisierung des inaktiven Zustands sind die sogenannten Klammern im TM- und im
intrazelluldren Bereich (1.2.6). So wurden mittels in vitro- und in silico-Studien heterodimere
Interaktionen im Bereich der TMD identifiziert, die auf van der Waals-Interaktionen und
Wasserstoffbriickenbindungen beruhen [Adair & Yeager 2002, Gottschalk et al. 2002, Li et
al. 2002, Schneider & Engelman 2004, Luo et al. 2005, Partridge et al. 2005].

1.2.4 Aktivierung von Integrinen

Integrinaktivierung, d.h. die Erhéhung der Ligandenaffinitit, ist mit dem Ubergang von ge-
schlossener zu offener Konformation verbunden [Takagi & Springer 2002] und bedarf der
Dissoziation beider Untereinheiten [Springer & Wang 2004]. Daneben betreffen die struktu-
rellen Umlagerungen die Kopfregion einschlielich der Ligandenbindestelle, die Haltung des

Integrinrezeptors und die Positionierung der beiden Untereinheiten zur Plasmamembran

[Hynes 2002, Luo & Springer 2006, Arnaout et al. 2007].
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GroBe Bedeutung wird dem Aufbrechen der Klammern in den cytoplasmatischen Sequenzen,
in dem TM-Bereich und der Ektodoméne zugeschrieben [Ginsberg er al. 2001, Takagi &
Springer 2002, Kim et al. 2003, Luo et al. 2004b]. So setzt sich das initiale Aufbrechen der
intrazelluldren Klammer {iber die TM-Region des Integrinmolekiils in seine Ektodomaéne fort.
Dadurch nimmt das Integrin den ausgestreckten Zustand an, die Kopfdomine schnellt klapp-
messerartig nach oben, und die Ligandenbindestelle wird zuginglich [Beglova et al. 2002,
Luo et al. 2007]. Beziiglich der Konformationsdnderungen in den Transmembrandominen
und den cytoplasmatischen Sequenzen werden gegenwirtig das Scheren- und das Separa-
tionsmodell favorisiert (Abb. 1.5). Die im inaktiven Zustand assoziierten Membranhelices
klappen hierbei wie die Blétter einer Schere an einem Fixpunkt auseinander oder trennen sich

vollstdndig voneinander [Wegener & Campbell 2008].

Schere Separation
extrazellular
==
intrazellular
Abb. 1.5: Modelle der Konformatlonsanderungen der Transmembran- und der cytoplasmati-
schen Doménen wéahrend der Aktivierung von Integrinen. Die o-f-intermolekulare Salzbriicke, die
als Teil der cytoplasmatischen Klammer den inaktiven Zustand fixiert, ist mithilfe von Plus- und

Minuszeichen verdeutlicht. Die Integrinaktivierung wird durch einen Blitz symbolisiert. Die Abbildung
wurde verandert nach [Imai et al. 2008, Wegener & Campbell 2008]. PM: Plasmamembran

1.2.4.1 Inside-out-Aktivierung

Die Inside-out-Aktivierung ist insbesondere fiir Leukozyten- und Thrombozyten-Integrine er-
forscht. In diesem Prozess erh6hen intrazelluldre Signale die Affinitédt der Integrine fiir ihren
extrazelluldren Liganden, indem sie die Bindung des Adaptermolekiils Talin mit dessen
FERM’-Domine an die cytoplasmatische Sequenz der f-UE stimulieren [Patil e al. 1999,
Calderwood et al. 2002, Vinogradova et al. 2002, Tadokoro et al. 2003, Li et al. 2007,
Bouaouina et al. 2008]. Dadurch wird die Interaktion zwischen den intrazelluliren Doménen
der Integrinketten unterbrochen, die daraufhin um mehr als 100 A auseinander weichen [Kim
et al. 2003]. Die stimulierenden Signale werden zuvor durch die Aktivierung von G-Protein-
oder Tyrosinkinase-gekoppelten Rezeptoren oder des T-Zell-Rezeptor-Komplex®’ generiert
und zu Talin weitergeleitet [ Springer & Wang 2004].

* FERM = Bande 4.1-Protein, Ezrin, Radixin, Moesin
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Kiirzlich wurde mit Kindlin ein zweites Protein identifiziert, das liber seine FERM-Domaéne
die Integrinaktivierung stimuliert. Da Kindline allein Integrine nicht in den hochaffinen Zu-
stand versetzen konnen, wird ihre synergistische Kooperation mit Talin vermutet [Banno &

Ginsberg 2008, Ma et al. 2008, Moser et al. 2009].

1.2.4.2 OQutside-in-Aktivierung

Die Outside-in-Integrinaktivierung kann durch die Bindung von extrazelluldren Liganden,
divalenten Kationen oder aktivierenden Antikérpern induziert werden [Takagi et al. 2003].
Voraussetzung ist, dass das Integrin in einem intermedidren Affinitdtszustand mit zugdng-
licher Ligandenbindestelle vorliegt [Takagi 2007]. Es wird kontrovers diskutiert, ob die
Outside-in-Aktivierung ebenfalls mit einer Dissoziation von o- und -Kette einhergeht. Die

Art des extrazelluldren Stimulus’ scheint dies zu beeinflussen [Hantgan et al. 1999, Takagi et

al. 2002, Kim et al. 2003, Luo et al. 2004a, Partridge et al. 2005].

1.2.5 Integrinvermittelte Signaltransduktion
Integrine verfiligen iiber keine enzymatische Aktivitit. Im ligandengebundenen Zustand ini-
tileren sie intrazelluldre Signalwege, indem ihre cytoplasmatischen Doménen Interaktionen

mit Signalproteinen und cytoskelettassoziierten Proteinen eingehen.

Zunichst bewirkt die Bindung an den extrazelluldren, multivalenten Liganden das laterale
Anhdufen mehrerer hundert Integrinmolekiile in der Plasmamembran, das sogenannte
Clustering, das die Aviditdt der Integrine gegeniiber ihren Liganden erhoht [Cluzel et al.
2005]. An die cytosolischen Integrinsequenzen wird darauthin eine Vielzahl von intrazellula-
ren Proteinen iiber direkte oder indirekte Interaktionen rekrutiert. So entstehen an den Kon-
taktpunkten zwischen den Integrinen und der EZM dynamische Proteinkomplexe, die im
frithen Zustand fokale Kontakte oder fokale Komplexe und nach Stabilisierung fokale Adhé-
sionen genannt werden. Diese verankern das Aktincytoskelett und sind Startpunkte intra-

zelluldrer Signalwege [Ginsberg et al. 2005](Abb. 1.6).

In fokalen Adhédsionen sind bis zu 150 verschiedene Proteine zu finden [Zaidel-Bar et al.
2007, Geiger et al. 2009]. Dazu zdhlen Strukturproteine, Tyrosinkinasen, lipidmodifizierende
Enzyme, Serin/Threonin-Kinasen, Phosphatasen, Proteasen, Adapterproteine und Modulato-
ren der kleinen Rho- und Arf-GTPasen [Price ef al. 1998, Schlaepfer & Hunter 1998, Miranti
2002, McCall-Culbreath & Zutter 2008]. Die sequentielle Rekrutierung der Proteine in die
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fokalen Adhésionen wird prazise reguliert, und die Identitdt der Proteine und deren posttrans-

lationale Modifizierungen bestimmen, welche Signalwege angeschaltet werden [Lo 2006].

extrazellular

intrazellular

Vinkulin
rK . =
Tensm\-.. Aktin-

/ JNK\Cy&osk&let‘l
Differenzierung ‘/./ l \

Proliferation
Translation

Uberleben oder
Apoplose

Zelladhasion,
-spreiten,
-migration

Genregulation

Abb. 1.6: Aufbau und Funktion von fokalen Adhasionen. Im ligandengebundenen Zustand rekru-
tieren Integrine eine Vielzahl von Signalproteinen und cytoskelettassoziierten Proteinen an ihre cyto-
plasmatischen Doménen und initiieren so verschiedene zelluldre Signalwege. Die Abbildung macht
keine Aussagen uber spezifische Protein-Protein-Interaktionen. Abkulrzungen sind im Abklrzungs-
verzeichnis erlautert. Die Abbildung wurde modifiziert nach [van der Flier & Sonnenberg 2001, Berrier
& Yamada 20071].

Das Protein Talin besitzt neben seiner Rolle in der Aktivierung von Integrinen (1.2.4.1) die
Funktion, deren Verbindung zum Aktincytoskelett herzustellen bzw. weitere Signalproteine
und cytoskelettassoziierte Proteine wie Paxillin oder Vinkulin in die fokalen Komplexe zu
rekrutieren. Ein anderes Protein, das frith in die fokalen Kontakte gelangt, ist die fokale
Adhésionskinase (FAK), die eine zentrale Rolle bei der integrinvermittelten Signaltransduk-
tion einnimmt [Mitra et al. 2005]. Durch Bindung an die cytoplasmatische Domine der
B-Integrinkette wird die Autoinhibition der FAK aufgehoben und letztere aktiviert. Auto-
phosphorylierte FAK ist dann fiir weitere Komplexbildung mit und Phosphorylierung durch
Src zugdnglich [Lietha ef al. 2007]. Beide Kinasen aktivieren eine Vielzahl weiterer Proteine
und stimulieren so integrinvermittelte Funktionen wie Cytoskelettorganisation und Genregu-

lation [Hervy et al. 2006].

Integrine konnen nach Ligandenbindung phosphoryliert werden [McCall-Culbreath & Zutter
2008]. Ein markantes Ereignis integrinabhéngiger Zelladhdsion und Voraussetzung fiir de-
ren Signaltransduktion ist zudem die Tyrosinphosphorylierung von fokalen Adhésionspro-
teinen [Kornberg et al. 1991] durch FAK oder Mitglieder der Familie der Src-Kinasen
(SFKs) [Schlaepfer & Hunter 1998, Arias-Salgado et al. 2003, Cluzel et al. 2005]. Uber die
fokalen Adhédsionen werden integrinabhéngig auch mitogenaktivierte Proteinkinasen

(MAPK) und Enzyme aktiviert, die den Stoffwechsel von Phosphoinositiden oder calcium-

8



EINLEITUNG

abhédngige Signalwege beeinflussen [Aplin & Juliano 1999, van der Flier & Sonnenberg
2001].

Integrininduzierte Signalwege kooperieren hdufig mit denen anderer Oberfldchenrezeptoren.
So wird adhidsionsabhédngiges Zellwachstum beispielsweise in Zusammenarbeit mit Wachs-

tumsfaktorrezeptoren vermittelt [Brunton ef al. 2004].

1.2.5.1 Phospholipase Cy1 (PLCy1)

Eines der in integrinvermittelter Signaltransduktion eingebetteten Proteine ist Phospholipa-
se Cy (PLCy). PLCy hydrolysiert die Phosphodiesterbindung am C3-Atom von Phosphatidyl-
inositol(4,5)bisphosphat (PI(4,5)P,, 1.3.3) und generiert so die zwei Second messenger-Mole-
kiile Inositol(1,4,5)trisphosphat (I(1,4,5)P3)) und Diacylglycerol (DAG). Zwei Isoformen der
PLCy existieren, von denen PLCy1 ubiquitidr und PLCy2 in hdmatopoetischen Zellen expri-

miert wird.

N—.@ PLCX (B e G- 5 c2 =

Abb. 1.7: Doménenstruktur der humanen PLCy1. N’-: N-terminal, PH: Pleckstrin-Homologie,
PLCx,y: die zwei Halften des katalytisch aktiven Zentrums, s: split (gespalten), SH: Src-Homologie,
C2: zu der calciumbindenden Doméane 2 der PKC homolog, C’-: C-terminal. Die Abbildung wurde
modifiziert nach [Golemis & Adams 2005].

PLCy1 ist ein monomeres Protein mit einem Molekulargewicht von 148 kDa (Abb. 1.7). Am
N-Terminus beherbergt es eine PH-Doméne, und zentral sind zwei SH2-Doménen sowie eine
SH3-Domiéne lokalisiert. Das katalytische Zentrum der PLCy1 setzt sich aus zwei separaten
Anteilen zusammen, die bei der Molekiilaktivierung in rdumliche Néhe zueinander gelangen.
Ebenfalls getrennt liegen die zwei gespaltenen (splif) Hélften einer zentralen PH-Doméne
vor. Im C-terminalen Bereich ist eine C2-dhnliche Domine lokalisiert. Mit den Resten
S1248, Y472, Y771, Y775, Y783 und Y1254 wurden eine Serin- und fiinf Tyrosinphospho-
rylierungsstellen identifiziert. Fiir die Lipaseaktivitdt der PLCyl gilt die Phosphorylierung
von Y783 als essentiell [Kim et al. 1990, Wahl et al. 1990, Park et al. 1991, Wang et al.
2006].

PLCy1 wird durch Membranrekrutierung und Tyrosinphosphorylierung aktiviert [Sekiya et
al. 1999b]. Letztere kommt entweder direkt durch die Bindung der SH2-Doménen der PLCy1
an Wachstumsfaktorrezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitdt oder an 16sliche Tyrosinkinasen

zustande, die durch Oberflachenrezeptoren aktiviert werden [Zhang et al. 1999, Tvorogov et

9
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al. 2005]. Die Membranassoziation der PLCy1 wird durch die Bindung der PH-Doméne an
PI1(3,4,5)P; vermittelt und ist wichtige Voraussetzung fiir die Funktion der PLCy1 [Falasca et
al. 1998, Kavran ef al. 1998].

Durch die Generierung der Botenstoffe I(1,4,5)P; und DAG stimuliert PLCy1 den Calcium-
ausstrom aus dem ER und aktiviert so die PKC. PLCy1 ist zudem in wachstumsfaktorabhin-
giger Zellmotilitdt, Chemotaxis, Neuritenwachstum, Angiogenese, Genregulation, Prolifera-
tion und Apoptose sowie in T-Zell-Aktivierung und -Signalling involviert [Carpenter & Ji
1999, Liu & Ye 2005]. Daneben iibt PLCy1 als Adaptermolekiil oder als Guaninnukleotid-
austauschfaktor lipaseunabhingige Funktionen aus, die durch Protein-Protein-Interaktionen
einzelner PLCyl-Dominen vermittelt werden. Da sowohl die PLCy1 als auch die Phospho-
inositid-3’-Kinase (PI3-Kinase, 1.3.5.1)) PI(4,5)P, als Substrat verwenden, greifen PLCyl-

und PI3-Kinase-vermittelte Funktionen ineinander.

PLCy1 wird ebenfalls integrinabhéngig aktiviert, wie fiir f1- und f2-Integrine gezeigt wurde
[Cybulsky et al. 1993, Kanner et al. 1993, Wrenn et al. 1996, Langholz et al. 1997,
Tvorogov et al. 2005]. PLCyl wurde zudem in fokalen Adhdsionen lokalisiert [Wang et al.
2005] und ist an integrinvermittelter Zelladhdsion und -migration beteiligt [Kundra et al.
1994, Shepard et al. 2007, Wang et al. 2007]. Insbesondere wurde die Rolle der PLCy1 in der
Zelladhésion, -spreitung und -migration nach Aktivierung des aS5f1-Integrins beschrieben
[Jones et al. 2005, Tvorogov et al. 2005, Choi et al. 2007]. Neben der Vermittlung integrin-
abhéngiger Signalwege wurde auch die Rolle der PLCy1 in der /nside-out-Aktivierung und in
der Aviditdtsmodulierung von Integrinen demonstriert, in deren Folge Thrombozytenaggre-
gation, T-Zell-Adhésion und -Aktivierung sowie Monozytenarretierung stimuliert werden
[Driessens et al. 1997, Langholz et al. 1997, Nagel et al. 1998, Vossmeyer et al. 2002, Wells
et al. 2003, Hyduk et al. 2007].

1.2.6 Die cytoplasmatischen Integrindoménen
Mit Ausnahme der P4-Kette umfassen die intrazelluldren Integrindominen 15-77 Amino-
sduren. Die 4-cytoplasmatische Sequenz besitzt hingegen rund 1000 Aminosduren und asso-

ziiert mit Intermedidrfilamenten anstelle des Aktincytoskeletts [de Pereda et al. 1999].

Die cytoplasmatischen Integrindominen erfiillen mehrere Funktionen. Zum einen vermitteln
sie die fiir die Oberflachenexpression notwendige Heterodimerisierung. Daneben fixieren sie

durch die Ausbildung einer membranproximalen Klammer, die auf hydrophoben und elek-
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trostatischen Interaktionen beruht, den inaktiven Zustand [O'Toole et al. 1994, Hughes et al.
1995, Hughes et al. 1996, Vinogradova ef al. 2002] und spielen eine bedeutende Rolle bei
der Inside-out-Aktivierung von Integrinen [Lu ef al. 2001] (1.2.3 und 1.2.4.1). Zwischen den
membranproximalen Resten Arginin der a-Kette und Aspartat der 3-Kette besteht dabei eine
Salzbriicke, die als universell postuliert [O'Toole et al. 1994, Hughes et al. 1996, Li et al.
2003, Partridge et al. 2005] und fiir die Integrine allbf3, alLp2, a4pl und a4p7 bestitigt
wurde [Vinogradova et al. 2002, Semmrich et al. 2005, Ghevaert et al. 2008, Imai et al.
2008]. Im aktivierten Zustand initiieren die cytoplasmatischen Integrinsequenzen zudem

diverse zelluldre Signalwege (1.2.5).

GemaB der Positive-inside-rule beginnt die intrazelluldre Sequenz eines integralen Membran-
proteins mit der ersten geladenen Aminosdure im Anschluss an die hydrophobe TMD [von
Heijne 1992]. Bei dieser Aminosdure handelt es sich in beiden Integrinketten nahezu immer
um einen Lysinrest. Diesem folgen vier bis sieben unpolare Aminoséuren, denen sich zwei
bis drei geladene Reste anschlieBen [Williams et al. 1994, Calderwood 2004]. Dieses mem-
branproximale Motiv ist in beiden Ketten hochkonserviert und lautet KxGFFKR fiir die a-
und KLLxxxHDR(R/K)E fiir die B-UE [Moser et al. 2009], wobei x héufig eine unpolare
Aminosdure darstellt. Die GFFKR-Sequenz ist essentiell fiir die Heterodimerisierung des
Rezeptors im ER, den Transport zur Zelloberfldche [De Melker et al. 1997, Peyruchaud et al.
1998] und die Fixierung der inaktiven Konformation [Ma et al. 2007]. Die Bedeutung der
membranproximalen Bereiche beider Untereinheiten an der Aufrechterhaltung des inaktiven
Integrinzustandes und an der Integrinaktivierung wird durch diverse Substitutions- und Dele-
tionsmutanten dieser Regionen in der allb-, aL- oder $3-Kette verdeutlicht, die konstitutiv-
aktive Integrine hervorrufen [O'Toole ef al. 1994, Hughes et al. 1995, Hughes et al. 1996, Lu
& Springer 1997, Semmrich et al. 2005, Ghevaert et al. 2008]. Wéhrend die cytoplasma-
tische Sequenz der B-Ketten &duBerst homolog ist, folgt dem GFFKR-Motiv in der a-Kette

eine jeweils individuelle Sequenz.

Die B-cytoplasmatische Doméne besitzt ein bis zwei NxxY/NPxY-Internalisierungsmotive,
die von Proteinen mit PTB- oder SH2-Doménen gebunden werden [Calderwood et al. 1999,
Pellinen et al. 2006, Ma et al. 2008, Montanez et al. 2008, Moser et al. 2008]. Zu den zahl-
reichen Bindungspartnern der (-Kette gehoren cytoskelettassoziierte Proteine (o-Aktinin,
Talin, Filamin, Myosin, Skelemin), Adapter- und Signalproteine (Kindlin, ICAP1, RACKI,
Cytohesin, She, Grb2) und Kinasen (ILK, FAK, SFKs) [Liu et al. 2000, Harburger &

Calderwood 2009]. Fiir die a-Kette hingegen sind nur wenige Interaktionspartner bekannt
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[Ginsberg et al. 2005]. An das konservierte GFFKR-Motiv binden die kleine GTPase Rab21
[Pellinen et al. 2006] und das ER-assoziierte Protein Calreticulin, die das Integrinrecycling
bzw. das integrinvermittelte Calcium-Signalling beeinflussen [Coppolino et al. 1997]. Ande-
re intrazelluldre Proteine binden spezifisch an einzelne a-Ketten und spezifizieren so die
Signaltransduktion des Integrinrezeptors [Harburger & Calderwood 2009]. Hierzu zdhlen die
Interaktionen a4/a9-Paxillin [Liu ef al. 1999], a5-Nischarin [Alahari & Nasrallah 2004],
allb-CIB [Naik et al. 1997], allb-Talin [Knezevic et al. 1996], a.3/a7-FHL2 [Wixler et al.
2000] und aL-RAPL [Katagiri et al. 2003].

Gemeinhin werden die intrazelluldren Integrinsequenzen als unstrukturiert betrachtet
[Wegener & Campbell 2008]. Die Struktur der einzelnen cytoplasmatischen Integrindoménen
als auch ihrer heterodimeren Interaktionsfliche wurde insbesondere fiir das allbf3-Integrin
untersucht [Haas & Plow 1996, 1997, Vallar ef al. 1999, Vinogradova et al. 2000, Li et al.
2001, Ulmer et al. 2001, Vinogradova et al. 2002, Weljie et al. 2002, Vinogradova et al.
2004, Bhunia et al. 2009]. Die resultierenden Ergebnisse waren dabei aufgrund unterschied-
licher experimenteller Bedingungen widerspriichlich und reichten von ungefalteter Konfor-
mation hin zu lokal variabel ausgebildeten Strukturen, die eine o-Helix oder eine
Turn-Struktur umfassten. Die heterodimere Assoziation zwischen den intrazelluldren Inte-

grindominen gilt aufgrund mikromolarer Dissoziationskonstanten in jedem Fall als schwach

[Vallar ef al. 1999, Bhunia et al. 2009].

1.2.7 Regulierung von Integrinen

Fiir einen korrekten und spezifischen Ablauf integrinabhingiger Signalprozesse ist eine
zeitlich-rdumliche Regulierung der Integrine essentiell. So miissen beispielsweise bei der
Zellmigration fokale Adhisionen dynamisch auf- und abgebaut und das Cytoskelett reorgani-

siert werden, um eine effektive Fortbewegung der Zelle zu ermdglichen [Horwitz & Hunter

1996, Sanchez-Madrid & del Pozo 1999].

Neben der Erhohung der Ligandenaffinitit im Zuge der Inside-out-Aktivierung verstirken
Clustering-bedingte Avidititseffekte die Ligandenbindung der Integrine (1.2.4.1 und 1.2.5)
[Li ef al. 2001, Carman & Springer 2003, Kim et al. 2004]. Um adhisionsvermittelte Signal-
transduktion zu beenden, miissen Integrine von ihrem extrazelluldren Liganden dissoziieren.
Zudem miissen die intrazelluliren Multiproteinkomplexe aufgeldst oder umgebaut werden
[Rid et al. 2005, Lock et al. 2008]. Durch Phosphorylierung, Dephosphorylierung und

calpainvermittelte Proteolyse, sowohl der Integrinsequenzen als auch der mit ihnen asso-
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ziierten Molekiile, werden Protein-Protein-Interaktionen moduliert. Intrazelluldre Zugkréfte
konnen ebenfalls zu einem Auflésen der fokalen Adhédsionen beitragen [Harburger &
Calderwood 2009]. In fokalen Adhésionen sind die Proteinkinasen PKC und PKA sowie die
Phosphatasen PP2A und PTP-1 lokalisiert [Blystone et al. 1997, Valmu et al. 1999]. Die
Phosphorylierung des NPxY-Motivs durch Src beendet dessen Interaktion mit Talin und
stimuliert die Bindung konkurrierender Proteine [Kiema et al. 2006, Oxley et al. 2008,
Takala et al. 2008]. Neben der Beeinflussung der Signaleigenschaften moduliert die Phos-
phorylierung der intrazelluldren Integrindoménen auch die Konformation und die Aktivie-
rungsempfanglichkeit des Integrinrezeptors [Fagerholm et al. 2004, Harburger &
Calderwood 2009]. Im Zuge der Zellmigration werden Integrine zudem gezielt endocytiert

und durch intrazelluldre Transportvorgidnge an der Zellfront wieder exponiert [Schmidt et al.

1995, Puklin-Faucher & Sheetz 2009].

Dariiber hinaus ermdglichen laterale Interaktionen der Integrine mit anderen Membran-
proteinen die gegenseitige Modulierung ihrer Zelloberfldchenexpression, Aktivierung und
Funktion und konnen so ein synergistisches Signalling bewirken. Zu den lateralen Integrin-
bindungspartnern zdhlen Caveolin, Tetraspanine, Mitglieder der Ig-Superfamilie und Ionen-
kandle sowie Wachstumsfaktorrezeptoren und GPI-verankerte Proteine [van der Flier &
Sonnenberg 2001]. Daneben kdnnen verschiedene Integrine einander auf dominant-negative

Weise beeinflussen [Arnaout et al. 2007].

1.2.8 Das a1f1-Integrin

a1p1-Integrin ist ein Zelladhdsionsrezeptor fiir die extrazelluldren Matrixproteine Kollagen I,
IV und VI sowie Laminin-1 [Kern ef al. 1993, Loster et al. 1994, Gardner et al. 1996, Heino
2000, Tulla et al. 2001] und wird auf Mesenchymalzellen exprimiert [White et al. 2004,
McCall-Culbreath & Zutter 2008]. Die Expression der a.l1-Kette wird durch Wachstumsfak-
toren reguliert [Rossino et al. 1990, Defilippi et al. 1991, Janat et al. 1992, Serra et al. 1994]
und ist inflammationsinduziert in Immunzellen verstarkt [McCall-Culbreath & Zutter 2008].
Aufgrund der Expression ab sechs Tagen nach der Aktivierung von T-Zellen wird
alp1-Integrin auch als VLA (very late antigen)-1 bezeichnet. Zudem werden gemal3 der
CD-Nomenklatur die al-Kette CD49a und die f1-UE CD29 genannt [Hemler et al. 1985,
McCall-Culbreath & Zutter 2008].

Neben der Regulierung T-Zell-spezifischer Funktionen vermittelt alp1-Integrin neuronale

Differenzierung und Gewebeintegritit sowie Zellspreitung, -adhésion und -migration [White
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et al. 2004, McCall-Culbreath & Zutter 2008]. Zudem werden durch alfl-Integrin die
Kollagensynthese und die VEGF-induzierte Angiogenese reguliert [Senger et al. 1997,
Gardner et al. 1999]. Gleichwohl sind auch pathologische Ereignisse mit der Expression und
Funktion dieses Integrins verbunden. Hierzu zdhlen chronisch entziindliche (Autoimmun-)
Erkrankungen wie Multiple Sklerose, Osteoarthritis, Rheumatoide Arthritis, Darmentziin-
dungen und Psoriasis [Hemler & Jacobson 1987, Loeser et al. 1995, Bank et al. 2002,
Conrad et al. 2007, McCall-Culbreath & Zutter 2008]. Das al1p1-Integrin vermittelt die
Angiogenese maligner Tumore [Pozzi ef al. 2000] und ist bei einigen Krebsarten in Funktion

oder Expression verdndert [Liebert et al. 1992, Sterry et al. 1992, Su et al. 2001].

Das alp1-Integrin ist das einzige kollagenbindende Integrin, das iiber das Adapterprotein
Shc den Ras-abhédngigen Erk-MAPK-Weg aktiviert [Wary et al. 1996, Pozzi et al. 1998] und
so Proliferation induziert [Heino 2000]. Dies erfolgt liber die Interaktion der al-Kette mit
Caveolin [Pozzi et al. 1998]. In T-Zellen beeinflusst alf1-Integrin dariiber hinaus die
Cytokinsekretion [Rao et al. 2000, McCall-Culbreath & Zutter 2008]. Eine neuere Verdffent-
lichung beschreibt zudem den negativ regulierenden Einfluss von alf1-Integrin auf den
EGF-Rezeptor, vermittelt {iber die Bindung der Tyrosinphosphatase TCPTP an die cyto-

plasmatische Sequenz der al-Integrinuntereinheit [Mattila ez al. 2005].

Ein Ausschalten (knock-out, KO) des B1-Gens in Médusen verursacht embryonale Letalitét
wihrend der Phase der Implantation [Stephens et al. 1995]. Mithilfe von gewebsspezifischen
Deletionen konnte jedoch die Rolle der $1-UE in der Myo- und der Chondrogenese ermittelt
werden [Aszodi et al. 2003, Schwander et al. 2003]. a1-KO-Méuse hingegen sind lebens-
fahig, fertil und durchlaufen eine normale Entwicklung. In diesen Miusen ist zwar die Hei-
lung von Knochenfrakturen beeintréchtigt, doch ist auch die Tumorangiogenese verringert
[Pozzi et al. 1998, Ekholm ef al. 2002]. a.1-defiziente Fibroblasten zeigen auf Kollagen und
Laminin milde Spreitungs-, Migrations- und Proliferationsdefekte [Gardner ef al. 1996, Pozzi

et al. 1998].

1.2.8.1 Die al-Integrinuntereinheit und ihre cytoplasmatische Sequenz

Die al-Integrinuntereinheit ist mit einem Gehalt von 1152 Aminoséuren und einem Moleku-
largewicht von 180 kDa die GroBte aller Integrinketten [Ignatius et al. 1990, Tulla et al
2001]. Die al-UE besitzt in ihrer Ektodoméine eine I-Domine und heterodimerisiert allein

mit der f1-Kette (130 kDa) [Kern et al. 1994]. Unter den Integrinen verfiigt die a1-UE iiber
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die kiirzeste cytoplasmatische Sequenz, die mit +6 zugleich die hochste positive Nettoladung
besitzt. Die Aminosduresequenzen der cytoplasmatischen Doméne der al- und der f1-Kette

sind in Abb. 1.8 wiedergegeben.

al: Ky 4g6/ GEFKRPLKKKMEK-C'
p1: K;5,LLMIIHDRREFAKFEKEKMNAKWDTGENPIYKSAVTTVVNPKYEGK-C'

Abb. 1.8: Die cytoplasmatischen Aminosauresequenzen der a1- und der p1-Integrinunterein-
heit, beginnend ab dem K;66- bzw. dem K752-Rest. Die konservierten membranproximalen Bereiche
sind grau hinterlegt, das GFFKR-Motiv und die NPxY-Internalisierungssequenzen sind unterstrichen.
Der Einbuchstabencode der Aminosauren ist im Abkurzungsverzeichnis erlautert. C': C-Terminus

Trotz ihrer Kiirze ist die al-cytoplasmatische Sequenz fiir die ligandenabhingige Ausbildung
von fokalen Adhédsionen essentiell und ist Bestandteil des o1f1-Integrin-Proteinkomplexes
mit Paxillin, Talin, a-Aktinin und FAK [Loster et al. 2001]. Die Deletion der al-cytoplas-
matischen Sequenz nach dem Lysin;jes-Rest verhindert die alp1-Integrin-abhéngige Zell-
spreitung, die Reorganisation des Cytoskeletts und die Zellmigration. Bei al-Mutanten, de-
ren intrazelluldre Sequenz nach dem GFFKR-Motiv trunkiert ist, erfolgen diese Prozesse im
Vergleich zum Wildtypprotein verzdgert, womit die funktionelle Bedeutung sowohl der
membranproximalen als auch der -distalen Region in der Cytoskelettorganisation demon-
striert wurde [Vossmeyer et al. 2000]. Kiirzlich konnte die Rolle der al-cytoplasmatischen
Sequenz bei der Aktivierung der kleinen GTPase Racl, iiber die Vermittlung der Membran-
rekrutierung des Regulatorproteins RhoGDI, identifiziert werden. Dariiber hinaus wurde die
Bedeutung der C-terminalen PLKKKMEK-Sequenz fiir die Translokation der PI3-Kinase in
fokale Adhésionen beschrieben [Del Pozo ef al. 2002, Smerling et al. 2007].

1.3 Phosphoinositide

1.3.1 Physikalische Eigenschaften und Signalfunktionen von
Membranlipiden

Lipide zeigen spezifisches Phasenverhalten, d.h. in Abhédngigkeit ihrer chemischen Natur
nehmen sie distinkte fluide und feste Phasenzustéinde ein. Aus diesem Grund konnen Lipide
innerhalb von Membranen lateral segregieren und distinkte Mikrodoménen bilden. Daneben
sind Membranlipide (1.1) und ihre Bausteine durch ihre signalinduzierte Bildung, Hydrolyse
oder Translokation als Second messenger-Molekiile an zelluliren Signalprozessen wie Proli-
feration, Adhédsion und Migration oder auch Immunprozessen und Angiogenese beteiligt.

Membranlipide entfalten ihre Signalfunktion, indem ldsliche Lipidspezies an Oberflédchen-
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rezeptoren oder membranstdndige Lipide an cytoplasmatische Proteine binden. Desweiteren
fungieren Membranlipide als Vorldufer der Prostaglandine, Eicosanoide und Leukotriene
[Eyster 2007, Meyer zu Heringsdorf & Jakobs 2007, Hannun & Obeid 2008]. Phospholipide,
deren Struktur eine Membrankriimmung verursacht, sind dariiber hinaus an der Vesikelfusion

oder -abschniirung beteiligt [Huijbregts et al. 2000].

1.3.2 Vorkommen und Bedeutung der Phosphoinositide

Der Begrift ,,Phosphoinositide* (PIs) bezeichnet das Glycerophospholipid Phosphatidyl-D-
myo-Inositol (PtdIns) und seine sieben phosphorylierten Derivate (Phosphatidylinositolphos-
phate, PIPs) (Abb. 1.9). PIs werden hochdynamisch ineinander konvertiert und regulieren

iiber diverse Feedback- und Feedforward-Mechanismen die sie metabolisierenden Enzyme.

PIs kommen auf der cytoplasmatischen Seite von Zellmembranen vor, wo sie in ruhenden
Zellen 1% der Membranlipide ausmachen. Auf einen extrazelluliren Stimulus hin kann die
lokale Konzentration v.a. der PIPs jedoch transient bis auf das 30-fache ansteigen [Stephens
et al. 1993, Stephens et al. 2000, Michell 2008]. Im Nukleus regulieren PIPs die Aktivitét
nukledrer Proteine und sind so an Spleilprozessen und der Chromatinorganisation beteiligt

[Odom et al. 2000, Hammond et al. 2004].
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HO PLD —= ?
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Abb. 1.9: Die Gruppe der Phosphoinositide (Pl). (A) Struktur der Kopfgruppe D-myo-Inositol
[Michell 2008]. (B) Mono-, bis- und trisphosphorylierte Pl-Derivate (PIPs) und metabolische Enzyme
im Sauger. Reaktionen mit unterbrochenem Pfeil konnten in vitro gezeigt werden [Di Paolo & De
Camilli 2006]. (C) Hydrolytische Spaltung des Phospholipidmolekuls durch verschiedene Phospho-
lipasen. Die Abbildung wurde verandert nach [Vanhaesebroeck et al. 2001, Lemmon 2008, Michell
2008]. Einzelheiten sind im Text erlautert.

Generell sind PIPs an allen Prozessen beteiligt, die mit einer Anderung der Membranstruktur
oder der -kriimmung einhergehen, wie Vesikelknospung und -abschniirung, Membranfusion,
Endo- und Exocytose und intrazelluldrer Membranfluss. Durch Modulierung von Guanin-

nukleotidaustauschfaktoren (GEFs) und GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs) nehmen sie
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Einfluss auf die zahlreichen, von kleinen GTPasen gesteuerten Signalwege. Uber andere
Effektorproteine vermitteln sie Zellproliferation und die Umorganisation des Aktin- und des

Mikrotubulicytoskeletts [Di Paolo & De Camilli 2006, Michell 2008].

Die einzelnen PIPs zeigen ein organellenspezifisches Verteilungsmuster. So kommt PI(3)P in
der Membran des frithen Endosomens vor, wo es fiir den Membranfluss in sekretorischen
und endocytotischen Signalwegen wichtig ist [Gillooly et al. 2000, Odorizzi et al. 2000].
PI(4)P hingegen ist in der Plasmamembran lokalisiert, wo es als Vorlaufer fiir PI(4,5)P, fun-
giert und bei der clathrinvermittelten Endocytose mitwirkt. Das in der Membran des
Golgi-Apparats enthaltene PI(4)P ist essentiell fiir dessen Struktur und Funktion. Die Bedeu-
tung des im Nukleus’ detektierten PI(5)P-Molekiils ist noch unklar [Gozani et al. 2005]. Die
drei PIP,-Spezies spielen ebenfalls eine Rolle bei endocytotischen Prozessen, durch ihre Lo-
kalisation in der Plasmamembran (PI(3,4)P, und PI(4,5)P,) oder in Endosomen (PI(3,5)P,)
[Gillooly et al. 2000].

1.3.3 Vorkommen und Funktion von PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P;

PI(4,5)P, ist das meist vorkommende Phosphoinositidmolekiil [Stephens et al. 2000]. Es
wurde in der Plasmamembran und im Nukleus detektiert [Tran ef al. 1993, Lemmon 2008]
und wird im Golgi-Apparat vermutet [Attree ef al. 1992, Majerus et al. 1999, De Matteis et
al. 2005]. Zahlreiche Studien belegen, dass PI(4,5)P; fiir die Vesikelknospung, Endo-, Exo-
und Phagocytose [Bai et al. 2004] sowie das Zellwachstum [Di Paolo & De Camilli 2006]
und die T-Zell-Aktivierung [Penninger & Crabtree 1999, Villalba et al. 2001] erforderlich ist.
Die Bedeutung von PI(4,5)P, resultiert zum einen aus seiner Vorlduferfunktion fiir die
Second messenger-Molekiile PI(3,4,5)P;, DAG und IP; [Majerus et al. 1986]. Zum anderen
reguliert PI(4,5)P, selbst die Lokalisation und Aktivitét vieler Proteine, zu denen lonenkanéle
und -pumpen [Hilgemann et al. 2001, Suh & Hille 2005] sowie Clathrinadapterproteine und

aktincytoskelettassoziierte und -modulierende Proteine gehdren [Wenk & De Camilli 2004].

PI(4,5)P,-abhingige Prozesse werden generell iiber die Menge und die lokale Konzentration
von PI(4,5)P, und dessen Zugénglichkeit fiir Bindeproteine reguliert [Kwik et al. 2003]. Fiir
die Plasmamembran werden zudem rdumlich und funktionell distinkte P1(4,5)P,-Pools postu-
liert [Pike & Miller 1998, Golebiewska et al. 2008]. Die Anreicherung von PI(4,5)P; in
Mikrodoménen verstirkt beispielsweise die N-WASP-abhingige Aktinpolymerisation
[Golub & Caroni 2005] und erhdht die Bildung von PI(3,4,5)P; und IP; [Laux et al. 2000,
Johnson et al. 2008].
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P1(3,4,5)P; wird durch die Aktivierung von Oberflichenrezeptoren transient in der Plasma-
membran durch PI3-Kinase aus PI(4,5)P, gebildet [Cantley 2002] und erreicht bis zu 10%
der lokalen PI(4,5)P,-Menge [Vanhaesebroeck & Waterfield 1999]. Die Bedeutung eines
agonistsensitiven PI(3,4,5)P;-Pools im Nukleus ist noch unklar [Lindsay et al. 2006]. Die
durch PI(3,4,5)P; regulierten Vorgédnge beinhalten Exo- und Phagocytose [Botelho et al
2004, Lindmo & Stenmark 2006], Aktinpolymerisation und GTPase-abhidngige Signalprozes-
se [Logan & Mandato 2006]. Daneben ist PI(3,4,5)Ps fiir zelluldre Ereignisse wie Prolifera-
tion, Wachstum, Uberleben, Differenzierung und Migration von Bedeutung [Vanhaesebroeck
et al. 2001, Cantley 2002]. Analog zu PI1(4,5)P; rekrutiert PI(3,4,5)P; die in diesen Prozessen
involvierten Molekiile, darunter Proteinkinasen, Regulatorproteine kleiner GTPasen und

Adapterproteine, an die Plasmamembran und moduliert deren Aktivitit.

1.3.4 Die Rolle von PIPs in der integrinvermittelten Zelladhision und
Zellmigration

Durch integrinvermittelte Adhision werden PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; vermehrt gebildet
[Chong et al. 1994, Oude Weernink et al. 2000]. Wéhrend der chemotaktischen Migration
von Neutrophilen und von Dictyostelium discoideum bildet sich PI3-Kinase-abhingig ein
intrazelluldrer PI(3,4,5)P;-Gradient aus, der die Migrationsrichtung definiert [Parent et al.
1998, Hannigan et al. 2002]. Die wachstumsfaktorabhéngige Bildung von promigratorischen
gekriuselten Membranstrukturen, den Ruffles, wird ebenfalls durch PI(3,4,5)P; verursacht
[Czech 2003, Oikawa ef al. 2004].

Im Zuge integrinvermittelter Zellspreitung, -adhdsion und -migration wird die Organisation
des Aktincytoskeletts zeitlich und rdumlich prézise reguliert. Diverse aktinassoziierte Protei-
ne und Adapterproteine kontrollieren die Verfligbarkeit monomeren G-Aktins, die Initiation
und Elongation der Aktinpolymerisation, die Aktinverzweigung und die Aktindepolymerisa-
tion. Die aktinregulierenden Proteine werden ihrerseits durch PI(3,4,5)P; und vor allem
PI1(4,5)P, moduliert. So stimuliert eine erhohte lokale PI(4,5)P,-Konzentration z.B.
N-WASP", das die Arp2/3-vermittelte Aktinpolymerisation fordert, und inaktiviert gleich-
zeitig die aktindegradierenden und -kappenbildenden Proteine Gelsolin, Kofilin und Profilin
[Lassing & Lindberg 1985, Janmey & Stossel 1987, Pollard & Borisy 2003, Yin & Janmey
2003, Papayannopoulos et al. 2005] (1.3.6.1). Analog werden durch PI(4,5)P, auch

4 PI(3,4,5)P; rekrutiert WASP-verwandtes WAVE [Oikawa et al. 2004].
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ERM-Proteine moduliert, welche das Anheften des Aktincytoskeletts an die Plasmamembran
bewirken [Hirao ef al. 1996, Heiska et al. 1998, Edwards & Keep 2001, Fievet et al. 2004].
Fiir die Ausbildung spezifischer Aktinstrukturen sind die Mitglieder der Rho-Familie kleiner
GTPasen (Rho, Rac, Cdc42) verantwortlich. Die Rho-GTPasen werden indirekt durch
P1(4,5)P, und PI(3,4,5)Ps reguliert, indem die Aktivitdt ihrer GEF- und GAP-Regulatorpro-
teine durch diese PIP-Molekiile moduliert wird [Jaffe & Hall 2005].

Ferner ist der Einfluss von PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; auf die fokalen Adhdsionsproteine Vin-
kulin und a-Aktinin beschrieben. Durch Interaktion mit PI(4,5)P, wird die Aktinassoziation
von Vinkulin aufgehoben und die von a-Aktinin induziert, was die Zellmigration stimuliert
[Steimle et al. 1999, Greenwood et al. 2000, Ziegler et al. 2006]. a-Aktinin bindet daneben
an PI3-Kinase und assoziiert PDGF-abhéingig mit PI(3,4,5)P; [Shibasaki et al. 1994]. Anders
als PI1(4,5)P, vermag PI(3,4,5)P; spezifisch a.-Aktinin, nicht aber Vinkulin und Talin, aus den
fokalen Komplexen zu 16sen [Greenwood et al. 2000, Kelly & Taylor 2005]. Auch das Pro-
tein Talin, das eine wichtige Rolle bei der Imside-out-Aktivierung von Integrinen spielt
[Nayal et al. 2004] (1.2.4), bindet an PI(4,5)P,, wodurch seine Affinitdt zu Integrinen erhdht
wird [Martel et al. 2001]. Dariiber hinaus bewirkt Talin die PI(4,5)P>-Generierung in
Integrinndhe, indem es PIPK Iy (1.3.5.1) bindet und in die fokalen Adhisionen rekrutiert [Di
Paolo et al. 2002, Ling et al. 2003]. Die Lokalisierung der PI(3,4,5)Ps;-erzeugenden
PI3-Kinase in fokale Adhdsionen erfolgt durch deren direkte Bindung an Ezrin [Gautreau et
al. 1999], FAK [Chen & Guan 1994] oder a-Aktinin [Young & Gautel 2000, Stossel et al.
2001].

1.3.5 PIP-metabolisierende Enzyme
Fiir die Initiation und Beendigung der durch PIPs regulierten Prozesse und fiir die Gewéhr-
leistung der durch sie vermittelten Organellenidentitidt werden einzelne PIPs zeit- und orts-

spezifisch generiert, hydrolysiert oder innerhalb von Membranen transloziert.

1.3.5.1 Inositollipidkinasen

Der myo-Inositol-Ring in der Phospholipidkopfgruppe kann an der 3’-, 4’- und 5’-Position
reversibel phosphoryliert werden (Abb. 1.9 A und B). Die Unterklassen I-III der Phospho-
inositid-3’-Kinase (PI3-Kinase, P13-K) unterscheiden sich hinsichtlich ihres Expressionsmus-
ters, der Substratpriferenz und der sie aktivierenden Oberfldchenrezeptoren. Bei der in den

fokalen Adhédsionen aktiven Form handelt es sich um PI3-K IA, welche PI(4,5)P, zu
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PI1(3,4,5)P; phosphoryliert [Cantley 2002]. Die 4’-Hydroxylgruppe von PtdIns wird durch
PI4-K und die von PI(5)P durch PIPK II phosphoryliert [Wang et al. 2004, Halstead et al.
2005]. Die Phosphorylierung der 5’-Hydroxylgruppe erfolgt durch die Kinasen PIKfyve/
PIPK III und PIPK I°. PIKfyve besitzt fiir die Bindung seiner Substrate PtdIns und PI(3)P
eine betitelnde FYVE-Doméne (1.3.6.2, Tabelle 1.1) [Sbrissa et al. 1999, 2002].

1.3.5.2 Inositollipidphosphatasen

PIPs werden durch verschiedene Lipidphosphatasen hydrolysiert. Die 3’-Phosphatase PTEN
(phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten) degradiert PI(3,4,5)P;
[Maehama & Dixon 1998, Leslie et al. 2001, Wishart ef al. 2001] und wirkt als Gegenspieler
der anti-apoptotischen PKB/Akt sowie als Tumorsuppressor [Simpson et al. 2001]. Die
3’-Phosphatgruppe von PI(3)P und PI(3,5)P, wird durch die Klasse der Myotubularine ent-
fernt [Wishart et al. 2001]. Die 5’-Phosphatgruppe von PI(3,4,5)P; und PI(4,5)P, hingegen
wird durch SHIP (SH2-containing inositol 5-phosphatase) abgespalten [McPherson et al.
1996, Cremona et al. 1999, Sly et al. 2003]. Im Golgi-Apparat ist die PI(4,5)P,-spezifische
Inositol-5’-Phosphatase OCRL (oculocerebrorenal syndrome of Lowe) lokalisiert [Attree et
al. 1992, Majerus et al. 1999, De Matteis et al. 2005]. Die Polyphosphatase Synaptojanin
degradiert PI(4,5)P, und andere PIPs zu PI(4)P [Halstead et al. 2005]. Eine Inositol-4’-Phos-
phatase ist bislang nur fiir Hefe beschrieben, wo sie mit dem ER und dem Golgi-Apparat

assoziiert ist [Guo et al. 1999].

1.3.5.3 Phospholipasen

Phospholipasen (PLs) hydrolysieren Esterbindungen des Phospholipidmolekiils. Je nach An-
griffspunkt (Abb. 1.9 C) werden eine freie Fettsdure und ein Lysophospholipid (durch PLA),
eine freie Kopfgruppe und Phosphatidat (durch PLD) oder eine phosphorylierte Kopfgruppe
und DAG (durch PLC) generiert. Die drei Phospholipaseklassen unterscheiden sich deutlich
hinsichtlich der Anzahl der Subtypen, der Proteinstruktur und der Regulierung [Eyster 2007,
van Meer et al. 2008]. Der Aufbau der phosphoinositidspezifischen PLC und ihre Beteili-

gung an integrinvermittelten Signalprozessen ist in Abschnitt 1.2.5.1 beschrieben.

> PIK: Phosphoinositidkinase, PIPK: Phosphoinositidphosphatkinase. Die Nomenklatur wird in der Literatur
nicht immer einheitlich verwendet.
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1.3.6 Interaktionen zwischen Proteinen und PIP-haltigen Membranen

1.3.6.1 Bedeutung von Protein-PIP-Interaktionen

Die Bindung eines Proteins an PIP-haltige Membranen verdndert das Phasen- und das
Packungsverhalten der lokalen Membranlipide und schrinkt deren Beweglichkeit ein [Bucki
et al. 2000, Tuominen et al. 2002, Forstner et al. 2006]. Durch spezielle sequestrierende
Proteine konnen PIPs auch lokal akkumulieren [Haleva et al. 2004]. Die Proteine ihrerseits
werden durch die Assoziation mit PIPs an definierte Membranbereiche rekrutiert und in ihrer
Konformation und Aktivitéit verdndert. So kénnen in dem PIP-bindenden Protein Bindemoti-
ve flir weitere PIPs oder Proteine frei gelegt werden [Di Paolo & De Camilli 2006], oder die
PIP-Assoziation bewirkt das Aufbrechen autoinhibitorischer Interaktionen im Proteinmole-
kiil, wie fiir cytoskelettregulierende Proteine gezeigt wurde [Yin & Janmey 2003, Janmey &

Lindberg 2004] (1.3.4).

Die Bedeutung von PIPs und PIP-Protein-Interaktionen offenbart sich in multiplen Erkran-
kungen, die durch Gendefekte der PIP-metabolisierenden Enzyme oder durch Mutationen in
den PIP-Bindedoménen der Proteinbindungspartner zustande kommen. Dazu gehéren Tu-
morentstehung [Bader ef al. 2005], myotubuldre Myopathie [Laporte et al. 1996], bipolare
Storungen [Halstead et al. 2005] und Defekte in der B-Zellreifung [Lindvall e al. 2005].

1.3.6.2 PIP-bindende Proteindoménen

Proteine binden an PIP-reiche Membranen sowohl mithilfe von strukturell definierten Modu-
len als auch iiber unstrukturierte, basische Aminosiduresequenzen (1.3.6.4). Tabelle 1.1 listet
eine Reihe prototypischer PIP-Bindedoménen auf. Die Module unterscheiden sich hinsicht-
lich der Substratspezifitit und -affinitit und des PIP-Bindungsmechanismus. Die Interaktio-
nen dieser Domdnen mit den geladenen PIP-Kopfgruppen schlieBen Wasserstoffbriicken-
bindungen und elektrostatische Wechselwirkungen ein [Lemmon 2003, Balla 2005]. Je nach
Bindungsmotiv kann {iber hydrophobe Aminosduren auch eine partielle Membraninsertion
erfolgen, wie es der Fall bei den FYVE-, PX-, ENTH- und BAR-Doménen ist. Die BAR- und
ENTH/ANTH-Dominen binden zudem PI(4,5)P,-reiche Membranen, die einen definierten
Kriimmungsradius aufweisen [Itoh & De Camilli 2006]. Die in endocytotischen Effektor-
proteinen enthaltene, PI(3)P-erkennende FYVE-Doméne gilt als ein spezifisch bindendes
Modul, wohingegen nur 10% der PH-Doménen selektiv mit PIPs assoziieren. Die iibrigen
aufgefiihrten Module binden PIPs ebenfalls unspezifisch und mit hoher Promiskuitét

[Lemmon 2003, Di Paolo & De Camilli 2006].
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Angesichts der hohen Promiskuitdt und niedrigen Affinitit, mit der viele der genannten Do-

minen an PIPs binden, stellt sich die Frage, wie Proteine selektiv und gezielt zu PIP-enthal-

tenden Membranen geleitet werden. Dies erfolgt durch die sogenannte Koinzidenzdetektion,

welche die Kooperation multipler synchroner Interaktionen beinhaltet. Dadurch wird die

Affinitdt einer Protein-PIP-Assoziation erhdht und diese spezifiziert [Carlton & Cullen 2005,

Lemmon 2008, Michell 2008]. Im Rahmen der Koinzidenzdetektion bindet ein Protein

gleichzeitig an ein PIP-Molekiil und eine andere PIP- oder Phospholipidspezie. Alternativ

kann eine Homo- oder Heterooligomerisierung des Proteins stattfinden. Einige Protein-

domaénen binden dariiber hinaus PIPs nur im Kontext einer spezifischen Membrankriimmung.

Tabelle 1.1: PIP-bindende Proteindoméanen, verdndert nach [Balla 2005, Lemmon 2008, Michell
2008]. Abkurzungen der Beispielproteine sind im Abkiirzungsverzeichnis erlautert.

Domine (Name) PR e Beispiele Referenzen B
mit insertion
Eﬁ"s;} AKUPKB, Btk, | Harlan et al. 1994,
PH PI(4)P, Dynamin, Sos, Rebecchi & Scarlata 1998,
Pleckstrin-H lodi PI(3 4),P GRP-1, PDK1, Balla 2005, nein
(Pleckstrin-Homologie) PI(4,5)P§, PLCS, PLCy, Di Paolo & De Camilli 20086,
PI(3.4,5)Ps FAPP1/2 Lemmon 2008
PI(3)P, .
PI(5)P, CISK, pa7Phx, | Ponting 1996,
Sato et al. 2001,
PX PI(3,4)P2, PI3-K I, Ell t 2l 2002 .
Phox-Homologie) PI(3,5)P2 Vamp7 son etal. 2 ’ ja
( ’ ’ ; Karathanassis et al. 2002,
Pl(4,5)P2, SNX 2,3,5,7,13 Seet & Hong 2006
PI(3,4,5)P3 9
Stenmark et al. 1996,
FYVE PI(3)P EEA1, Hrs, Gaullier et al. 1998, 9
(Fab1, YOTB, Vac1, EEA1) PIKfyve, SARA | Dumas et al. 2001, J
Kutateladze 2006
ENTH/ANTH PI4)P, Epsin, AP180, | Ford etal 2001, .
(Epsin/AP180-N-Terminus- | PI(3,5)P CALM, Ent3p, | toh etal. 2001, ja (ENTH)
H logi PI(4,5)P2, Ent5 ’ ’ Legendre-Guillemin et al. 2004, | nein (ANTH)
omologie) D)2 P ltoh & De Camilli 2006
GRAM
(Glukosyltransferase, PI(3,5)P Myotubularine, | Doerks et al. 2000, nein
Rab-ahnlicher GTPase-Akti- P2 MTMR3 Lorenzo et al. 2005
vator, Myotubularine)
PROPPIN PI(3)P Jeffries et al. 2004, nicht
(Phosphoinositidbindender PI(3 5),P Atg21, WIPI49 Stromhaug et al. 2004, bekannt
p-Propeller) 2 Michell et al. 2006
FERM Ezrin. Moesin Mangeat et al. 1999,
(Bande 4.1-Protein, Ezrin, | P1(4,5)P2 Radi>;in Talin, Hamada et al. 2003, nein
Radixin, Moesin) ’ Garcia-Alvarez et al. 2003
BAR saure . . .
. . . Amphiphysin, Takei et al. 1999, .
(Bin, Amphiphysin, Phospho- | £ jophilin ltoh & De Camilli 2006 ja
Rvs-Familie) lipide
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1.3.6.3 Die Pleckstrin-Homologie (PH)-Doméne

PH-Doménen, erstmals in dem Thrombozytenprotein Pleckstrin entdeckt, umfassen rund 120
Aminosduren [Haslam et al. 1993, Mayer et al. 1993, Harlan et al. 1994]. Aktuell sind mehr
als 200 PH-Domaénen in eukaryonten Proteinen bekannt, die in Signalprozessen, Cytoskelett-
organisation, intrazellulirem Membranfluss und Phospholipidmetabolismus involviert sind
[Musacchio et al. 1993, Gibson et al. 1994, Shaw 1996]. Die Struktur einer Vielzahl von
PH-Domaénen wurde bereits mittels NMR-Spektroskopie oder Kristallstrukturanalyse aufge-
klart [Ferguson et al. 1995, Baraldi et al. 1999, Ferguson et al. 2000, Lietzke et al. 2000,
Milburn et al. 2003, Komander et al. 2004]. PH-Doménen weisen nur geringe Homologie in
ihrer Primdrsequenz auf, doch ist ihre rdumliche Struktur hoch konserviert (Abb. 1.10).
Zentral befinden sich sieben B-Stringe, die zwei senkrecht aufeinander stehende (3-Faltblitter
bilden. Diese Kernstruktur wird durch eine seitwérts angelagerte, C-terminale a-Helix mit

amphipathischem Charakter stabilisiert.

Abb. 1.10: Struktur der PH-Domiéne von $-Spektrin, verdndert nach [Lemmon et al. 2002]. Die
sieben B-Strange und die C-terminale a-Helix sind gekennzeichnet. N: N-Terminus, C: C-Terminus

Das kanonische PIP-Bindemotiv wird vor allem durch die basische Sequenz Kx,(K/R)xR,
wobei x eine beliebige Aminosdure darstellt, in der $1-p2-Schleife gebildet [Isakoff et al.
1998]. Aber auch die variablen 33-f4 und 6-p7-Schleifen sind positiv geladen und kénnen
die PIP-Bindung vermitteln [He et al. 2008, Lemmon 2008]. Nur wenige PH-Doméinen
assoziieren hochspezifisch mit einer PIP-Spezie. Hierzu zéhlen die PI(3,4,5)P;-bindenden
PH-Doménen von GRP-1, Btk und PKB/Akt [Fukuda et al. 1996] sowie die PH-Doméne von
PLC3d1, die IP5 und P1(4,5)P, erkennt [Lemmon ef al. 1995, Varnai et al. 2002].

Einige PH-Doménen binden nicht nur an PIPs, sondern assoziieren auch mit anderen Protei-
nen. So interagieren die PH-Doménen von PLCyl, Btk und PKB/Akt mit heterotrimeren
G-Proteinen, Myosin II bzw. der PKC [Tsukada et al. 1994, Yao et al. 1997, Tanaka et al.

23



EINLEITUNG

1999]. An der Proteinbindung von PH-Dominen sind die C-terminale a-Helix und die

Schleifen B4-B5 und P6-f7 beteiligt [Lodowski et al. 2003].

1.3.6.4 Unstrukturierte, basische Aminosiuresequenzen

Proteine konnen an PIPs auch {iber kurze, polybasische Sequenzen (PBSN) binden, von
denen einige in Tabelle 1.2 aufgefiihrt sind. Diese Sequenzen besitzen durch die Anzahl von
mehr als fiinf Resten Lysin und/oder Arginin eine hohe positive Nettoladung und binden PIPs
in Abhidngigkeit von elektrostatischen Wechselwirkungen iiberwiegend unspezifisch
[McLaughlin et al. 2002]. Die PBSN sind oft in unstrukturierten Proteinregionen lokalisiert,
erfahren jedoch nach Bindung an PIP-enthaltende Membranen eine Konformationsdanderung,
die mit einer lokalen Entfaltung [Yin & Janmey 2003] oder mit der Adaption einer, hiufig
a-helikalen, Sekundérstruktur [Lemmon 2003, Balla 2005] verbunden ist. Bislang wurde ins-

besondere die Bindung von PBSN an PI(4,5)P; analysiert.

Tabelle 1.2: Beispiele eukaryotischer Proteine, die iiber basische, unstrukturierte Bereiche an
PIPs binden. Dazu gehdren das myristoylierte, alaninreiche PKC-Substrat (MARCKS), das neurona-
le Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (N-WASP), die NR1-Untereinheit des N-Methyl-D-Aspartat-Re-
zeptors (NMDA) und die kleine GTPase Rit. Basische Aminosaurereste sind unterstrichen.

Protein Reste # Sequenz Literatur INetto-
adung
MARCKS 151-175 | KRKKKRFSFKKSFKLSGFSFKKNKK | McLaughlin & Aderem 1995 +13
Sigal et al. 1994,
Src 1-15 | myr-GSSKSKPKDPSORRR Buser et al. 1994 *S
Rohatgi et al. 1999,
N-WASP 183-197 | KEKKKGKAKKKRLTK Higgs & Pollard 2000, +9
Prehoda et al. 2000
Talin 385-406 | GEQIAQLIAGYIDIILKKKKSK Seelig et al. 2000 +3
Gelsolin 150-169 | KHVVPNEVVVQRLFQVKGRR Liepina et al. 2003 +4
Syndecan-4 | 188-194 | KKPIYKK Horowitz et al. 1999 +4
NMDA-NR1 | 875-898 | KKKATFRAITTSTLASSFKRRRSSK E.hlers et al. 1996, +9
- - —  — | Tingley et al. 1997
Rit 194-219 | KKSKPKNSVWKRLKSPFRKKKDSVT | Heo et al. 2006 +10

1.4  Zielsetzung der Arbeit

alp1-Integrin ist ein Zelloberflichenrezeptor, der nach Bindung an seinen extrazelluldren
Liganden Kollagen IV oder Laminin-1 zelluldre Adhdsion, Migration, neuronale Differen-
zierung und die Regulierung von T-Zellen vermittelt. Die o1f1-Integrin-abhingige Signal-
transduktion héngt dabei von dem Vorhandensein und der Integritit der cytoplasmatischen
Sequenz der al-Integrinuntereinheit ab. Diese umfasst lediglich die flinfzehn Aminosduren

KIGFFKRPLKKKMEK. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die Struktur und die
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Lipidbindung der al-cytoplasmatischen Sequenz als zugrunde liegende Eigenschaften ihrer

intrazelluldren Signalfunktion untersucht werden.

Die cytoplasmatischen Integrindoménen gelten gemeinhin als ungefaltet. Strukturelle Unter-
suchungen der intrazelluldren Sequenz der a-Integrinkette haben sich bislang vor allem auf
die allb-Integrinkette konzentriert und dabei divergente Ergebnisse erbracht. Keine Daten
lagen diesbeziiglich iiber die cytoplasmatische Sequenz der al-UE vor, die sich von der
allb-Kette durch die membrandistale Region unterscheidet. Aus diesem Grund sollte die

Struktur der a1-cytoplasmatischen Sequenz in wiassriger Losung ermittelt werden.

Bedingt durch den hohen Anteil basischer Aminosduren besitzt die al-cytoplasmatische
Domine eine Nettoladung von +6. Daher sollte zum einen untersucht werden, ob diese
Sequenz an negativ-geladene Phospholipide bindet. Die Lipidassoziation eines von der
al-cytoplasmatischen Sequenz abgeleiteten Peptids sollte dabei auf Affinitdt und Spezifitét
hin analysiert werden. Mithilfe von Teilpeptiden des membranproximalen bzw. -distalen
Bereichs sollte das Lipidbindungsmotiv innerhalb der al-cytoplasmatischen Doméne lokali-
siert werden. Weiterhin sollte der Frage nachgegangen werden, ob die Lipidassoziation einen

Konformationswechsel in der a.1-cytoplasmatischen Sequenz hervorruft.

In einem dritten Projekt sollte die Natur und die Bedeutung der Assoziation des
a1p1-Integrins mit einem Enzym des Lipidmetabolismus’, der PLCy1, analysiert werden. In
fritheren Studien der Arbeitsgruppe wurde die Bindung der PLCyl an das alp1-Integrin
bereits gezeigt [Vossmeyer et al. 2002]; unklar war jedoch, welche die jeweiligen Bindungs-
motive innerhalb des PLCyl-Molekiils und des a1f1-Integrins sind. Ein weiteres Ziel der
Arbeit war aus diesem Grund, die Interaktion zwischen beiden Molekiilen mittels
NMR-Spektroskopie ndher zu charakterisieren und dabei Bindungsepitope in dem
PLCy1-Molekiil fiir die a.1- und die p1-Integrinkette zu identifizieren. Desweiteren sollte der
Einfluss von Phospholipiden auf die Interaktion zwischen alf1-Integrin und PLCy1 unter-
sucht werden. Mithilfe von funktionellen zellbiologischen Studien sollten schlielich
Informationen iiber die funktionelle Rolle der PLCyl und ihrer Doménen in der
a1p1-Integrin-abhéngigen Zellmigration und -morphologie, in Anhédngigkeit der al-cyto-

plasmatischen Sequenz, erhalten werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerite
Agarose-Gelelektrophorese Modell B2

Autoklav, Dampfsterilisator

Bakterienbrutschrank
CD-Spektrometer, J-715
Elektrophoresesysteme fiir PAGE und Western Blot
Elektroporationsgerit , Gene Pulser X cell
Plattenlesegerit, Sunrise
FPLC-Anlage
Gefriertrocknungsanlage, Christ alpha2-4
Geldokumentationssystem, Gel iX
Thermomixer
HPLC-Anlage, Akta
Imager, LAS-1000
Imager, Odyssey
Kiihlschrank (4°C, -20°C)
Kiihlschrank (-80°C)
Langmuir-Filmwaage, Modell 601A
Magnetriihrer, Typ RH B2
Mikroskope:
Lichtmikroskop, Diavert
Fluoreszenzmikroskop, Axiovert 200
NMR-Spektrometer, 600 MHz, 750 MHz
PCRiCycler
pH-Meter 646, digital
Photometer, BioPhotometer UV

Profinia-Proteinaufreinigungssystem

Owl Separation Systems, USA

H+P Labortechnik,
Oberschleiheim

Binder GmbH, Tuttlingen
Jasco Corp., GB

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen

Tecan, Crailsheim

GE Healthcare, Freiburg
Martin Christ GmbH, Osterode
Intas Instruments, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

GE Healthcare, Freiburg
Fujifilm, Diisseldorf
LICOR-Biosciences, USA
Bosch, Miinchen

GFL, Burgwedel

Nima Technology Ltd., GB
IKA Werke, Staufen

Leica, Bensheim

Zeiss, Jena

Bruker BioSpin, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen

Knick, Berlin

Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Miinchen
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Schwenkrad, Rotator
Schiittelinkubator IH50
Schwenkinkubator, Stuart Orbital S150
Schwenkapparat 3013

Spannungsgerit, Power PAC 200
Sterilbank fiir die Molekularbiologie
Sterilbank fiir die Zellkultur

Stickstofftank
Ultraschallstab, Brandson Sonifier W-250D

Ultraschallwasserbad
UV-Transilluminator

Vakuumpumpe

Vortex-Genie 2

Feinwaage (d = 0,0001 g), Adventurer
Waage (d = 0,01 g), CP622
Wasserbad

Zellkulturbrutschrank , Heraeus 6000

Zentrifugen:
PCR-Zentrifuge
Heraeus-Megafuge 1.0R

Heraeus-Biofuge pico

Avanti-Zentrifuge, J-25

2.1.2 Allgemeines Labormaterial
Mikroreaktionsgefdle

Pipetten und Multikanalpipetten
Hamilton-Glaspipetten, 10-50 pl

Whatman-Rotrandsterilfilter, 0,2 pm

TPP-Filtrationssysteme (250 ml, 500 ml), 0,22 pm
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Neolab, Heidelberg

Incutec GmbH, Mdssingen
Rhys International Ltd., GB
GFL, Burgwedel

Bio-Rad, Miinchen
Biochrom KG, Berlin

BDK GmbH,
Sonnenbiihl-Genkingen

VWR, Darmstadt

G. Heinemann Labortechnik,
Schwibisch-Gmiind

Th. Karow GmbH, Berlin
MWG Biotech, Miinchen
Vacuubrand GmbH, Wertheim

Bender & Hobein AG, Schweiz

Ohaus Corp., USA
Sartorius AG, Gottingen
GFL, Burgwedel

Kendro Laboratory Products,
Langenselbold

Roth, Karlsruhe
Thermo Scientific, Bonn

Kendro Laboratory Products,
Langenselbold

Beckman Coulter, USA

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Hamilton Bonaduz, Schweiz
Whatman GmbH, Dassel

Costar, Corning Inc., USA
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Parafilm

Sterican-Kaniilen

Discardit II-Spritzen (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)

Omnifix-F-Spritzen (1 ml)

Falcon-Polypropylenréhrchen (15 ml, 50 ml)

2.1.3 Chemikalien und Losungen

Roth, Karlsruhe
B. Braun, Melsungen
Becton Dickinson, Spanien

B. Braun, Melsungen

Becton Dickinson, USA

Chemikalien und Substanzen wurden in analytischer Reinheit von den Firmen Roth,

Sigma-Aldrich und Merck bezogen. Samtliche Losungen und Puffer wurden mit bidestillier-

tem Wasser hergestellt und fiir 20 Min bei 121°C und 1 bar autoklaviert oder steril filtriert

(0,22 pm).

2.1.4 Reagentien und Inhibitoren

Biotin

Glutathion (GSH)

Isopropylthiogalaktosid (IPTG)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Proteaseninhibitorcocktail (PIC)-Losung
Proteaseninhibitorcocktail (PIC)-Tabletten
Thiamin

Transfectin-Lipidreagenz

dNTP-Mix (10 mM)

MgCl, (25 mM)

2.1.5 Antibiotika
Ampicillin, Natriumsalz
Geniticinsulfat, G418
Kanamycinsulfat

Pen/Strep (100 x):
Penicillin (10000 U/ml)
Streptomycin (10 mg/ml)

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma, Miinchen

Roche, Penzberg

Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Roth, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Roth, Karlsruhe

PAN Biotech GmbH,
Aidenbach
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2.1.6 Grofienstandards und Marker

DNA-Grof3enmarker Gene Ruler 1 kb, Fermentas, St. Leon-Rot
Gene Ruler 100 bp und Low Range

Protein-GroBlenstandard, Precision Plus Dual Bio-Rad, Miinchen
Protein-GrofBlenstandard, Mark12 Invitrogen, GB
Protein-GroBenstandard, SeeBlue Plus?2 Invitrogen, GB

2.1.7 Nukleotide und Oligonukleotide
Die Ribonukleotide Adenosin, Cytidin, Guanosin, Thymidin, Uridin und die 2’ Desoxyribo-

nukleotide Desoxyadenosin, -guanosin und -cytidin wurden von Sigma-Aldrich bezogen.

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Oligonukleotide, mit Angabe der Nukleotidsequenz in
5’-3-Richtung und der Schmelztemperatur (Tn). s: Strangrichtung (sense), as: Gegenstrangrichtung
(antisense)

Sequenzierprimer
Name Nukleotidsequenz 5°-3’ Tip
pRc/CMV 764s IRD-700 ATTGACGCAAATGGGCGGTAGG 68°C
pRc/CMV 1113 as IRD-800 | TTCCAGGGTCAAGGAAGGCACG 69°C
a1l vor Eco91l s IRD-700 CAGGACAGTGGTGCAGCATTCA 67°C
pGEX 5' IRD-700 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 74°C
pGEX 3' IRD-800 CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 72°C
eGFP C1 s IRD-700 CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG 68°C
eGFP C1 as IRD-800 GTGGTATGGCTGATTATGATCAGTTATCTAG 66°C
Primer zur Detektion einer DNA-Zielsequenz
Name Nukleotidsequenz 5°-3’ Tip
alups GTAGTACGTGTGGAGTTGC 61°C
aldofl as ATAGGATCCCGGCACGATCATTTCTCCAT 71°C
a1 do GFFKR as ACATCACCTTTTGAAGAATCCAATCTTC 62°C
aldo K ACATCACTTCCACAGAGCCAATATAAG 65°C
SP6 as CGATTTAGGTGACACTATAG 56°C
a1l TM K as CTTCCACAGAGCCAATATAAGGA 63°C
Eco91l s GGTTACCGGTTACCTTCAAAATAATATTCCAG 66°C
Oligo dT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 27°C
GAPDH L s ACCACCCTGTTGCTGTAGC 66°C
GAPDH R as CATCACCATCTTCCAGGAGC 63°C
GAPDH human s GGTGAAGGTCGGAGTCAACGG 67°C
GAPDH human as GGTCATGAGTCCTTCCACGAT 64°C
PH PLCy1s GAAGCGGAGGTGCTGC 64°C
PH ins RGADK s CCGCGGTGCGGACAAA 64°C
PH3/4 KDDEE in' s GAGCAAGGATGACGAGGAG 63°C
PH+PH3/4 YGMEF as GCGGAATTCCATTCCATA 64°C
PH6/7 FNTEQ as GCGCTGCTCGGTGTTGAA 64°C
NSH2 PLCy1 s TGGTTCCACGGGAAGCTC 65°C
NSH2 PLCy1 as CAGGCTCTGAAAGGCGCATC 66°C
CSH2 PLCy1's TGGTACCACGCAAGCCTG 65°C
CSH2 PLCy1 as GGGGTAGCGCAGTTTCATTTTGC 65°C
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Oligonukleotide wurden von MWG Biotech bezogen und laut Herstellerangaben rekonsti-

tuiert. Auskunft iiber ihre Sequenz, Schmelztemperatur und Anwendung gibt Tabelle 2.1.

2.1.8 Vektoren
Alle Plasmid-DNA-Molekiile wurden vor ihrer Verwendung mittels Restriktionsverdau und
Sequenzierung kontrolliert. Die Plasmidkarten der in diesem Abschnitt vorgestellten Vekto-

ren sind im Anhang aufgefiihrt.

2.1.8.1 Der eukaryonte Expressionsvektor pRc/CMV

Vossmeyer und Kollegen klonierten die cDNA der Ratten-al-Integrinuntereinheit tiber die
Schnittstellen Xbal- und Hindlll in die multiple Klonierungsstelle (MKS) des Expressions-
vektors pRc/CMV (Invitrogen) und erzeugten ausgehend von ,,al in pRc/CMV* in vitro die
Trunkationsmutanten ol/GFFKR und al/K der al-Integrinuntereinheit [Vossmeyer et al.

2000]. Mit diesen wurden darauthin stabile Zelllinien generiert (2.1.12.2).

2.1.8.2 Der eukaryonte Expressionsvektor pEGFP

Der pEGFP-Vektor dient der Klonierung und Expression von GFP-Fusionsproteinen. Das aus
der Qualle Aequoria victoria stammende, griinfluoreszierende Protein (GFP) besitzt ein
Molekulargewicht von 28 kDa und emittiert nach Absorption von blauem oder UV-Licht
griine Fluoreszenz der Wellenldnge 507 nm. Aufgrund seiner starken Expression wird GFP
als Markierung fiir Proteine eingesetzt, um deren Funktion oder Lokalisierung in vivo im
Rahmen der Fluoreszenzmikroskopie zu erforschen. Der GFP-Anteil ermoglicht zudem den
immunologischen Nachweis des Fusionsproteins im Western Blot mittels eines gegen GFP

gerichteten Antikorpers [Prasher ef al. 1992].

Um N-terminal markierte GFP-Fusionsproteine einzelner Domédnen der Ratten-PLCyl zu
exprimieren, wurden pEGFP-C1-Plasmide benutzt (Clontech, zur Verfiigung gestellt von M.
Falasca, London). Die Klonierung der PH-Doméne der PLCyl mit den mutierten Konstruk-
ten PH 3/4 und PH 6/7° in die MKS von pEGFP-C1 war iiber die Bg/II- und BamHI-, die der
PH-Doméne von PLCB1 iiber BseAl- und EcoRI- und die der PH-Doméne der PLC31 sowie
der N-SH2-Doméne der PLCy1 iiber Bg/II- und EcoRI-Schnittstellen erfolgt [Falasca et al.
1998, Razzini et al. 2000, Piccolo et al. 2002].

% Ersatz der 3-B4 bzw. f6-p7 Schleife der PH-Domine der PLCyl durch die der PH-Domine der GTPase
Dynamin.
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2.1.8.3 Der bakterielle Expressionsvektor pGEX

Der pGEX-Vektor mit seinen Unterklassen (Amersham) dient der Klonierung und Aufreini-
gung von rekombinanten, N-terminal markierten GST (Glutathion-S-Transferase)-Fusions-
proteinen in E.coli. Die PLCyl-Domédnen bzw. -Konstrukte PH, PH 3/4, PH 6/7, N-SH2,
C-SH2, SH3 und N+C-SH2 lagen kloniert in pGEX-2TK vor (zur Verfiigung gestellt von M.
Falasca, London). Die Klonierung der PH-, PH 3/4- und PH 6/7-Konstrukte war {tiber
BamHI- und die der N-SH2-Sequenz iiber BamHI- und EcoRI-Schnittstellen erfolgt [Falasca
et al. 1998, Piccolo et al. 2002]. Uber die anderen Dominen liegt diesbeziiglich keine
Information vor. Um das N-terminale Fusionsprotein ,,GST-al1-cyto* zu generieren, war die
kodierende Basensequenz der fiinfzehn intrazelluldren Aminoséuren der o1-Integrinunterein-
heit der Ratte mittels Smal- und EcoRI-Verdau in die MKS von pGEX-2TK inseriert worden
(Dr. Pamela Weinmann, AG Danker).

2.1.9 Peptide, Matrixproteine und Antikorper

Die in Tabelle 2.2 aufgefiihrten Peptide mit der Aminoséuresequenz der intrazelluldren
Sequenzen der al- und der 1-Integrinkette wurden von der Arbeitsgruppe Henklein, Institut
fiir Biochemie, Charité-Universitidtsmedizin, Campus Mitte, synthetisiert und in einer Kon-

zentration von 50 mM oder 100 mM als Stammldsung rekonstituiert.

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten a1- und B1-Integrinpeptide. MG: Molekularge-
wicht, PM: Plasmamembran, P: Phosphatrest

a1-Integrinpeptide

Name Aminoséduresequenz MG Lokalisierung innerhalb der
N’-C’ [g/mol] a1-cytoplasmatischen Doméne
al1-cyto KIGFFKRPLKKKMEK 1879 PM o
al-scrambled |KMGIKFRPKLEKFKK 1879
KIGFFKR KIGFFKR 895 PM c
PLKKKMEK PLKKKMEK 1001 PM Yol
31-Integrinpeptide
Name Aminoséduresequenz MG Lokalisierung innerhalb der
N’-C’ [g/mol] B1-cytoplasmatischen Doméne
B1-1 KLLMIIHDRREFA 1642 PM c
p1-2 KWDTGENPIYKSA 1509 PM c
p1-3 FAKFEKEKMNAKW 1657 PM c
B1-4 AVTTVVNPKYEGK 1406 PM Yoy
pY p1-2 KWDTGENPI (p) YKSA 1604 PM P o
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Die Matrixproteine Fibronektin (FN) aus humanem Plasma und Kollagen IV (KIV) aus hu-

maner Plazenta wurden von Sigma-Aldrich bezogen.

Die eingesetzten Antikorper und Detektionsmolekiile sind in Tabelle 2.3 aufgelistet.

Tabelle 2.3: Ubersicht der verwendeten Antikérper und Detektionsproteine bzw. -peptide.
IF: Immunfluoreszenz, IP: Immunprazipitation, WB: Western Blot, POD: Peroxidase

Primarantikorper

Name Natur aus Vertrieb durch Anwendung
anti-p-Aktin monoklonal Maus Sigma-Aldrich WB 1:5000
anti-FAK polyklonal Kaninchen Calbiochem WB 1:1000
anti-GFP polyklonal Kaninchen Cell Signalling WB 1:1000
anti-GST P polyklonal Kaninchen Sigma-Aldrich WB 1:1000
anti-a1-Integrin, As2K5 polyklonal Kaninchen AG Danker WB 1:2000
anti-a1-Integrin, 33.4 monoklonal Maus AG Danker IP 8ug
anti-p1-Integrin, As7K4 polyklonal Kaninchen AG Danker WB 1:1000
anti-PLCy1 monoklonal Maus Transduction Laboratories | WB 1:1000
anti-a-Tubulin monoklonal Maus Abcam WB 1:5000

Sekundarantikorper
Name aus Vertrieb durch Anwendung
anti-Kaninchen-IgG, GaR"™® Ziege Jackson ImmunoResearch WB 1:5000
anti-Maus-IgG, RaMm"°P Kaninchen Jackson ImmunoResearch WB 1:5000
Sonstige bindungsspezifische Proteine
Name Vertrieb durch Anwendung
anti-F-Aktin, Phalloidin"'™® Sigma-Aldrich IF 1:100

2.1.10 Enzyme

T4 DNA-Ligase (5 WeissU/ul) mit Puffer (10 x)

Alkalische Phosphatase aus dem Kilberdarm
(CIAP, 10 U/pul) mit Puffer (10 x)

Pfu-DNA-Polymerase (2,5 U/ul) mit Puffer (10 x)

Taq-DNA-Polymerase (5 U/ul) mit Puffer (10 x)

Thrombin (1 U/pl)

RNase A (100 mg/ml)

Bioline, Luckenwalde

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Calbiochem, Darmstadt

Qiagen, Hilden

Die Restriktionsenzyme Acc651, Avall, BamHI, Eco721, Eco911, EcoRl, Hindlll, Ncol, Notl,

Pstl, Smal, Xbal und Xhol wurden mit ihren zugehodrigen Puffern von der Firma Fermentas

bezogen und gemil Herstellerangaben verwendet.
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2.1.11 Phospholipide
Phospholipide wurden von Avanti Polar Lipids, USA, bezogen (Tabelle 2.4).

Tabelle 2.4: Liste der verwendeten Phospholipide. SUVs: kleine, unilamellare Vesikel (small
unilamellar vesicles), LUVs: groRe, unilamellare Vesikel (large unilamellar vesicles),
Langmuir: Langmuir-Filmwaage

Phospholipid Abkiirzung koFrﬁgiz::ﬁen [gxlnil] I[-rz;;lr:ﬁ Anwendung
C18:1 810 10 SUVs
Phosphatidylserin PS C16:0, C18:1 784 20 LUVs
C14:0 701,9 0,5 Langmuir
C18:1 786,2 10 SUVs
Phosphatidylcholin PC C16:0, C18:1 760,1 20 LUVs
C14:0 6779 0,5 Langmuir
o 0,5 SUVs
Przzsg")g?;fgg;‘;ﬁ;f" PI4,5P, | C18:1 1074,2 0,1 | LUVs
' 0,5 Langmuir
o 0,5 SUVs
Phosphatidylinositol- | 5 3 4 5yp. | c18:1 1171,2 0.1 LUVs
(3,4,5)trisphosphat 05 Langmuir

2.1.12 Zellen

2.1.12.1 Bakterienstimme
Chemisch kompentente One Shot Topl0-Bakterien fiir die Klonierung von ¢cDNA-Frag-

menten und flir die Propagierung von Plasmid-DNA wurden von Invitrogen bezogen. Der

Genotyp lautet: F* mcrA A(mrr hsdRMS mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139

A(ara-leu)7697 galU galK rpsL merBC) (Str®) endA1 nupG.

Fir die heterologe Expression und Aufreinigung von rekombinanten Proteinen wurden
E.coli-Bakterien des Typs BL21 (DE3) (Novagen) verwendet. Der Genotyp dieses Bakterien-
stamms ist: B, F', dem, ompT, hsdS (rg” mg’), gal A (DE3).

2.1.12.2 Siugerzelllinien

CHO-Zellen wurden von ATCC bezogen. Diese wurden ausgehend von Ovarialzellen des
chinesischen Hamsters generiert und exprimieren endogen die Integrine a5p1 und avf33.
Verwendet wurden die mit den ol-Integrinvarianten stabil transfizierten CHO-Zelllinien
al/fl, al/GFFKR und al/K [Vossmeyer et al. 2000]. ,f.1.“ steht fiir full length, da die
intrazelluldire Aminosduresequenz der ol-Integrinuntereinheit, bezeichnet ab dem

Lysin1166-Rest m Einbuchstabencode mit K112G3F4F5K6R7P8L9K10K11K12M13E14K15, hier
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vollstidndig vorliegt, wohingegen sie in den ,,KIGFFKR*“- und ,,K*“-Zellen bis auf den Rest R

bzw. K, verkiirzt ist.

2.1.13 Material fiir molekularbiologische Methoden

Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt
DNA-Ladepuffer (6 x)
Ethidiumbromid, 1% (w/v)
UV-Kiivetten

Thermodruckerpapier
PLASTIBRAND-Einmalkiivetten
HiSpeed Plasmid Maxi-Kit

QlAquick Gel Extraction-Kit

Thermo Sequenase Cycle Sequencing-Kit
dNTP-Mix (10 mM)

MgCl, (25 mM)

Impfosen

Petrischalen, @ 10 cm

PCR-Bio-Mix (2 x)

Applichem, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Epson, Japan

Brand GmbH, Wertheim
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

GE Healthcare, Freiburg
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

Bioline, Luckenwalde

2.1.14 Material fiir lipidchemische und biophysikalische Methoden

Miniextruder

Supelco-Glasmikrogefél3e
Transferpettor-Kolbenhubpipette
Ultrazentrifugationsmikroreaktionsgefafie
PIP-Strip-Membranen
KimtechScience-Prézisionswischtiicher
NuPAGE Novex Bis-Tris-Gele, 4-12%
CD-Kiivette Quarz Suprasil, 0,1 mm
NMR-R6hrchen, Norell 502, 1 ml

Deuteriumoxid, 99,9%

Avanti Polar Lipids, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Brand GmbH, Wertheim
Beckman, USA

Echelon, USA
Kimberly-Clark, GB
Invitrogen, Karlsruhe
Hellma Optik, Jena
Deutero GmbH, Kastellaun

Deutero GmbH, Kastellaun
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2.1.15 Material fiir protein- und biochemische Methoden

Coomassie-Brillant-Blau (CBB) R/G-250 Serva, Heidelberg
BCA Protein Assay Detection-Kit Pierce, USA
Glutathion-Sepharose 4B Fast Flow und GSTrap GE Healthcare, Freiburg
4B Fast Flow-Saule, 5 ml
MonoS HR 5/5-Kationenaustauschersiule, 1 ml GE Healthcare, Freiburg
HilLoad 16/60 Superdex 75, 3-70 kDa GE Healthcare, Freiburg
>N-Ammoniumchlorid (NH4C1) Campro Scientific, Berlin
Acrylamid/N’, N’ Methylenbisacrylamid-Mix Serva, Heidelberg
(30%/0,8%)
Amicon-Ultrafiltrationseinheiten Millipore, USA
Whatman-Filterpapier Whatman International, GB
Protran-Nitrocellulosemembran Schleicher und Schiill, Dassel
Magermilchpulver Humana Milchunion, Herford
Protein-G-Sepharose 4 Fast Flow GE Healthcare, Freiburg
Super Signal West Pico-Chemilumineszenzsubstrat Pierce, USA
Ponceau S Serva, Heidelberg
Ammoniumpersulfat (APS) Roth, Karlsruhe
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe

2.1.16 Material fiir zellbiologische Methoden
Samtliches Plastik-Zellkulturmaterial, in Form von Schalen mit einem Durchmesser von
15 cm, 10 cm und 6 cm, 6-, 24- und 96-Loch-Platten sowie Flaschen mit einer Fliche von

25 ¢cm?, 75 cm? und 150 cm?, wurde von Costar, Corning Inc., USA bezogen.

BioWhittaker a-Minimal Essential-Medium (MEM) Lonza, Schweiz

HyClone Fotales Kilberserum (FKS) Perbio, Thermo Fisher Scientific,
Bonn

PBS (pH 7.,4; 300 mosmol): PAA Laboratories, Osterreich

8§ mM NazHPO4, 1,5 mM KH2PO4,
140 mM NacCl, 3 mM KCI

PBS/EDTA 0,5 g/l Na,EDTA in PBS

Transwell-Migrationseinheiten (8,0 um Porengrdf3e, Costar, Corning Inc., USA
6,5 mm Durchmesser)
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Lab-Tek Permanox-8-Kammer-Objekttrager

Deckglaschen fiir die Immunfluoreszenz,
(24 x 50) mm

Immersionsol

Neubauer-Zahlkammer

Deckgldschen fiir die Zédhlkammer, (20 x 26) mm
Paraformaldehyd (PFA)

Saponin

Bovines Serumalbumin (BSA)
GelMount-Eindeckelmedium

Handzéhlgerét

Zihlokular

OPTI-MEM

Accutase-Enzymmix

Trypanblau (0,4% w/v)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Frierbehilter Mr Freeze (Cryo 1°C)
Plastikzellschaber

Pasteurpipetten (mit und ohne Watte), 150 mm
Kryomikrogefdfle (2 ml, System 100)

Kristallviolett (Hexamethylpararosanilin-
Methylviolett 10B)

2.1.17 Software und Datenbanken
ACDP v2.6

Axiovision

EXPASY

MacMolly 3.7

LICOR

PUBMED

Origin 6.0

Nunc Inc., USA

Paul Marienfeld GmbH,
Lauda-Kd6nigshofen

Zeiss, Jena

Paul Marienfeld GmbH,
Lauda-Kd6nigshofen

Menzel-Glaser, Braunschweig
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA Laboratories, Osterreich
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Nikon, Japan

Gibco, Invitrogen, USA

PAA Laboratories, Osterreich
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Nalgene, Nunc Inc., USA
Costar, Corning Inc., USA
Roth, Karlsruhe

Nalgene, Nunc Inc., USA

Merck, Darmstadt

www.structuralchemistry.org
Zeiss, Jena

WWW.eXpasy.org

Softgene GmbH, Berlin
LICOR-Biosciences, USA
www.ncbi.nlm.nih.gov

Origin Lab, MicroCal, USA
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Sparky 3 T.D. Goddard & D.G. Kneller,
USA
Xwin-NMR Bruker Biospin, Karlsruhe

2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Bakterien

Um Plasmid-DNA aus Topl0-Bakterien zu isolieren, wurden jeweils 4 ml LB-Medium mit
einer von einer Agarplatte gepickten Bakterienkolonie angeimpft und iGN bei 37°C und
300 rpm geschiittelt. Antibiotika wurden dem LB-Fliissigmedium bzw. der LB-Agarplatte in

einer Endkonzentration von 50 pg/ml Kanamycin oder 200 pg/ml Ampicillin zugesetzt.

BL21 (DE3)-Bakterien wurden mittels Elektroporation mit pGEX-Plasmid-DNA transfor-
miert (2.2.1.5), auf ampicillinhaltigen (100 pg/ml) LB-Agarplatten ausgestrichen und iiN bei
37°C inkubiert. 100 ml Minimalmedium wurden mit drei Kolonien inokuliert und N bei
190 rpm und 37°C geschiittelt. Die Bakteriensuspension wurde fiir 10 Min bei 1900 x g und
RT zentrifugiert, und das erhaltene Bakterienpellet wurde in 11 frischem Minimalmedium

resuspendiert. Mit dieser Sekundirkultur wurde geméf 2.2.5.1 weiter verfahren.

Losungen fiir die Bakterienkultivierung

LB-Fliissigmedium: 1% (w/v) Trypton, 1% (w/v) NaCl, 0,5% (w/v) Hefeextrakt
LB-Festmedium: LB-Fliissigmedium, 1,5% (w/v) Agar-Agar

Minimalmedium: 5% (v/v) LB-Medium, 10% (v/v) 10 x M9-Salzlésung, 1% (v/v) Spurenelemente-
l6sung, 100 mg/l Ampicillin, 1 mM MgSO,, 0,3 mM CaCl,, 0,4% (w/v) Glukose, 1 mg/l Thia-
min, 1,5 mg/l Biotin, 0,5 mg/l "N-NH,CI bzw. 1,5 mg/ NH,CI

Spurenelementelosung (pH 7,6): 5 g/l Na,EDTA, 0,5 g/1 FeSOs, 50 mg/1 ZnCl,, 10 mg/l CuSO4
MO9-Salzlosung (10 x): 500 mM Na,HPO,, 150 mM KH,PO,, 100 mM NacCl

2.2.1.2 Bestimmung der optischen Dichte und Lagerung von Bakterienkulturen
Die Wachstumsphasen von Bakterienkulturen wurden anhand der optischen Dichte (OD)
identifiziert. Hierflir wurde 1 ml Fliissigbakterienkultur in einer Plastikkiivette gegen eine

Medienkontrolle bei einer Wellenldnge von 600 nm photometrisch vermessen.

Um Bakterienkulturen léngerfristig zu lagern, wurden 800 pl einer 3 ml-iN-Kultur mit

200 pl Glycerin griindlich gemischt und bei -80°C eingefroren.
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2.2.1.3 Herstellen chemisch-kompetenter Zellen

3 ml antibiotikafreies LB-Medium (2.2.1.1) wurde mit 50 pul chemisch-kompetenten
Top10-Zellen inokuliert und N bei 37°C geschiittelt. 250 pul Bakteriensuspension wurde
anschliefend in 100 ml LB-Medium tiberfiihrt und bei 37°C und 190 rpm bis zu einer ODgo
von 0,6 inkubiert (2.2.1.2). Die Bakterien wurden durch Zentrifugation bei 2890 x g und 4°C
fiir 15 Min sedimentiert und in 25 ml eiskalter CaCl,-Losung resuspendiert. Der Vorgang
wurde 2 x wiederholt. Das zuletzt erhaltene Bakterienpellet wurde in 2,5 ml CaCl,-Losung
resuspendiert und in 50 pl-Aliquots portioniert. Die Aliquots wurden in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80°C gelagert [Miilhardt 2006].

Losungen zum Herstellen chemisch-kompetenter Zellen

Calciumchlorid-Losung: 10 mM PIPES pH 7, 60 mM CaCl,, 15% (v/v) Glycerin

2.2.1.4 Transformation von Bakterien mittels Hitzeschock

Ein 50 pl-Aliquot chemisch-kompetenter Top10-Bakterien wurde im Eisbad aufgetaut und
mit maximal 1 pg Plasmid-DNA oder mit 5-10 pl Ligationsansatz vermischt. Der Ansatz
wurde fiir 30 Min auf Eis, dann fiir 45 s bei 43°C und schlieBlich fiir 2 Min auf Eis inkubiert.
Die Bakterien wurden in 250 pl handwarmem SOC-Medium (Invitrogen) aufgenommen und
fiir 1 h bei 37°C geschiittelt. Verschiedene Volumina der Bakteriensuspension wurden auf

antibiotikahaltigen LB-Agar-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C kultiviert.

2.2.1.5 Transformation von Bakterien mittels Elektroporation

25 pl elektrokompentente BL21 (DE3)-Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und in einer ge-
kiihlten Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand 2 mm) mit 0,2 pl pGEX-Plasmid-DNA
vermischt. Nach dem gesetzten Elektropuls (1,8 kV, 200 Ohm, 25 pF) wurden die Zellen in
I ml warmem LB-Medium (2.2.1.1) aufgenommen und schiittelnd fiir 1 h bei 37°C inkubiert.
50 pl der Bakteriensuspension wurden auf LB-Amp-Platten ausgestrichen und iiN bei 37°C
kultiviert.

2.2.1.6 Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maf3stab (Minipriparation)

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse. 2 ml einer iiN-Kultur (2.2.1.1) wurden fiir 5 Min bei 3200 x g und RT zentrifugiert.
Das erhaltene Bakterienpellet wurde in 200 pl Puffer P1 resuspendiert und fiir 5 Min auf Eis
gekiihlt. 200 pl Puffer P2 wurden zugegeben. Der Ansatz wurde mehrmals geschwenkt und
fiir 5 Min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 250 pl Puffer P3 wurde der Ansatz erneut
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mehrmals geschwenkt und fiir 15 Min eisgekiihlt. Das Gemisch wurde fiir 15 Min bei 4°C
und 16000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut analog zentrifugiert. Der dann er-
haltene Uberstand wurde mit 500 pl Isopropanol fiir 5 Min bei RT inkubiert. Die prizipitierte
Plasmid-DNA wurde durch 20-miniitige Zentrifugation bei 16000 x g und 4°C sedimentiert
und mit 750 pl 70% Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde bis zur Durchsichtigkeit bei
RT getrocknet, in 45 pl sterilem Wasser resuspendiert und iiber UV-Absorption quantifiziert.

Plasmid-DNA-Isolierungslésungen

Resuspensionspuffer P1: 50 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM Na,EDTA, 100 pg/ml RNase A
Lysepuffer P2: 200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS
Neutralisierungspuffer P3: 3 M KCH;COO/CH;COOH pH 5,5

2.2.1.7 TIsolierung von Plasmid-DNA im groflen Maf3stab (Maxipriparation)

Mit 50 pl einer dichten 4 ml GiN-Kultur wurde eine Sekundérkultur in 250 ml antibiotikahalti-
gem LB-Medium angeimpft und iiN bei 37°C geschiittelt. Die Bakterien wurden fiir 15 Min
bei 2890 x g und 4°C zentrifugiert, und das erhaltene Pellet wurde mit dem HiSpeed-Plas-
mid-DNA-Isolierungskit (Qiagen) nach Herstellerprotokoll aufgearbeitet.

2.2.1.8 Prazipitation von Plasmid-DNA

Bei einem ODj60/OD2go-Quotient einer Plasmid-DNA-Losung kleiner als 1,7, wurde die
Losung mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetatlosung (pH 4,8) und 2,5-fachem Volumen
kalten Ethanols p.A. gut gemischt und fiir 2 h bei -80°C inkubiert. Die Lésung wurde fiir
20 Min bei 11000 x g und 4°C zentrifugiert, und das resultierende Plasmid-DNA-Pellet
wurde 2 x mit 750 ul 70% Ethanol gewaschen und zentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde

bei RT getrocknet und anschlieBend in sterilem Wasser resuspendiert und quantifiziert.

2.2.1.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [Saiki et al. 1985]
Fiir analytische PCR-Reaktionen wurde die 7ag-Polymerase und fiir Klonierungen die
Pfu-Polymerase verwendet, die iliber eine 3’-5’-Exonukleaseaktivitit verfiigt. Die Ansétze

wurden auf Eis in PCR-Reaktionsgefdlen gemil Tabelle 2.5 pipettiert.
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Tabelle 2.5: Alternative PCR-Ansatze. Verwendet wurden entweder der PCR-Bio-Mix (Bioline) oder
das Tag- bzw. Pfu-Polymerasensystem (Fermentas).

Bio-Mix Taqg-Polymerase | Pfu-Polymerase

50 ng Plasmid-DNA oder 3,5 ug cDNA

0,25 yl 10 yM Primer sense

0,25 pl 10 yM Primer antisense

1,25 pl 10 x Taqg-Puffer mit (NH;),SO, 1,25 pl 10 x Pfu-Puffer mit MgSO,
6,25 pl 10 x PCR- 0,25 pl 25 mM MgCl, -
Bio-Mix 0,625 pl 10 mM dNTPs
0,125 pl Taq | 0,125 pl Pfu

add 12,5 pl H,O

Folgendes Programm wurde anschlieBend in dem PCR-Gerit der Firma Bio-Rad gefahren:

Initiale Denaturierung: 94°C 1 Min
Denaturierung: 94°C 20
Primer-Anlagerung: An-T’ 1 Min 30 x
Primer-Extension: 72°C  1-3% Min

Finale Elongation: 72°C 10 Min

Halten: 4°C o

2.2.1.10 Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Fiir die Restriktionseinzelanalyse wurden 5 pg Plasmid-DNA mit sterilem Wasser, 0,25 U/ul
Enzym und 2 pl zugehdrigem Enzympuffer in einem Volumen von 20 pl gemischt und fiir
1 h bei 37°C inkubiert. Fiir einen Doppelverdau wurden je Enzym 0,5 U/ul und der Puffer Y
in 2-facher Endkonzentration eingesetzt. Fiir praparative Zwecke wurden 10 ug Vektor-DNA
oder 50 pl aufgereinigtes PCR-Produkt in einem Volumen von 60 pl in einem Restriktions-

doppelverdau fiir 2 h bei 37°C inkubiert.

2.2.1.11 Aufreinigung von loslichen PCR-Produkten oder von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen

Nach der Agarosegelelektrophorese eines Restriktionsansatzes wurden die gewiinschten

DNA-Agarose-Banden unter der UV-Lampe ausgeschnitten. Sowohl die in Agarosestiicken

’ Die Hybridisierungstemperatur (Annealing temperature, An-T) wurde primer- und polymerasenspezifisch
ermittelt. Fiir Informationen tiber Sequenz und Schmelztemperatur der Oligonukleotide siehe Tabelle 2.1.

¥ Die Elongationszeit betrug abhingig von der Linge des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts und der
eingesetzten Polymerase 1 Min/kb DNA (7aq) oder 2 Min/kb DNA (Pfu).
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enthaltene DNA als auch 16sliche PCR-Produkte wurden mit dem QlA4quick-Gel-Extraktions-

kit (Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

2.2.1.12 Ligation von DNA-Fragmenten

In einer Ligationsreaktion wurden 20 ng linearisierte, dephosphorylierte Vektor-DNA (siehe
unten) mit 20- bzw. 35-fachem molaren Uberschuss der analog restriktionsverdauten
Insert-DNA eingesetzt. In dem Gesamtvolumen von 20 pl wurden 2 pl 10 x T4 DNA-Ligase-
puffer und 1 pul T4 DNA-Ligase zugefiigt. Die Ligation erfolgte iiN bei 4°C.

Der linearisierte Zielvektor wurde vor der Ligation mit alkalischer Phosphatase (CIAP) am
5’-Ende dephosphoryliert. Hierfiir wurde 50 pl aufgereinigter, linearisierter Vektor mit 6 pl
CIAP-Puffer, 1 ul CIAP und 3 pl sterilem Wasser fiir 1h bei 37°C inkubiert. Die CIAP
wurde anschlieend fiir 15 Min bei 80°C inaktiviert.

2.2.1.13 Klonierung der fiir die C-SH2- und die N+C-SH2-Domiine der PLCy1
kodierenden DNA-Sequenzen in den pEGFP-C1-Expressionsvektor

Um die C-SH2- und die Tandem-N+C-SH2-Doméne der PLCy1 als GFP-Fusionsproteine zu
erhalten, wurden ihre kodierenden DNA-Sequenzen iiber BamHI- und Xbal-Schnittstellen
aus dem pGEX-Vektor entfernt und in den pEGFP-C1-Vektor inseriert, wie in Abb. 2.1 dar-
gestellt ist. Die zugehdrigen Vektorkarten sind im Anhang aufgefiihrt.

pEGFP- pGEX- pEGFP-

10000 -

3000 |
3500
3000/
500/

. ¢
«N+C-SH2 500
«CSH2 gy + C-SH2

Abb. 2.1: BamHI/Xbal-Kontrollverdau des pEGFP-C1-Plasmids mit inserierter cDNA der C-SH2-
oder der N+C-SH2-Doméne der PLCy1. Gezeigt sind drei Darstellungen eines ethidiumbromidge-
farbten Agarosegels (1,5%). Die fur die C-SH2- oder die N+C-SH2-Domane kodierenden DNA-Se-
quenzen wurden mittels BamHI- und Xbal-Spaltung aus dem pGEX-Vektor ausgeschnitten, aufgerei-
nigt und in den analog verdauten, dephosphorylierten pEGFP-C1-Vektor inseriert. In der jeweiligen
Ligationsreaktion wurde das C-SH2-Fragment mit 35-fachem und das N+C-SH2-Fragment mit
20-fachem molaren Uberschuss zum Vektor eingesetzt. Chemisch-kompetente Top10 Bakterien wur-
den mit den Ligationsansatzen transformiert. Die Plasmid-DNA kanamycinresistenter Klone wurde
isoliert und mit BamHI und Xbal endonukleolytisch kontrollverdaut (A). Unter starkerer Belichtung
wurden in dem Agarosegel auch das 627 bp-Fragment der N+C-SH2-Doméane (B) und das
270 bp-Fragment der C-SH2-Domane (C) im pEGFP-C1-Vektor detektiert. Die im Agarosegel positiv
getesteten Plasmid-DNA-Proben wurden anschlieend sequenziert.
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2.2.1.14 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Fiir die Sequenzierung von Plasmid-DNA nach dem Kettenabbruchverfahren wurden der
Cycle Sequencing-Kit (GE Healthcare) und fluorophormarkierte Oligonukleotide (Tabelle
2.1) eingesetzt [Sanger et al. 1977, Sears et al. 1992]. 5 pg Plasmid-DNA wurden mit je 1 pl
IRD700-konjugiertem Strang- bzw. IRD800-konjugiertem Gegenstrang-Primer (je 2 uM)
und sterilem Wasser auf ein Volumen von 13 pl aufgefiillt. Je 3 ul des Gemischs wurden auf
vier PCR-Reaktionsgefdfle verteilt und jeweils mit 3 pl einer der Nukleotidlosungen A, C, G
oder T gut gemischt. Eine PCR mit folgendem Programm wurde in dem PCR-Cycler der
Firma Bio-Rad gefahren:

Initiale Denaturierung: 94°C 2 Min
Denaturierung: 94°C 20s
Primer-Anlagerung: 61,5°C 20s 24 x
Primer-Extension: 72°C 20s

Halten: 4°C o0

Die PCR-Reaktionen wurden durch Zugabe von 5 pl Stoplosung (im Kit enthalten) und
Erhitzen auf 72°C fiir 3 Min beendet. Die anschlieBende Gelelektrophorese und Rohdaten-
gewinnung wurden von Frau Katrin Biittner, Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie,
Charité-Universititsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, vorgenommen. Die gene-
rierten Daten wurden mithilfe des Alignment-Programms der MacMolly Software 3.7 mit der

Ziel-DNA-Sequenz abgeglichen.

2.2.2 Lipidchemische Methoden

2.2.2.1 Herstellen von Lipidlosungen

Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylserin (PS) wurden in einer Konzentration von
10-25 mg/ml in Chloroform; Phosphatidylinositol(4,5)bisphosphat (PI1(4,5)P,) und Phosphati-
dylinositol(3,4,5)trisphosphat (P1(3,4,5)P;) hingegen in einem Gemisch aus Chloroform:
Methanol: Wasser (20:9:1 Volumen%) geldst.

2.2.2.2 Langmuir-Filmwaagenmessungen
Filmwaagenmessungen erfolgen an Einschichtmembranen (monolayer), die durch Spreitung
einer Phospholipidmischung auf einer wéssrigen Losung entstehen. Die so gebildeten Lipid-

filme ermoglichen modellhaft die Untersuchung von Vorgidngen an Phasengrenzen, wie z.B.

43



MATERIAL UND METHODEN

zwischen Plasmamembran und Cytosol. Dabei kénnen einzelne Parameter wie die Zusam-

mensetzung der Lipidmischung oder des Puffers gezielt variiert und untersucht werden.

Tabelle 2.6: Alternative Puffer fir die Langmuir-Filmwaagenmessungen.

Bestandteil Standardpuffer | lonenpuffer | Phosphatpuffer
HEPES/NaOH pH 7,2 (16°C) 50 mM 50 mM 50 mM
NaCl 100 mM 100 mM 50 mM
MgCl, - 5mM -

CaCl, - 5mM -
NaH,PO, - - 50 mM

Die Filmwaagenmessungen wurden mit dem Filmwaagenmodell 601 (Nima) bei 20°C in der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Andreas Hofmann am Eskitis-Institut der Griffith-Universitét
in Brisbane, Australien, durchgefiihrt [Hu et a/. 2008]. Die verwendete Filmwaage verfiigt
iiber eine bewegliche Barriere, die computergesteuert innerhalb einer Fliche von 99 cm” und
20 cm” bewegt und fixiert wurde. Vor der Benutzung wurden Filmwaage und Zubehér (Trog,
Barriere, Minimagnetstab, Absaugspitze) mit einem chloroform-, dann mit einem ethanol-
getrankten Zellstofftuch und schlieBlich mit einem trockenen Préizisionswischtuch geséubert.
Nach dem Zusammenbau der Apparatur wurden 100 ml Puffer in den Trog gegossen (Tabelle
2.6) und dieser mithilfe eines Minimagnetstabs kontinuierlich auf niedrigster Stufe geriihrt.
Als Drucksensor diente eine Wilhelmy-Platte, ein Stiick Whatman-Papier der Mafle 2,4 cm x
1 cm. Diese wurde hingend in den Puffer eingetaucht, ohne den Boden des Trogs zu beriih-

ren (Abb. 2.2).

| .- Wilhelmy-Platte
--- Trog
“- Barriere (offen)

- Minimagnetstab

Y > Puffer
Abb. 2.2: Aufbau der gebrauchsfertigen Langmuir-Filmwaage.

S—— |

Die Barriere wurde im Rahmen einer ,,Isothermen‘-Messung bis zu einer Fliache von 20 cm?
geschlossen, und Verunreinigungen der Pufferoberfliche wurden abgesaugt. Die Barriere
wurde voll gedffnet, die Lipidmischung (Tabelle 2.7) wurde tropfchenweise auf der Puffer-
oberflache verteilt und fiir 10 Min zu einem Einschichtfilm gespreitet. Zundchst wurde fiir

jedes Lipidgemisch das Volumen ermittelt, bei dem die Druck-Fliche (n-A)-Isotherme einen
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Phasentibergang von fliissig-kondensiert zu fliissig-expandiert bei © = 15,5 mN/m besal}. Mit
dem ermittelten Volumen der jeweiligen Lipidmischung wurde ein neuer Film gespreitet. Im
Rahmen einer 20-mintitigen ,,Druckkontroll“-Messung wurde dann die Fliche eingestellt, die
dem initialen Spreitungsdruck m; = 15,5 mN/m entsprach. Im anschlieBenden, 40-miniitigen
,Flachenkontroll”’-Experiment wurde die Fliche konstant gehalten, und der Spreitungsdruck
n wurde aufgezeichnet. Nach den ersten 5 Min wurden dabei 250 nmol Peptid al-cyto,
KIGFFKR, PLKKKMEK, al-scrambled oder $1-4 bzw. Wasser in die wissrige Phase inji-
ziert, und die Spreitungsdruckmessung wurde nach weiteren 35 Min beendet. Die Messdaten
wurden mithilfe des Microsoft Excel-Programms prozessiert und die Anderungen des Sprei-

tungsdrucks (Am = n—m;) wurden berechnet.

Tabelle 2.7: Zusammensetzungen einzelner Lipidmischungen zur Generierung von Langmuir-
Einschichtfilmen. MG: Molekulargewicht, DM: Dimyristoyl-, PC: Phosphatidylcholin, PS: Phosphati-
dylserin, PI(4,5)P,: Dioleoylphosphatidylinositol(4,5)bisphosphat, PI(3,4,5)P;: Dioleoylphosphatidyl-
inositol(3,4,5)trisphosphat

Volumina einzelner Lipidbestandteile
Lipidmischung | Zusammensetzung | mittleres MG | DMPC | DMPS | PI(4,5)P, | PI(3,4,5)P;

(0,5 g/l in 100 pl) [mol%] [g/mol] [0,59/1] | [0,59/1]| [0,59g/] | [0,59/l]
PC:PS 50:50 689,9 49,1 ul | 50,9 ul - -
PC:PS 85:15 681,5 84,6 ul | 15,5 l - -
PC:PS:PI(4,5)P; 54:44:2 696,4 525l | 44,4l | 3,14l -
PC:PS:PI(4,5)P, 60:35:5 716,6 575ul | 349l | 7,7yl -
PC:PS:PI(3,4,5)P; 56:42:2 704,6 54,3 ul | 42,3 pl - 3,4 ul
PC:PS:PI(3,4,5)P; 65:30:5 725,9 62 ul | 29,8 l - 8,3 ul

2.2.2.3 Priaparation von Liposomen

Liposomen bzw. Vesikel bestehen aus einer Lipiddoppelschicht, die ein wissriges Komparti-
ment umschlieft. Multilamellare Vesikel (MLVs) sind zwiebelschalendhnlich aus mehreren
dieser Doppelschichten aufgebaut. In der Anzahl der einzelnen Schichten und somit ihres
Durchmessers sind MLVs duB3erst heterogen (200-2000 nm). Unilamellare Vesikel sind hin-
gegen von einer Lipiddoppelschicht umgeben und lassen sich in grofle (100-200 nm, LUV,
2.2.2.4) oder kleine, unilamellare Vesikel (20-50 nm, SUVs, 2.2.2.5) einteilen.

2.2.2.4 Priparation von multilamellaren Vesikeln (MLVs) und grofien, unilamellaren
Vesikeln (LUVs)

Die Préparation von groflen, unilamellaren Vesikeln (LUVs, large unilamellar vesicles) aus
multilamellaren Vesikeln (MLVs) erfolgte in dem Labor von Herrn Priv.-Doz. Dr. Christian

Freund am Leibniz-Institut fiir Molekulare Pharmakologie, Berlin-Buch. Generiert wurden
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600 ul Vesikelsuspension mit einer Konzentration von 4 mM, deren Zusammensetzung

Tabelle 2.8 entnommen werden kann.

Fiir jede MLV-Sorte wurde ein Reagenzglas verwendet und dieses je 2 x mit Methanol und
Chloroform ausgespiilt. In das Reagenzglas wurden 200 pul Chloroform und die Phospho-
lipide pipettiert. Die Lipidmischung wurde fiir 1 h am Rotationsverdampfer und anschlie3end
N im Hochvakuum vollstindig evaporiert. Der Lipidfilm wurde mit Liposomenpuffer fiir
30 Min bei RT inkubiert und griindlich resuspendiert. Die erzeugte triibe MLV-Suspension
wurde in ein Mikroreaktionsgefdl3 iiberfiihrt und fiinf Gefriertaucyclen unterworfen (1 Min
fliissiger Stickstoff - 5 Min RT-Wasserbad). Die MLVs wurden bis zu ihrer Weiterverarbei-
tung in LUVs bei -20°C gelagert.

Tabelle 2.8: Praparation von MLVs und SUVs. PO: Palmitoyloleoyl-, PC: Phosphatidylcholin,
PS: Phosphatidylserin, PI(4,5)P,: Dioleoylphosphatidylinositol(4,5)bisphosphat, PI(3,4,5)P3: Dioleoyl-
phosphatidylinositol(3,4,5)trisphosphat

Volumina einzelner Lipidbestandteile
MLVs/LUVs Zusammensetzung POPC POPS Pi(4,5)P, PI(3,4,5)P;
(4 mM in 600 pl) [mol%)] [20 g/1] [20 g/1] [0,1 g/l] [0,1 g/l]
PC:PS 50:50 45,6 yl 47 pl - -
PC:PS 85:15 77,5 pl 14,1 - -
PC:PS:PI(4,5)P, 54:44:2 49,3 ul 41,4 pl 516,6 pl -
PC:PS:PI(3,4,5)P; 56:42:2 51,1 ul 39,5 ul - 656,2 ul

LUVs wurden mittels Extrusion der ML V-Suspension durch eine Polycarbonatmembran mit
100 nm PorengrofBBe hergestellt. Hierfiir wurde ein Miniextruder (Avanti Polar Lipids) gemé&f
den Herstellerangaben verwendet. Extrudiert wurde in siebzehn Schiiben, wobei der Uber-
gang von der triilben MLV-Suspension zu einer klaren LUV-Losung zu beobachten war.
Diese wurde in ein Zentrifugenmikroreaktionsgefdl tiberfithrt, mit LUV-Puffer auf 1,4 ml
aufgefiillt und fiir 1 h bei 8°C und 90000 x g zentrifugiert. Das Liposomenpellet wurde ent-
sprechend der Endkonzentration von 4 mM in LUV-Puffer resuspendiert. LUVs wurden bei
6°C gelagert und innerhalb eines Tages fiir den Co-Sedimentationstest (2.2.2.6) und inner-

halb von einer Woche fiir die Co-Immunoprézipitation (2.2.5.18) verwendet.

Puffer fiir die Priparation von MLVs und LUVs

Liposomenpuffer: 10 mM MOPS pH 7,2, 176 mM Sucrose

LUV-Puffer: 10 mM MOPS pH 7,2, 100 mM NaCl
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2.2.2.5 Praparation von multilamellaren Vesikeln (MLVs) und kleinen, unilamellaren
Vesikeln (SUVs)

Die Herstellung von kleinen, unilamellaren Vesikeln (SUVs, small unilamellar vesicles) fiir
die CD-Spektroskopie (2.2.3.1) erfolgte in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Andreas Hof-
mann am Eskitis-Institut der Griffith-Universitdt Brisbane, Australien [Hu et al. 2008].

Die erforderlichen Lipidvolumina fiir die Praparation von je 1 umol SUVs (Tabelle 2.9) wur-
den in einem Reagenzglas mit 2 ml Chloroform-Methanol-Gemisch (2:1) iiberschichtet und
anschlieBend unter einem konstanten Stickstoffstrom abgedampft. Zu dem Lipidfilm wurden
3 ml Diethylether gegeben und die Lipide erneut bis zur Trockne evaporiert. Der Lipidfilm
wurde mit 1 ml CD-Puffer fiir 30 Min bei RT inkubiert und resuspendiert. Die entstandene
MLV-Suspension wurde fiir 10 Min bei 10°C und 11000 x g zentrifugiert. Das Liposomen-
pellet wurde in dem entsprechenden Volumen CD-Puffer resuspendiert (Spalte 4 in der
unteren Hilfte von Tabelle 2.9) und bei RT sonifiziert, bis eine klare SUV-Lsung entstand.
Durch Eiszugabe wurde die Temperatur des Ultraschallwasserbads hierbei unter 20°C gehal-
ten. SUVs wurden frisch fiir CD-spektroskopische Messungen verwendet (2.2.3.1), wo sie
durch ihre geringe GroB3e weniger Streuung als LUVs oder MLVs erzeugten.

Tabelle 2.9: Praparation von 1 ymol SUVs. DO: Dioleoyl-, PC: Phosphatidylcholin, PS: Phosphati-
dylserin, PI(4,5)P,: Dioleoylphosphatidylinositol(4,5)bisphosphat, PI(3,4,5)P;: Dioleoylphosphatidyl-
inositol(3,4,5)trisphosphat

Volumina einzelner Lipidbestandteile

tamolsuve | O | mogn | mogm | wsan | osan
PC:PS 50:50 39,4 ul 40,3 pl - -
PC:PS:PI(4,5)P, 54:44:2 42,5 yl 35,5 ul 43 pl -
PC:PS:PI(3,4,5)P; 56:42:2 441 yl 33,9 ul - 46,9 pl

Eigenschaften
1 umol SUVs Zusammensetzung | Gesamtlipid | Volumen Konzentration
[mol%] [mg] [wl] [mg/ml] [mM]

PC:PS 50:50 796,9 79,7 12,55
PC:PS:PI(4,5)P, 54:44:2 801,5 80,2 10 12,47
PC:PS:PI(3,4,5)P; 56:42:2 803 80,3 12,45

Losungen fiir die Priparation von SUVs

CD-Puffer: 10 mM Na,HPO, pH 7,5, 20 mM NacCl
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2.2.2.6 Liposomen-Co-Sedimentationstest
Der Liposomen-Co-Sedimentationstest zur Analyse von Lipid-Protein-Interaktionen wurde in
der Arbeitsgruppe von Herrn Priv.-Doz. Christian Freund am Leibniz-Institut fiir Molekulare

Pharmakologie in Berlin-Buch durchgefiihrt [Heuer et al. 2006].

In einem Gesamtvolumen von 200 pl wurden in einem Ultrazentrifugenmikroreaktionsgefaf3
LUVs (2.2.2.4) in der Endkonzentration von 0, 100, 300, 600, 900 oder 1600 uM mit 30 uM
al-cyto-Peptid und LUV-Puffer (2.2.2.4) gemischt. Nach 30-miniitiger Inkubation bei RT
wurde der Ansatz fiir 1 h bei 90000 x g und 10°C zentrifugiert. 190 ul des Uberstands wur-
den abgenommen, und das verbleibene LUV-Pellet wurde in 30 pl 1,3 x SDS-Probenpuffer
fir 5Min auf 95°C erhitzt. Die Gelelektrophorese der Proben und die nachfolgende
CBB-Firbung des Gels erfolgten wie unter 2.2.5.13 und 2.2.5.15 beschrieben. Die geféarbten
Gele wurden eingescannt, und co-sedimentiertes Peptid wurde densitometrisch mithilfe der
Odyssey-Software quantifiziert. Fiir die Kurvenanpassung der hyperbolen Kurven wurde das

Origin-Programm verwendet.

2.2.2.7 Liposomenvermittelter Protein-Protein-Interaktionstest

Um den Einfluss von LUVs auf die Interaktion der PH-Domine der PLCy1 mit der cytoplas-
matischen Sequenz der o.l-Integrinuntereinheit zu untersuchen, wurden 600 uM LUVs, 5 uM
aufgereinigtes PH-Protein und 30 uM al-cyto-Peptid gemischt und mit LUV-Puffer (2.2.2.4)
auf 20 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei RT inkubiert und einer nativen Gelelektro-
phorese unterzogen (2.2.5.14).

2.2.2.8 PIP-Strip-Inkubationstest [Kavran ez al. 1998]

PIP-Strips von Echelon sind hydrophobe Membranen, auf deren Oberfléche je 100 pmol ver-
schiedene Phospholipide transferiert wurden. Die Membranen wurden lichtgeschiitzt mit
TBS inkl. 3% BSA fiir 1 h bei RT blockiert und mit GST-al-cyto (10 pg/ml in TBS) iiN bei
4°C im Dunkeln geschwenkt. Nach 3-maligem Waschen mit TBS wurde die Membran mit
einem peroxidasegekoppelten anti-GST-Antikorper (1:1000 in TBS) fiir 2 h bei RT inkubiert
und anschliefend 4 x mit TBS gewaschen. Gebundenes Protein wurde mittels Chemilumines-

zenz (2.2.5.16) detektiert.

Losungen fiir den PIP-Strip-Inkubationstest

TBS: 50 mM Tris/HCI pH 8, 50 mM NaCl
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2.2.3 Biophysikalische Methoden

2.2.3.1 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Dem Phédnomen des Circulardichroismus’ (CD) liegt die Eigenschaft chiraler Molekiile zu-
grunde, links und rechts zirkuldr-polarisiertes Licht unterschiedlich stark zu absorbieren.
Nach dem Durchgang durch eine chirale Losung besitzen die links und rechts zirkulédr-polari-
sierten Lichtstrahlen deshalb unterschiedliche Amplituden, so dass der kombinierte austreten-
de Lichtstrahl statt urspriinglich planar nun elliptisch polarisiert ist. Die erzeugte Elliptizitét

Uobs des Lichtstrahls wird in Grad gemessen und ist durch GI. 1 definiert.

Dgps = tan‘l( 2) Gl. 1

wobei b/a das Verhéltnis der groBeren zu der kleineren Achse des elliptisch polarisierten

Lichtstrahls darstellt.

Unter Einbeziehung der Weglénge d des Lichts und der Konzentration ¢ der Probenldsung

ergibt sich die molare Elliptizitit O, mit der Einheit [Grad - cm*/dmol].
O = Tobs x 10 x ¢ x d”' = 3300 x Ag, Gl 2

wobei Ae die Differenz der molaren Extinktionskoeffizienten der links und rechts zirku-

lar-polarisierten Lichtstrahlen ist [Fallert-Miiller 1999/2000].

In CD-Spektren ist O, graphisch gegen die eingestrahlte Wellenldnge aufgetragen. Aufgrund
der Lichtabsorption der Peptidbindung liefern die CD-Kurven im Bereich zwischen 190 nm

und 250 nm Informationen uber die Sekundéarstruktur von Proteinen.

Die CD-Messungen wurden an einem Jasco-Spektropolarimeter mit einem Peltierheiz-
element bei 20°C in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Hofmann an der Griffith-Universitét
in Brisbane, Australien, durchgefiihrt. Proben wurden in einem Volumen von 300 pl in einer
Quartzkiivette von 0,1 cm Dicke vermessen. In jeder Messung wurden drei Scans a
10 nm/Min zwischen den Wellenldngen 190-260 nm aufgenommen und addiert, und die
Messwerte von zwei unabhidngigen Messungen wurden gemittelt. Als Probe diente Puffer,
dem 0,1-0,239 mg/ml Peptid und/oder 3 mM SUVs zugegeben wurden. Die Messdaten wur-
den mithilfe der ACDP-Software um den Hintergrund korrigiert, prozessiert und geglittet
[Hofmann 2009].
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Losungen fiir die CD-Spektroskopie

CD-Puffer: 10 mM Na,HPO, pH 7,5, 20 mM NacCl

2.2.3.2 Kernmagnetische Resonanz (NMR)-Spektroskopie

Die NMR (nuclear magnetic resonance)-Spektroskopie dient der Strukturuntersuchung von
Molekiilen. Anwendung finden hierbei die Isotope 'H, '*C und "N, deren Atomkern einen
Eigenspin besitzt. Mit diesem Eigenspin ist eine Zirkulation elektrischer Ladung verbunden,
die wiederum ein magnetisches Feld induziert [Fallert-Miiller 1999/2000]. Befindet sich das
betreffende Atom in einem statischen dufleren Magnetfeld, so treten Wechselwirkungen der
zugehorigen magnetischen Momente auf, was zu einer Aufspaltung der Energieniveaus des
Atomkernspins fiihrt. Im Rahmen der NMR-Spektroskopie werden diese Uberginge indu-
ziert, um Informationen iiber energetische Aspekte und sie bedingende strukturelle Gegeben-

heiten zu erhalten.

NMR-spektroskopische Messungen wurden unter Anleitung an einem 600 MHz-Spektro-
meter (Bruker DRX600) bei 303 K am Leibniz-Institut fiir Molekulare Pharmakologie,
Berlin-Buch, vorgenommen. 500 pl aufgereinigtes Protein oder al-cyto-Peptid wurden in
einem NMR-Rdhrchen mit 55 pl Deuteriumoxid gemischt. Mithilfe von eindimensionalen
'H-NMR-Spektren wurden Informationen iiber den Faltungszustand der Proteine bzw. des
Peptids (un- bzw. "N-markiert) erhalten. Fiir die Aufnahme von zweidimensionalen 'H-'"N-
HSQC (heteronuclear single quantum coherence)-Spektren wurde '“N-markiertes Protein
verwendet, das zundchst pur und dann in Gegenwart eines Peptids (1-3 mM) vermessen
wurde. Mithilfe der Programme Xwin-NMR bzw. Sparky 3 wurden Phasenkorrektur und

Prozessierung der Spektren vorgenommen.

2.2.4 Computerbasierte Methoden

2.2.4.1 Molekiildynamik (MD)-Computersimulation

Die Struktur von Molekiilen kann neben der NMR-Spektroskopie auch mithilfe von compu-
tergestiitzten Rechnungen auf atomarer Ebene untersucht werden. Hierbei wird kein
statisches Bild der Molekiilkonformation geliefert, sondern mithilfe von Molekiildynamik
(MD)-Simulationen sind Informationen sowohl iiber die intramolekulare Dynamik des Mole-
kiils als auch tiber seine intermolekularen Kontakte zugénglich [van Gunsteren & Berendsen
1990, DKFZ 2009]. Heutzutage kdnnen Zeitspannen von bis zu 1 ms des Molekiilverhaltens

simuliert werden; die Rechenzeit hingegen kann selbst bei Hochleistungsrechnern bis zu

50



MATERIAL UND METHODEN

mehreren Monaten betragen. Als Ergebnis einer MD-Simulation werden Trajektorien erhal-
ten, welche die zeitliche Abfolge der rdumlichen Koordinaten und Geschwindigkeiten eines

jeden Atoms bezeichnen.

Die Faltung des al-cyto-Peptids wurde in Wasser oder 100 mM NaCl fiir eine Dauer von
250 ns oder 200 ns von Prof. Andreas Hofmann simuliert. Die Rechnungen wurden mithilfe
des Programmpakets GROMACS [van der Spoel et al. 2005] und eines Protokolls von
Kerrigan [Kerrigan 2003] durchgefiihrt. Dabei wurden das gmx-Kraftfeld und die explizite
Solvatisierung mittels des spc-Wassermodells verwendet. Zunédchst wurde das al-cyto-Pep-
tid manuell mit dem Programm O konstruiert und die Geometrie des Peptids optimiert [Jones
et al. 1991]. Um die Ladungsneutralitdt in der Simulationszelle zu gewihrleisten, wurden
sechs Wassermolekiile durch Chloridionen ausgetauscht. Fiir die Simulation in 100 mM
NaCl wurden sechzehn Wassermolekiile durch elf Chlorid- und fiinf Natriumionen ersetzt.
Fiir die Rechnungen wurden in drei Dimensionen periodische Grenzbedingungen definiert.
Elektrostatische Fernwechselwirkungen wurden mithilfe der PME (particle mesh ewald)-Me-
thode modelliert. Fiir die initiale Aquilibrierung des Systems in der Simulationszelle wurde
zunichst eine peptidfixierte Simulation fiir 20 ps durchgefiihrt und die Zelle dabei konti-
nuierlich auf 300 K erwérmt (position-restrained dynamics simulation). Visualisierung und
Analyse der erhaltenen Trajektorien erfolgten mithilfe der Programme GROMACS bzw.
VMD [Humphrey et al. 1996]. Dabei wurden ausgewéhlte Atomabstinde und der Gyrations-

radius des al-cyto-Peptids als strukturelle Parameter bestimmt.

2.2.5 Proteinchemische und biochemische Methoden

2.2.5.1 Expression von GST-Fusionsproteinen

Die PLCyl-Dominen PH, N-SH2, C-SH2 und N+C-SH2 als auch die al-cytoplasmatische
Sequenz wurden als GST-Fusionsprotein heterolog in E.coli exprimiert und aufgereinigt.
Physikalische Informationen zu einzelnen Proteinen sind in Tabelle 2.10 zusammengestellt.
Die rekombinanten Proteine umfassten mehr Aminosduren, als der eigentlichen Doméne
entsprechen, da zum einen einige die Doméne umgebende Aminoséurereste ebenfalls kloniert
wurden. Zum anderen kodiert der pGEX-Abschnitt zwischen dem Leseraster von GST und
dem der Proteindomédnensequenz fiir einige zusitzliche Aminosduren, welche u.a. die
Thrombinschnittstelle darstellen. Die Plasmidkarte des pGEX-Vektors und die Aminosduren-

sequenz der PLCy1 sind im Anhang aufgefiihrt.
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Tabelle 2.10: Mithilfe des Protparam-Algorithmus des EXPASY-Programms gewonnene phy-
sikalische Daten der GST-Fusionsproteine. Angegeben sind die Anzahl der Aminosaurereste, das

Molekulargewicht (MG), der isoelektrische Punkt (pl) und der molare Extinktionskoeffizient ¢ bei
280 nm.

rekombinantes Anzahl der - K
Protein Aminosaurereste | MC [kDal pl €280 nm [M"- cm"]
GST 223 26 6,1 43110
GST-a1-cyto 249 29 8,8 43110
PH 149 17,1 79 21095
PH 3/4 149 17,1 5,51 21095
PH 6/7 149 17,1 7,9 19605
N-SH2 116 13,2 6,6 11585
C-SH2 109 12,6 10,3 14440
N+C-SH2 227 26,2 9,2 31650
al-cyto 26 3 11,8 -

Die Expressions- und Aufreinigungsbedingungen der Fusionsproteine GST-PH, -N-SH2,
-C-SH2, -N+C-SH2 und -al-cyto sind in Tabelle 2.11 aufgelistet. Bakterien des Stamms
BL21 (DE3) wurden mit den pGEX-Plasmid-DNA-Konstrukten transformiert (2.2.1.5), und
die primdren iiN-Kulturen wurden wie unter 2.2.1.1 beschrieben kultiviert. Die bakterielle
Expression der GST-Fusionsproteine wurde mit IPTG induziert, wobei auch frisches Ampi-
cillin (100 pg/ml) zugegeben wurde. Die Proteinexpression erfolgte schiittelnd bei 190 rpm
fiir den in Tabelle 2.11 angegebenen Zeitraum. Die Expressionskultur wurde gekiihlt bei
18000 x g fiir 15 Min zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in Lysepuffer (20 ml/l Bakte-
rienkultur) resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mit flinf Ultraschallstoen a 30 s auf
Eis, unterbrochen von gleichlangen Pausen. Die Suspension wurde mit Triton X-100 (End-
konzentration 1% (v/v)) versetzt und fiir 20 Min bei 53000 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde fiir die GST-Affinitétschromatographie (2.2.5.2) verwendet.

Tabelle 2.11: Bedingungen fiir die bakterielle Expression und die Aufreinigung von
GST-Fusionsproteinen.

GST- PH | N-SH2 | C-SH2 |  N+C-SH2 al-cyto
. ODgoo 0,7 0,4 0,2
Induktion
IPTG [mM] | 0,05 0,05 | 0,01 0,5
4h 4n | (N 6h
Expression _II:_)auer t 1h37°C
emperatur ° ° ° ’
P u 30°C 37°C 30°C 5h 30°C
Aufreinigung des HiTrap GST-Affinitdtschromatographie (Profinia)
GST-Fusionsproteins Gelffiltration (FPLC)
Aufreinigung des Kationenaustausch- Gelfiltration
Zielproteins nach der Gelffiltration (FPLC) . (HPLC),
. chromatographie o
Thrombinspaltung Lyophilisierung
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Losungen fiir die Expression rekombinanter Proteine

Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI pH 8, 200 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA, 5 mM DTT (frisch), 1 PIC-Tab-
lette/15 ml (frisch)

2.2.5.2 GST-Affinititschromatographie

Zur Aufreinigung der GST-Fusionsproteine wurden eine 5 ml-Séule (GSTrap 4B Fast Flow,
GE Healthcare) und das Proteinreinigungssystem Profinia (Bio-Rad) geméall den Hersteller-
angaben verwendet. Pro 20 ml Bakterienlysat wurde ein Aufreinigungslauf gefahren. Das
GST-Fusionsprotein wurde in 15 ml glutathionhaltigem Elutionspuffer (Bio-Rad) eluiert und

wihrenddessen quantifiziert.

2.2.5.3 Thrombinspaltung von Fusionsproteinen

In dem pGEX-Vektor befindet sich zwischen dem fiir GST kodierenden Leseraster und der
MKS eine DNA-Sequenz, die fiir eine Thrombinschnittstelle kodiert. Um die GST-Markie-
rung von den rekombinanten PLCy1-Domédnen mit Thrombin abzuspalten, wurde das jewei-
lige Eluat der GST-Affinitdtschromatographie (2.2.5.2) mit 1 U Thrombin pro mg Protein iiN
bei 4°C leicht schwenkend inkubiert. Das GST-al-cyto-Eluat wurde vor der Inkubation mit
Thrombin zunéchst mithilfe eines Amicon-Filters mit 10 kDa Ausschlussvolumen (MWCO)

auf ein Volumen von 2 ml eingeengt (2.2.5.6).

2.2.5.4 GrofBlenausschlusschromatographie (Gelfiltration)

Um GST und das Zielprotein nach dem Thrombinverdau voneinander zu trennen oder um
GST-Fusionsproteine nach der GST-Affinititschromatographie zu reinigen, wurde eine Gel-
filtration mittels FPLC-Anlage (GE Healthcare) durchgefiihrt. Verwendet wurde eine HiLoad
16/60 Superdex 75-Gelfiltrationssdule (50 ml, GE Healthcare). Die Proteinproben wurden
zundchst auf ein Volumen von 10 ml eingeengt und bei 16000 x g fiir 5 Min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde mithilfe einer Beladungsapparatur (Superloop) auf die mit 2,5-fachem
Sdulenvolumen PBS &quilibrierte Sédule geladen. Als Laufpuffer diente PBS, die FlieB3-
geschwindigkeit betrug 1 ml/Min. Es wurden 2 ml-Fraktionen gesammelt, deren Absorption

bei 280 nm photometrisch aufgezeichnet wurde.

Rekombinantes o.1-cyto-Peptid wurde mithilfe der HPLC-Anlage Akta (GE Healthcare) auf-
gereinigt, da diese im Gegensatz zur FPLC-Anlage auch iiber einen Detektor der Wellen-
linge 220 nm verfiigte. Verwendet wurde eine Superdex 75-50 ml-Séule (GE Healthcare),

die mit 2,5-fachem Sdulenvolumen Phosphatpuffer gewaschen wurde, bevor sie mit 2 ml

53



MATERIAL UND METHODEN

thrombinbehandelter Probe beladen wurde. Die Gelfiltration erfolgte in Phosphatpuffer mit

einer FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/Min. Es wurden 1,3 ml-Fraktionen gesammelt.

Losungen fir die FPLC und HPLC

PBS (pH 7,3): 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, 140 mM NacCl, 2,7 mM KCI
Phosphatpuffer (pH 7,3): 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,

2.2.5.5 Kationenaustauschchromatographie

Aufgrund des gemeinsamen Molekulargewichts von 26 kDa konnten die rekombinanten Pro-
teine GST und N+C-SH2 nach Thrombinspaltung nicht iiber GréBenausschlulchromatogra-
phie voneinander getrennt werden. Aufgrund ihres unterschiedlichen isoelektrischen Punktes
(Tabelle 2.10), wurde deshalb eine Kationenaustauschchromatographie mit der MonoS-
Kationenaustauschersiule (1 ml, GE Healthcare) durchgefiihrt. Die MonoS-Séule wurde mit
einer Geschwindigkeit von 2 ml/Min nacheinander mit 5 ml Phosphatpuffer, 10 ml Hochsalz-
PBS und 5 ml Phosphatpuffer gespiilt. Die Sdule wurde mit 5 ml der thrombinverdauten
Probe beladen (1 ml/Min). Die an die Siule gebundene N+C-SH2-Doméne wurde mit 10 ml
Phosphatpuffer gewaschen und anschlieBend mithilfe eines Gradienten von 0-1 M NaCl

eluiert.

Losungen fiir die Kationenaustauschchromatographie

Hochsalz-PBS (pH 7,3): 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,4, 1 M NaCl, 2,7 mM KCl
Phosphatpuffer (pH 7,3): 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,

2.2.5.6 Aufkonzentrieren und Lyophilisieren von Proteinlosungen
Um die Konzentration einer Proteinldsung zu erhéhen bzw. deren Volumen zu verkleinern,
wurde die Proteinldsung in einen Zentrifugalfilter {iberfiihrt und bei 3220 x g und 10°C zen-

trifugiert, bis das gewiinschte Volumen erreicht war. Anwendung fanden 15 ml- und 50 ml-

Einheiten mit dem MWCO von 3 kDa, 5 kDa, 10 kDa und 30 kDa.

Fiir die Lyophilisierung wurden a1-cyto-Peptid-enthaltende FPLC-Fraktionen vereint und in
ein 50 ml Polypropylenréhrchen mit durchléchertem Deckel tiberfiihrt. Das Rohrchen wurde
in fliissigem Stickstoff eingefroren und mithilfe einer Vakuum-Olpumpe iiN gefrierge-

trocknet. Das resultierende Pulver wurde in Phosphatpuffer rekonstituiert.

54



MATERIAL UND METHODEN

2.2.5.7 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels UV-Absorption
100 pl aufgereinigtes Protein wurden in einer 1:5- oder 1:10-Verdiinnung in PBS in einer
Quartzkiivette bei 280 nm photometrisch vermessen, und die Proteinkonzentration wurde

mithilfe des Gesetzes von Lambert-Beer berechnet.
Exo=excxd Gl 3

Hierbei ist E;g¢ die Extinktion bei 280 nm, € der molare Extinktionskoeffizient bei 280 nm
M- em™] (Tabelle 2.10), ¢ die Konzentration der Proteinlésung [M] und d die Schicht-
dicke der Kiivette (1 cm).

2.2.5.8 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsiure (BCA)-Test

Bei dem kolorimetrischen Bicinchoninsdure (BCA)-Test werden zweiwertige Kupferionen
im basischen Milieu durch vorhandene Aminosdureseitenketten reduziert. Die entstandenen
Cu'-Tonen bilden mit dem BCA-Reagenz einen quantifizierbaren Farbumschlag [Smith et al.

1985].

Drei Volumina (2 pl, 5 pl und 8 pl) Zelllysat und eine doppelt angesetzte Eichreihe (0-16 pl)
einer BSA-Losung (2 mg/ml) wurden in die Vertiefungen einer Miktrotiterplatte pipettiert
und mit Solubilisierungspuffer (2.2.5.10) auf 20 pl aufgefiillt. Durchfiithrung und Auswertung
des BCA-Tests erfolgten daraufhin geméf Herstellerangaben.

2.2.5.9 Lagerung von Peptiden und Proteinen
Lyophilisierte Peptide wurden bei 4°C und Peptidlosungen bei -20°C aufbewahrt. Protein-
16sungen wurden mit 50% (v/v) Glycerin versetzt, in Stickstoff eingefroren und bei -20°C

oder -80°C gelagert.

2.2.5.10 Gewinnung von Zelllysat

Um eukaryonte Zellen aufzuschlieBen, wurden entweder Zellpellets in Solubilisierungspuffer
aufgenommen oder adhérente Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers in selbigem abge-
schabt. Die Proben wurden bei 4°C fiir 1 h rotiert und fiir 15 Min bei 4°C und 16000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand, das Solubilisat, wurde fiir den BCA-Test (2.2.5.8) verwendet.

Losungen fiir die Zellsolubilisierung

Solubilisierungspuffer: 20 mM HEPES/NaOH pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,,
1% (v/v) Triton X-100, 1 mM PMSF (frisch), 0,1% (v/v) PIC (frisch)
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2.2.5.11 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurde eine
diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) mit Tris-Glycin-Puffern nach
Laemmli durchgefiihrt [Laemmli 1970]. Tabelle 2.12 zeigt ein Pipettierschema fiir zwei Gele

mit 7,5%, 10% und 15% Polyacrylamidkonzentration im Trenngel.

Tabelle 2.12: Pipettierschema fiir zwei SDS-Gele (7,5%, 10% und 15%). Trenn- und Sammelgel
wurden gleichzeitig angesetzt und direkt nacheinander gegossen.

Trenngel Sammelgel

Komponente | 750 100, 15% 4%
Lésung A 225ml | 3ml | 45ml 04 ml
Lésung B 2,25 ml -
Lésung C - 0,75 ml
H,O dest 36ml | 285ml [ 1,35ml 1,85 ml
Glycerin 0,9 ml -
APS (10% wiv) 45 ul 12 yl
TEMED 4,5 pl 3yl

Als Proben dienten Zellsolubilisate bzw. immunprézipitierte Ansdtze, die vor dem Gel-
auftrag mit 5 x bzw. 2 x reduzierendem Probenpuffer fiir 5 Min bei 95°C gekocht wurden.
Die Gelelektrophorese erfolgte in SDS-Laufpuffer, zunichst fiir 5 Min bei 80 V und an-
schlieBend bei 180 V, bis die Bromphenolblaubande das Ende der Laufstrecke erreicht hatte.

Die Gele wurden geférbt oder fiir den Western Blot eingesetzt.

Losungen fiir die SDS-PAGE

Losung A: 30% (w/v) Acrylamid, 0,8% (w/v) N’, N’ Methylenbisacrylamid
Losung B: 1,5 M Tris/HCI pH 8,8, 0,4% (w/v) SDS

Losung C: 0,5 M Tris/HCI pH 6,8, 0,4% (w/v) SDS

SDS-Laufpuffer (10 x): 250 mM Tris/HCI pH 7,3, 1,92 M Glycin, 0,1% (w/v) SDS

Nicht-reduzierender Probenpuffer (nr. PP, 5 x): 300 mM Tris/HCI pH 6,8, 15% (w/v) SDS, 50% (v/v)
Glycerin, 0,015% (w/v) Bromphenolblau

Reduzierender Probenpuffer (red. PP, 5 x): nr. PP zzgl. 5 mM DTT

2.2.5.12 Tricin-SDS-PAGE
Um Proteine mit einem Molekulargewicht kleiner 15 kDa gelelektrophoretisch aufzutrennen,
wurde die Tricin-SDS-PAGE angewendet [Schagger & von Jagow 1987]. Die Zusammen-

setzung fiir zwei entsprechende Gele ist Tabelle 2.13 zu entnehmen.
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Tabelle 2.13: Mengenangaben fiir zwei Tricin-SDS-Gele (15% oder 20%). Sammel- und Trenngel
wurden gleichzeitig angesetzt und unmittelbar aufeinander geschichtet.

Trenngel Sammelgel

Komponente 15% 20% 4%
Lésung A 45ml | 6ml 0,4 ml
Tricingelpuffer 3 mi 0,75 ml
H,0 dest 11m [ - 1,85 ml
Glycerin 0,4 mi -
APS (10% wiv) 50 25 yl
TEMED 5 ul 2,5yl

Der Probenauftrag auf das auspolymerisierte Gel erfolgte wie unter 2.2.5.11 beschrieben. Im
Gegensatz zum SDS-PAGE-Laufpuffer fanden hier mit Kathodenpuffer und Anodenpuffer
(im Innen- bzw. AuBenraum der Gelhalterung) zwei getrennte Puffersysteme Anwendung.

Nach dem Einlaufen der Proben bei 50 V erfolgte die restliche Gelelektrophorese bei 110 V.

Losungen fiir die Tricin-SDS-PAGE

Losung A: 30% (w/v) Acrylamid, 0,8% (w/v) N’, N’ Methylenbisacrylamid
Tricingelpuffer: 3 M Tris/HCI pH 8,45, 0,3% (w/v) SDS

Kathodenpuffer (10 x): 1 M Tris/HCI pH 8,25, 1 M Tricin, 1% (w/v) SDS
Anodenpuffer (10 x): 2 M Tris/HCI pH 8.9, 0,3% (w/v) SDS

2.2.5.13 NuPAGE Gradienten-Gelelektrophorese

Die in Probenpuffer aufgenommenen Liposomenpellets des Lipid-Co-Sedimentationstests
(2.2.2.6) wurden auf NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris-Gradientengele (Invitrogen) aufgetra-
gen. Die Gelelektrophorese erfolgte eisgekiihlt fiir 30 Min bei 200 V in MES-Puffer.

Losungen fiir die Bis-Tris-Gradienten-PAGE

MES-Puffer (pH 7,3): 50 mM Tris, 50 mM MES, 0,1% (w/v) SDS, 1 mM Na,EDTA

2.2.5.14 Native Gelelektrophorese

Werden Proteine unter SDS-freien, nativen Bedingungen gelelektrophoretisch aufgetrennt, so
wird ihre Bewegung innerhalb des Gels lediglich durch ihre Molekiilgroe und -form sowie
ihre Eigenladung bestimmt. Somit kénnen oligomere Zustdnde und Proteinkomplexe nachge-
wiesen werden. Das Blue Native-Bis-Tris-PAGE-System (Invitrogen) beruht zudem auf
einem Anodenpuffer, der den Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau (CBB) G-250 enthilt.
Durch Bindung an die Proteine vermittelt CBB diesen eine negative Ladung, denaturiert sie

jedoch nicht [Schagger & von Jagow 1991].
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Die Liposomen-Protein-Ansdtze (2.2.2.7) wurden in 4 x nativem Probenpuffer (Invitrogen)
aufgenommen und gemil3 den Herstellerangaben auf das Gel geladen. Die Komponenten fiir
den gebrauchsfertigen Kathoden- bzw. Anodenpuffer waren ebenfalls im Lieferumfang ent-
halten. Das Gel wurde nach beendeter Gelelektrophorese (150 V, RT, 70 Min) nach Her-
stellerprotokoll CBB-gefarbt und entfarbt.

2.2.5.15 Coomassie-Brillant-Blau (CBB)-Farbung von Polyacrylamidgelen

Nach ihrer gelelektrophoretischen Auftrennung koénnen im Gel befindliche Proteine durch
den Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau (CBB) angeféarbt werden, der an basische und unpola-
re Aminosdureseitenketten bindet. Durch die in der Féarbelosung befindliche Essigsdure wer-

den die Proteine zusitzlich im Gel fixiert.

Proteingele wurden bei RT fiir 1 h schwenkend in CBB-Firbelosung und anschlielend fiir
mindestens 1 h in Entfarbeldsung inkubiert. Nach der Auftrennung von Liposomenpellets des
Lipid-Co-Sedimentationsversuchs (2.2.2.6) wurden die NuPAGE-Gradientengele geméil der
Formaldehyd (FA)-Methode behandelt, um das kleine, basische al-cyto-Peptid zu fixieren
und anzufarben. Diese Gele wurden fiir 1 h bei RT in FA-Férbelosung 1 und anschlieend fiir
1-3 h in FA-Farbelosung 2 geschiittelt, bevor sie mit FA-Entfarbelosung inkubiert wurden
[Steck et al. 1980].

Losungen fiir die CBB-Fiarbung von Proteingelen

CBB-Férbeldsung: 50% (v/v) Ethanol, 12% (v/v) CH;COOH, 0,1% (w/v) CBB R-250
CBB-Entférbeldsung: 5% (v/v) Ethanol, 7,5% (v/v) CH;COOH

FA-Férbelosung 1: 25% (v/v) Ethanol, 5% (v/v) Formaldehyd, 0,12% (w/v) CBB R-250
FA-Férbelosung 2: 25% (v/v) Ethanol, 3,7% (v/v) Formaldehyd, 0,12% (w/v) CBB R-250
FA-Entfarbelosung: 25% (v/v) Ethanol, 3,7% (v/v) Formaldehyd

2.2.5.16 Western Blot

Die Western Blot-Analyse umfasste 1. eine PAGE, in der Proteine gelelektrophoretisch auf-
getrennt wurden, 2. den stromabhédngigen Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine Nitro-
cellulosemembran und 3. die immunologische Detektion der dort immobilisierten Proteine
[Towbin et al. 1979]. CBB-gefiarbte SDS-Gele wurden nach einer 4-stiindigen Inkubation in
Harnstoffpuffer ebenfalls fiir die Schritte 2 und 3 eingesetzt [Perides et al. 1986].

58



MATERIAL UND METHODEN

Verwendet wurde das Tank-Blotsystem der Firma Bio-Rad. Ein Sandwich aus Schwamm —
Filterpapier — SDS-Gel — Membran — Filterpapier — Schwamm wurde in einer mit Blotpuffer
gefiillten Schale luftblasenfrei zusammengelegt und in einer Blotklammer fixiert. Die Klam-
mer wurde in der Blotkammer positioniert und diese mit einem Eisreservoir und Blotpuffer
gefiillt. Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Nitrocellulosemembran erfolgte ge-
kiihlt fiir 1 h mit 250 mA. Um den Proteintransfer auf die Membran zu dokumentieren, wurde
die reversible Ponceau-Farbung durchgefiihrt [Salinovich & Montelaro 1986]. Hierfiir wurde
die Membran fiir 1 Min in Ponceau-Férbelosung geschwenkt und dann mit 0,1% Essigsédure
gewaschen. Das sichtbare Proteinmuster wurde zwecks Dokumentation fotokopiert. Die
Membran wurde schwenkend in PBS-T oder TBS-T entférbt und durch Inkubation mit 10%
Magermilch- oder 3% BSA-Losung (in PBS-T oder TBS-T) fiir 1 h bei RT blockiert. Die
Inkubation mit dem Primérantikorper (Tabelle 2.3) erfolgte iiN in PBS-T oder TBS-T bei
4°C. Die Membran wurde 3 x fiir 5 Min mit PBS-T oder TBS-T gewaschen, ehe die Inkuba-
tion mit dem peroxidasegekoppelten Zweitantikorper fiir 2 h bei RT erfolgte. Die Membran
wurde 4 x flir 5 Min mit PBS-T oder TBS-T griindlich gewaschen. Der Nachweis der Protei-
ne erfolgte mittels Chemilumineszenz unter Verwendung des Super Signal West Pico-Pro-

teindetektionssystems der Firma Pierce.

Losungen fiir den Western Blot

Harnstoffpuffer: 25 mM Tris/HCI pH 7,3, 192 mM Glycin, 0,01% (w/v) SDS, 6 M Urea
Blotpuffer (10 x): 1 M Tris/HCI pH 8,3, 1,92 M Glycin, 10% (v/v) Ethanol

Ponceau-Firbelosung (5 x): 2% (w/v) Ponceau S, 30% (v/v) Trichloressigsédure, 30% (v/v) Sulfosali-
cylsdure

PBS (pH 7,6): 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, 140 mM NacCl, 2,7 mM KCI
PBS-Tween (PBS-T): 0,1% (v/v) Tween-20 in PBS

TBS: 50 mM Tris/HCI pH 7,6, 150 mM NaCl

TBS-Tween (TBS-T): 0,1% (v/v) Tween-20 in TBS

2.2.5.17 GST-Pulldown-Analyse

3 ml einer BL21-iiN-Kultur (2.2.1.1) wurden in 30 ml LB-Amp-Medium iiberfiihrt und bei
37°C bis zu einer ODggp von 0,5 geschiittelt. Die Expression der GST-Fusionsproteine wurde
durch Zugabe von 0,1 mM IPTG induziert und erfolgte fiir 3 h bei 30°C. Die Bakterien wur-
den durch Zentrifugation bei 3220 x g sedimentiert und in 2 ml Lysepuffer resuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte in fiinf Gefriertaucyclen (30 s fliissiger Stickstoff- 1 Min 37°C).
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Klares Lysat wurde nach Zugabe von 100 pul Sepharose 4B durch Zentrifugation bei
11000 x g und 4°C fiir 30 Min erhalten.

150 pl Glutathion-Sepharose (50% Suspension) wurde rotierend in 100 ul Lysepuffer fiir
45 Min bei 4°C &quilibriert und fiir 3 Min bei 300 x g und RT zentrifugiert. Der Lysepuffer
wurde abgenommen und die Sepharose mit 600 ul BL21-Lysat fiir 1 h bei 4°C geschwenkt.
Der Uberstand wurde verworfen. Die Sepharose wurde 5 x mit 150 ul Waschpuffer 1 ge-
waschen und anschliefend mit 100 ul Solubilisationspuffer fiir 45 Min bei 4°C &quilibriert.
Die sedimentierte Sepharose wurde mit 200 ul CHO-Solubilisat (ca. 450 ug Protein) ge-
mischt. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 4°C geschwenkt. Das Sepharosepellet wurde 5 x mit
Waschpuffer 2 gewaschen und anschlieend in 50 pl 1,5 x red. PP (2.2.5.11) fiir 10 Min bei
95°C gekocht.

Losungen fir den GST-Pulldown

Lysepuffer: 10 mM Na,HPO, pH 7.5, 140 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0,1%
Triton X-100

Solubilisierungspuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,6, 50 mM NaCl, 1 mM EGTA, 2 mM MgCl,, 1% (v/v)
Triton X-100, 0,1% (v/v) p-Mercaptoethanol, I mM PMSF (frisch), 0,1% (v/v) PIC (frisch)

Waschpuffer 1: 50 mM Tris/HCI pH 8, 50 mM NaCl

Waschpuffer 2: wie Solubilisierungspuffer, 0,1% statt 1% (v/v) Triton X-100

2.2.5.18 Co-Immunoprizipitation (Co-IP)

Im Rahmen der Co-IP wurde mithilfe des monoklonalen, an Protein-G-Sepharose (PGS)
gekoppelten 33.4-Antikorpers die al-Integrinuntereinheit aus CHO-al/f.1. Zellen prézipitiert
und auf Vorhandensein der PLCy1 hin untersucht. Nach Inkubationen und Aquilibrierungen
sowie Waschschritten, die in 200 pl bzw. 500 pl erfolgten, wurde die PGS fiir 3 Min bei
300 x g und RT zentrifugiert.

80 ul PGS (50% Suspension) wurde 1 x mit [P-Puffer gewaschen und in frischem IP-Puffer
fiir 20 Min bei 4°C rotierend dquilibriert. 10 pg 33.4-Antikorper wurde schwenkend fiir 2 h
bei 4°C an die PGS gekoppelt. Der Uberstand wurde abgenommen, und die PGS wurde 3 x

mit Waschpuffer gewaschen.

1 x 107 serumdepletierte Zellen wurden in serumfreiem Medium auf acht KIV-beschichteten
10 cm-Schalen fiir 30-45 Min ausgesét. Die adhédrenten Zellen wurden 1x mit PBS ge-
waschen und in IP-Puffer auf Eis abgeschabt. Das Zellsolubilisat (2.2.5.10) wurde mit der
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33.4-PGS fiir 1 h schwenkend und fiir 15 Min ruhend bei 4°C inkubiert. Die 33.4-PGS wurde
3 x mit Waschpuffer gewaschen, in 40 ul 2 x red. PP aufgekocht und ein Western Blot
durchgefiihrt (2.2.5.11 und 2.2.5.16). Vor der Zugabe zu der 33.4-PGS wurde das Zellsolubi-
lisat gegebenenfalls mit 400 uM LUVs (2.2.2.4) fiir 30 Min bei RT prainkubiert.

Losungen fiir die Co-IP

[P-Puffer: 50 mM HEPES/NaOH pH 7,5, 50 mM NaCl, 1 mM MgCl,, ImM CaCl,, 1% (v/v) Tri-
ton X-100, 1 mM PMSF (frisch), 0,1% (v/v) PIC (frisch), 1 mM NaVO, (frisch), 5 mM NaF
(frisch)

Waschpuffer: wie IP-Puffer, jedoch zzgl. 0,1% (v/v) Triton X-100
Solubilisierungspuffer: wie IP-Puffer, jedoch zzgl. 150 mM NaCl und 2% (v/v) Triton X-100

2.2.6 Zellbiologische Methoden

2.2.6.1 Herstellen von Nukleotidlosungen als Mediumszusatz

Dem von Lonza bezogenen CHO-Medium a-MEM wurden vor Verwendung Nukleotide bei-
gemengt. Hierfiir wurden 125 mg Adenosin, 125 mg Guanosin und 62,5 mg Desoxyguanosin
zusammen in 3 ml 1 M NaOH gelost. Je 125 mg Cytidin, Desoxycytidin, Thymidin und Uri-
din wurden gemeinsam in 10 ml sterilem Wasser aufgenommen. 125 mg Desoxyadenosin
wurde in 2,6 ml 1 M HCI geldst. Die drei Losungen wurden vereint und mit o-MEM auf
125 ml aufgefiillt. 5 ml dieser Nukleotidldsung wurden zu jeder 500 ml-Mediumsflasche
pipettiert.

2.2.6.2 Beschichtung von Zellkulturmaterial mit Matrixproteinen

Die lyophilisierten Matrixproteine KIV und FN wurden in 0,1% Essigsdure bzw. PBS 1N bei
4°C schwenkend rekonstituiert, um die jeweilige Stammldsung (1 mg/ml) zu erzeugen. Zell-
kulturmaterial wurde mit einer verdiinnten Matrixproteinlosung (20 pg/ml in PBS) bedeckt,
mit Parafilm versiegelt und GN bei 4°C geschwenkt. Fiir die Beschichtung eines 8-Kam-
mer-Objekttragers wurden pro Kammer 200 pl und fiir die einer 10 cm-Schale 2,5 ml der
verdiinnten Matrixproteinlosung eingesetzt. Vor ihrer Benutzung wurden die beschichteten

Oberfldchen einmal mit PBS gewaschen.

2.2.6.3 Kultivierung eukaryonter Zelllinien
Die CHO-Zelllinien wurden bei 37°C unter 5% CO,-Atmosphire in Komplettmedium kulti-
viert und alle 2-3 Tage passagiert. Fiir die Passage wurden die adhdrenten Zellen einer

10 cm-Schale mit 2,5 ml PBS/EDTA-Ldsung abgeldst und durch Zentrifugation bei 146 x g
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fiir 3 Min sedimentiert. Das Zellpellet wurde in frischem Komplettmedium resuspendiert und

in einer 1:4-Verdliinnung in 5 ml Medium auf neue 10 cm-Schalen ausgesit.

Um integrinabhédngige Signalprozesse zu untersuchen, wurde den Zellen das wachstums-
faktorenenthaltende fotale Kélberserum (FKS) entzogen. Die adhdrenten CHO-Zellen wur-
den hierfiir 1 x mit PBS gewaschen, mit Depletionsmedium bedeckt und fiir 30-45 Min im
Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS/EDTA inklusive 10% Accutase abgelost
und fiir 3 Min bei 180 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Depletionsmedium resus-

pendiert und die Zellkonzentration bestimmt (2.2.6.5).

Losungen fiir die Zellkultivierung

FKS wurde zunédchst fiir 30 Min bei 56°C inaktiviert (i.a.).

Komplettmedium: o-MEM zzgl. 10% (v/v) FKS ia., 0,5¢g/l G418, 3 mM Glutamin, 1% (v/v)
Pen/Strep

Depletionsmedium: a-MEM zzgl. 0,5 g/1 G418, 3 mM Glutamin, 1% (v/v) Pen/Strep

2.2.6.4 Kryokonservierung eukaryonter Zellen

Konfluente CHO-Zellen einer 10 cm-Schale wurden mit PBS/EDTA abgelost, zentrifugiert
und in 900 pl FKS i.a. resuspendiert. Nach Zugabe von 100 ul DMSO wurde die Zellsuspen-
sion in ein Kryomikrogefal3 liberfiihrt. Dieses wurde in den mit Isopropanol gefiillten Kryo-
behilter plaziert und fiir mindestens 2 Tage bei -80°C aufbewahrt. Von dort aus wurden die

Zellen in Stickstoff eingefroren und im Stickstofftank langfristig gelagert.

Um Zellen aufzutauen, wurde das tiefgefrorene Kryomikrogefdl in der Hand angewirmt.
Durch Zugabe von 37°C-warmem Komplettmedium wurden die Zellen ziigig aufgetaut und,

wie unter 2.2.6.3 beschrieben, kultiviert.

2.2.6.5 Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau und Himacytometer

Die Lebendzellzahl einer Losung kann durch eine kombinierte Anwendung von Trypanblau-
ausschlusstest und Neubauer-Zihlkammer (Hémacytometer) ermittelt werden [Schrimpf
2002]. Nach Zugabe zu einer Zellsuspension diffundiert der Farbstoff Trypanblau in das
Cytoplasma apoptotischer und toter Zellen, da deren Zellmembran nicht mehr intakt ist. Vita-

le Zellen hingegen werden nicht angeférbt und kdnnen mit der Zdhlkammer gezihlt werden.

10 pl einer gut vereinzelten CHO-Zellsuspension wurden mit 40 pl 0,1% Trypanblauldsung

versetzt. 10 pul der Mischung wurden in die Neubauer-Zahlkammer pipettiert, und die leben-

62



MATERIAL UND METHODEN

den Zellen innerhalb der vier GroBBquadranten wurden gezéhlt. Die Zellkonzentration der

Suspension ergab sich wie folgt:

Zellzahl/ml = Mittelwert der Zellen der vier GroBquadranten x Verdiinnung x 10” Gl. 4

2.2.6.6 Kollagen I'V-Selektion von Zellen

Die Kollagen IV (KIV)-Selektion diente dem Zweck, speziell Zellen einer Zellsuspension
anzureichern, die a1p1-Integrin als funktionellen Kollagenrezeptor exprimierten. Sie wurde
mit den CHO-Zelllinien al/f.l., al/GFFKR und al/K regelméBig durchgefiihrt. Hierfiir wur-
den die Zellen einer konfluent bewachsenen 10 cm-Schale fiir 45 Min serumdepletiert und
mit PBS/EDTA inkl. 10% Accutase abgelost (2.2.6.3). Die Zellen wurden durch 3-mintitige
Zentrifugation bei 180 x g sedimentiert und in 1 ml serumfreiem Medium aufgenommen. Je
500 pl Zellsuspension wurden auf zwei KIV-beschichteten 10 cm-Schalen (2.2.6.2) in 5 ml
serumfreiem Medium ausgesit. Die KIV-beschichteten Schalen wurden zuvor 1 x mit PBS
gewaschen, fiir 30 Min bei 37°C mit 1% (w/v) BSA-Losung (in PBS) inkubiert und erneut
mit PBS gewaschen. Nach der Zellaussaat wurden die Platten fiir 30 Min in den Brutschrank
gestellt. Adhédrente Zellen wurden griindlich mit PBS gewaschen und mit PBS/EDTA inkl.
10% Accutase abgeldst und zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden mit Komplett-

medium aufgenommen und, wie unter 2.2.6.3 beschrieben, kultiviert.

2.2.6.7 Transiente Transfektion von Zellen mittels Lipofektion

Bei der Lipofektion kommen Liposomen aus kationischen und ungeladenen Phospholipiden,
wie NJ[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-Trimethylammoniumchlorid bzw. L-Dioleoyl-
phosphatidylethanolamin zum Einsatz [Felgner et al. 1987, Rose et al. 1991]. Im Lipofek-
tionsreagenz zusitzlich enthaltene DNA-kompaktierende Substanzen sollen die Lipid-DNA-
Komplexe stabilisieren, deren Aufnahme durch die Zelle dann vermutlich iiber Endocytose

erfolgt [ Schrimpf 2002].

7,5 x 10° CHO-Zellen wurden in Komplettmedium auf einer 10 cm-Schale ausgesit und kul-
tiviert, bis nach 2 Tagen eine Konfluenz von 80% erreicht war (2.2.6.3). Die Zellen wurden
einmal mit PBS gewaschen und mit 4 ml Transfektionsmedium bedeckt. Je 500 pl
OPTI-MEM (Gibco) wurden mit 10 ug Plasmid-DNA oder mit 10 ul Transfectin-Reagenz

(Bio-Rad) gemischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. Beide Losungen wurden vermengt und
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fiir 20 min bei RT inkubiert. Das Gemisch aus Transfectin, DNA und OPTI-MEM wurde auf

den adhérenten Zellen verteilt und diese fir mindestens 6 h im Brutschrank kultiviert.

Losungen fir die Lipofektion

Transfektionsmedium: a-MEM zzgl. 10% (v/v) FKS i.a., 3 mM Glutamin

2.2.6.8 Haptotaktischer Migrationstest

Um die integrinvermittelte Migration von CHO-Zellen entlang eines Matrixgradienten zu
untersuchen, wurde das Transwell-Migrationssystem von Corning verwendet. Dieses um-
fasste neben einer 24-Loch-Platte auch 12 Filter mit einer Polycarbonatmembran. Durch die
Membranporen von 8 um Durchmesser mussten sich die Zellen aktiv bewegen, um auf die
matrixbeschichtete Filterunterseite zu gelangen. Diese Arbeiten wurden von Frau Christiane

Smerling durchgefiihrt.

Die Unterseite eines Filter wurde mit 50 ul KIV-Losung (20 pg/ml, 2.2.6.2) fiir 30 Min bei
RT beschichtet und 1 x mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde die Filterunterseite mit
50 ul BSA-Ldsung blockiert und erneut gewaschen. 600 pl Depletionsmedium (2.2.6.3) wur-
de in eine Vertiefung der 24-Loch-Platte pipettiert, in die dann der Filter gehdngt wurde. In
das leere Filterinnere wurde 100 ul Zellsuspension mit 5x 10" serumdepletierten Zellen
(2.2.6.3) pipettiert. Die Migration der Zellen durch die Filtermembran erfolgte fiir 5 h im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO;-Begasung. Die Filter wurden 1 x mit PBS gewaschen,
und im Filterinneren verbliebene Zellen wurden mit einem Wattestdbchen entfernt. Migrierte
Zellen auf der Filterunterseite wurden fiir 25 Min bei RT mit Paraformaldehyd (PFA)/Sapo-
nin permeabilisiert und anschlieBend 3 x mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit Kris-
tallviolett fiir 20 Min bei RT geférbt und solange mit sterilem Wasser gewaschen, bis die
Waschlosung klar blieb. Um die Anzahl migrierter Zellen zu ermitteln, wurden die Filter GiN
kopfiiber getrocknet, und pro Filter wurden zehn Felder mithilfe eines Z&hlokkulars bei
125-facher VergroBerung am Lichtmikroskop ausgezihlt. Mittelwert und Standardabwei-

chung wurden mithilfe des Excel-Programms berechnet.

Losungen fiir den Migrationstest

Blockierlosung: 1% (w/v) BSA in PBS
Permeabilisierungslosung: 4% (w/v) PFA, 0,025% (w/v) Saponin in PBS (l6sen bei 65°C)

Férbelosung: 0,1% (w/v) Kristallviolett
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2.2.6.9 Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikroskopie werden Fluorophore eingesetzt, die Licht definierter Wel-
lenldnge absorbieren und emittieren, um zellulire Kompartimente und Proteine zu visuali-
sieren. In dieser Arbeit wurde zum einen die Eigenfluoreszenz von GFP (2.1.8.2) genutzt.
Zum anderen wurde gegen F-Aktin gerichtetes, fluorophorkonjugiertes Phalloidin verwendet

(Tabelle 2.3).

Zunichst wurde ein 8-Kammer-Objekttriger (Nunc) mit KIV und FN beschichtet (2.2.6.2).
Jede Kammer wurde 1 x mit 600 ul PBS gewaschen und fiir 30 Min bei 37°C mit 200 pl
BSA-Losung blockiert. Die Kammern wurden 3 x gewaschen, und 100 pl Depletionsmedium
wurde pro Kammer vorgelegt. 100 ul Zellsuspension mit 3 x 10* serumdepletierten
CHO-al/fll. oder -al/K Zellen wurde pro Kammer ausgesdt und fiir 2 h im Brutschrank
inkubiert (2.2.6.3). Die adhdrenten Zellen wurden 3 x vorsichtig mit 200 ul PBS gewaschen
und fiir 15 Min bei RT mit 200 pl Permeabilisierungslosung inkubiert. Der Objekttriger
wurde anschlieend 3 x mit 600 ul PBS gewaschen und mit 200 pl BSA-Losung fiir 25 Min
bei RT blockiert. Die Zellen wurden 3 x fiir 5 Min mit 600 ul PBS gewaschen und mit 200 pl
CPITC-Phalloidin-Lsung in PBS lichtgeschiitzt bei RT fiir 2 h geschwenkt. Je zwei Wasch-
schritte 2 10 Min in 600 pl PBS-T und PBS (2.2.5.16) schlossen sich an. Der Objekttrager
wurde getrocknet, mit Ge/Mount (Sigma) gemall den Herstellerangaben versiegelt und fiir 1 h
bei RT und danach iN bei 4°C im Dunkeln ausgehdrtet. Ausschnitte des Objekttragers
wurden am Mikroskop Axiovert 200 (Zeiss) mit dem 40 x Objektiv und dem 1,6 x Optovar

der Kamera und unter Verwendung der Axiovision-Software fotografiert.

Losungen fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Blockierlosung: 1% (w/v) BSA in PBS

Permeabilisierungslosung: 4% (w/v) PFA, 0,025% (w/v) Saponin in PBS (l6sen bei 65°C)
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3 ERGEBNISSE

3.1 Untersuchungen zur Struktur der al-cytoplasmatischen
Sequenz

3.1.1 NMR-Spektroskopie der al-cytoplasmatischen Sequenz

Ein Ziel der Arbeit war es, die Struktur der al-cytoplasmatischen Sequenz in Losung mit
dreidimensionaler 'H-">C-""N-NMR-Spektroskopie unter Verwendung eines rekombinanten
a.1-cyto-Peptids aufzukldren. Die Aufreinigung von isotopenmarkiertem o.1-cyto-Peptid soll-
te zunéchst fiir die '"’N-Markierung etabliert werden, um so Informationen iiber dessen Stabi-
litit und Ausbeute zu erhalten, sowie um mogliche Sekundérstrukturen des Peptids mithilfe

von zweidimensionalen 'H-'"’N-NMR-spektroskopischen Messungen zu untersuchen.

3.1.1.1 Aufreinigung von "N-markiertem o 1-cyto-Peptid

Das GST-al-cyto-Fusionsprotein wurde in FE.coli-BL21-Bakterien exprimiert, die in
"N-NH,Cl-haltigem M9-Minimalmedium kultiviert wurden (2.2.5.1). Nach der Thrombin-
spaltung des isotopenmarkierten Fusionsproteins wurden GST und das al-cyto-Peptid mit-
tels HPLC-Gelfiltration voneinander getrennt (Abb. 3.1 A). Das in den spiten HPLC-Fraktio-
nen auftretende schwache und flidchige Signal im Bereich von 6 kDa-2,5 kDa war hierbei
dem rekombinanten a1-cyto-Peptid zuzuordnen. Dieses besall am N-Terminus elf zusdtzliche
Aminoséuren, die aus der MKS des pGEX-Vektors stammten’. Aufgrund des geringen Mole-
kulargewichts von 3 kDa konnte das '*N-o.1-cyto-Peptid im Rahmen der Tricin-SDS-PAGE
nicht distinkt aufgetrennt werden. Da der Zweck der Peptiddetektion jedoch erfiillt war, wur-
de auf den Einsatz von hoher auftrennenden Gradientengelen verzichtet. HPLC-Fraktionen,
die das rekombinante al-cyto-Peptid rein enthielten, wurden vereint, lyophilisiert und in
sterilem Wasser rekonstituiert. Verschiedene Volumina der Losung des ’N-o.1-cyto-Peptids
wurden zusammen mit bekannten Mengen des synthetischen al-cyto-Peptids gelelektropho-
retisch aufgetrennt und angefdarbt, um anhand der Bandenintensititen beider Peptide die
Menge des rekombinanten ol-cyto-Peptids abzuschitzen (Abb. 3.1 B). Somit betrug die
Konzentration der °N-a1-cyto-Peptidlosung 200-250 uM, erhalten in einem Volumen von
400 pl. Dies entsprach einer Ausbeute von 120 ug rekombinantem a1-cyto-Peptid pro Liter

Bakterienexpressionskultur.

? Die Plasmidkarte und die MKS des pGEX-Vektors sind im Anhang aufgefiihrt.
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A HPLC-Fraktion # B SN-al-cyto  al-cyto (synth.)
kDa ar 45 56 B1 B3 G kDa 025 05 1 0102505 1 Hl
3N - < N-GST 31
32_ 14.4 -
' - < "*N-a1-cyto B-
25- (3 kDa) 3.5- .
2,5-

Abb. 3.1: Aufreinigung des rekombinanten, "®N-markierten a1-cyto-Peptids. Gereinigtes, isoto-
penmarkiertes GST-a1-cyto-Protein wurde mit Thrombin proteolytisch gespalten. Beide Fragmente
wurden in einer HPLC-Gelfiltration in salzfreiem Phosphatpuffer voneinander getrennt, und Aliquots
einzelner Fraktionen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (A). Fraktionen mit 15N-oﬂ-c;yto-Peptid
wurden vereint, lyophilisiert und in Wasser rekonstituiert. Die Konzentration der Ldsung des
*N-markierten a1-cyto-Peptids wurde mithilfe bekannter Mengen synthetischen a1-cyto-Peptids
(1,9 kDa, 1 mM) abgeschéatzt (B). Dargestellt sind die CBB-Farbungen von 20% Tricin-SDS-Gelen
nach der Gelelektrophorese.

3.1.1.2 'H-""N-HSQC-NMR-Spektroskopie

Das ""N-markierte a.1-cyto-Peptid wurde iiN bei 303 K in einem zweidimensionalen "H-""N-
HSQC-Experiment vermessen, nachdem die Aufnahme des eindimensionalen 'H-Spektrums
auf ein nativ aufgereinigtes Peptid schliefen lies (nicht gezeigt). Das HSQC-Spektrum ver-
kniipft die Frequenz eines Stickstoffatoms () mit der des in einer Amid- oder Aminbindung
gebundenen Protons (a»). Da sich das Stickstoffatom in der Aminosdure Prolin in einem
Pyrrolidiniumring befindet und hier kein Amidproton existiert, erzeugt Prolin keine
'H-""N-Signale. Abb. 3.2 zeigt das NMR-Spektrum des rekombinanten o.1-cyto-Peptids, in
dem etwa 25 Peaks zu erkennen sind. Deren wenig distinkte Auflosung und der starke
Hintergrund weisen auf einsetzende Denaturierung des Peptids wihrend der NMR-Messung
hin. Der Vergleich mit tabellierten Werten der chemischen Verschiebungen der 'H- und
>N-Resonanzen fiir die Zufallsknduelkonformation [Wiithrich 1976, 1986, Glushka et al.
1989, 1990, Braun et al. 1994, Wishart & Sykes 1994] ergab die Ubereinstimmung einiger
Verschiebungen. Die Hélfte der Signale wiederum konnte der Zufallskniduelkonformation

nicht zugeordnet werden.

Obgleich ein Protokoll fiir die Aufreinigung von rekombinantem, '*N-markiertem a1-cyto-
Peptid etabliert werden konnte, war es nicht moglich, dieses in ausreichender Menge und
Stabilitat flir NMR-Messungen mit kiirzerer Messzeit als 17 h zu erzeugen. Aus diesem
Grund wurden CD-spektroskopische Analysen (3.1.2) und MD-Simulationen (3.1.3) durch-

gefiihrt, um Zugang zu der Struktur der a1-cytoplasmatischen Doméne zu erlangen.
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Abb. 3.2: "H-"°N-HSQC-Spektrum des rekombinanten, '°N-markierten a1-cyto-Peptids. In dem
zweidimensionalen Spektrum sind die Stickstofffrequenz (w4) und die Frequenz des in einer Amid-
oder Aminobindung verknipften Protons (wz) miteinander verknipft. Die erhaltenen Rohdaten wurden
mit dem Programmen XwinNMR und Sparky 3 prozessiert und graphisch dargestellt.

3.1.2 CD-Spektroskopie der al-cytoplasmatischen Sequenz in Losung

Um die Sekundédrstruktur der al-cytoplasmatischen Sequenz in wissriger Umgebung zu
untersuchen, wurden die Peptide al-cyto, KIGFFKR und PLKKKMEK sowie das Kontroll-
peptid ol-scrambled'® (Tabelle 2.2) CD-spektroskopisch im fernen UV-Bereich von 190 nm
bis 260 nm vermessen (2.2.3.1). Die CD-Spektren der Peptide al-cyto, al-scrambled und
PLKKKMEK besalen ein negatives Minimum im Bereich 195 nm-200 nm sowie schwache
positive oder negative Banden zwischen 215 nm und 260 nm (Abb. 3.3 A, B, D) und
dhnelten damit stark dem CD-Spektrum unstrukturierter Zufallsknéuelkonformation (ZK,
Abb. 3.3 E) [Venyaminov & Vassilenko 1994]. Das Spektrum des KIGFFKR-Peptids (Abb.
3.3 C) wies im Vergleich dazu kein niederwelliges Minimum, statt dessen jedoch ein
positives Maximum um 220 nm auf und stimmte somit weder mit dem Spektrum der
Zufallsknduelkonformation noch mit dem von B-7urn-Strukturen (Abb. 3.3 E, F) vollstindig

uiberein.

' Deutsch: zusammengewiirfelt
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Abb. 3.3: CD-Spektren der Integrinpeptide a1-cyto (A), a1-scrambled (B), KIGFFKR (C) und
PLKKKMEK (D). 0,1 mg/ml Peptid wurde in Phosphatpuffer mit 10 mM NaCl zwischen 190 nm und
260 nm vermessen. Die erhaltenen CD-Signale wurden prozessiert, in die molare Elliptizitat 9., kon-
vertiert und die Spektren geglattet. (E): Referenzspektren der Sekundarstrukturen a-Helix (o),
B-Faltblatt () und unstrukturierter Zufallsknduelkonformation (ZK). (F): Referenzspektren von vier
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verschiedenen B-Turn-Strukturen. (E) und (F) wurden verandert nach [Brahms & Brahms 1980].
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3.1.3 MD-Simulation der a1-cytoplasmatischen Sequenz in Losung

Um Zugang zu der Struktur des al-cyto-Peptids auf atomarer Ebene zu erhalten, wurde
dessen Faltungsverhalten computerbasiert simuliert (2.2.4.1). Anhand der erhaltenen Trajek-
torien'' wurde die zeitliche Entwicklung von strukturellen Parametern des o.1-cyto-Peptids in
Form des Gyrationsradius’'? und in Form von intramolekularen Entfernungen der C,-Atome

der Aminosdurereste F4-R7, 15-K;o, Lo-K;5 und K;o-M;3 analysiert (Abb. 3.4).

| | | |
K1||263F4F5K6R?P3LQTI(1OK11 K12||\‘|13E14|'(15

Abb. 3.4: Die mittels der MD-Simulation analysierten intramolekularen Abstandsparameter in
der a1-cytoplasmatischen Sequenz. Die Aminosauren der a1-cytoplasmatischen Sequenz wurden
ab dem Lysin1155—ReSt im Einbuchstabencode als Ki-1o-G3-F4-F5-Kg-R7-Pg-Lg-K19-K11-K12-M13-E14-K15
beziffert. Verbindungslinien kennzeichnen die quantifizierten intramolekularen C,-C-Atomabstande
einzelner Aminosaurereste.

3.1.3.1 MD-Simulation in Wasser

In Analogie zu den CD-Messungen (3.1.2) wurde zundchst eine MD-Simulation in Wasser
durchgefiihrt, und die erhaltenen Trajektorien wurden wie oben beschrieben analysiert (Abb.
3.5). Von den untersuchten Distanzen waren F4-R; und K;o-M;3 liber den gesamten Simula-
tionszeitraum der Simulation am stabilsten ausgepriagt und wiesen mit Werten von 0,6 nm
und 0,75 nm die kleinsten Abstinde auf (Abb. 3.5 A, C). Im Gegensatz dazu schwankten die
Distanzen Lo-K;s und insbesondere I,-K;( stark. So lag die Entfernung Lo-K;s (Abb. 3.5 D)
entweder zwischen 0,4 nm und 0,8 nm oder bei 1,2 nm. Die Werte des I,-K,o-Abstands (Abb.
3.5 B) betrugen {iber einige Zeit 0,6 nm oder 1,4 nm, wurden jedoch auch von Ausschlidgen
von bis zu 1,25 nm und 2 nm unterbrochen. Trotz dieser teilweise stark variierenden intra-
molekularen Atomabstinde betrug der Gyrationsradius des al-cyto-Peptids tiberwiegend

0,7 nm bis 0,8 nm (Abb. 3.5 E).

Die fiir die Strukturparameter erhaltenen Daten gingen mit einem Faltungsverhalten des
al-cyto-Peptids einher, in dem zwei Konformationsarten vorherrschten, die als Moment-
aufnahmen bei 80 ns und 200 ns Simulationszeit in Abb. 3.5 F und G dargestellt sind. Hierbei

existierte das Peptid einerseits durch Riickfaltung auf sich selbst in einer haken- bzw. U-

' Trajektorie* bezeichnet die zeitabhingige, dreidimensionale Position und Geschwindigkeit eines Atoms.

"2 Der Gyrationsradius ist eine RechengroBe, die den mittleren Atomabstand des Peptids darstellt und ein Maf
fiir dessen Ausdehnung im Raum ist.
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formigen Konformation, mit dem Kg-Rest als exponierte Spitze (Abb. 3.5 F), andererseits

besal} es eine aufgelockerte, globuldre Struktur (Abb. 3.5 G). Beide Konformationen nahmen

dabei ein dhnliches Volumen ein.
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Abb. 3.5: MD-Simulation der a1-cytoplasmatischen Sequenz in Wasser. Dargestellt ist die
zeitliche Entwicklung des Abstandes der C,-Atome der Aminosaurereste F4-R7 (A), 12-Kig (B), K1o-M13
(C) und Lg-Ky5 (D) sowie des Gyrationsradius’ (E). Die Pfeile markieren die Zeitpunkte, deren zu-
gehorige Molekilkonformation als Momentaufnahme in (F) bzw. (G) dargestellt ist. Die Abbildungen
wurden mit MOLSCRIPT und Raster3D erstellt. nm: Nanometer, ns: Nanosekunde
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3.1.3.2 MD-Simulation in 100 mM NaCl-Losung

AnschlieBend erfolgte eine MD-Simulation des Peptids bei einer physiologischen Salz-

konzentration von 100 mM NaCl (2.2.4.1). Hierbei wurde die Rechenzeit aufgrund von Com-

puterproblemen auf 200 ns verkiirzt. Die Daten fiir die zeitliche Entwicklung der strukturel-

len Parameter sind in Abb. 3.6 zusammengefasst.
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Abb. 3.6: MD-Simulation der a1-cytoplasmatischen Sequenz in 100 mM NaCl. Dargestellt ist die
zeitliche Entwicklung von Abstanden der a-C-Atome definierter Aminosaurereste (A-D) und die des
Gyrationsradius’ des a1-cyto-Peptids (E). Die Pfeile markieren die Zeitpunkte, deren zugehdrige
Molekilkonformation als Momentaufnahme in (F) bzw. (G) dargestellt ist. Die Abbildungen wurden mit
MOLSCRIPT und Raster3D erstellt. nm: Nanometer, ns: Nanosekunde
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Verglichen mit der wéssrigen Umgebung (3.1.3.1) besallen die unter 100 mM NaCl-Bedin-
gungen quantifizierten intramolekularen Abstinde, insbesondere die von I,-K;p und Lo-Kjs,
einen anderen Verlauf und waren gemeinhin vergroBert. Die Abstinde F4-R; und K;o-Mj3
(Abb. 3.6 A, C) waren mit Werten von maximal 1 nm erneut am kleinsten; die Entfernung
F4-R7 variierte zudem sehr wenig. Abb. 3.6 D zeigt, dass die Reste Lo-K ;s entweder in einem
engen Abstand von 1 nm oder in weiterer Entfernung von 1,6 nm bis 2 nm vorlagen. Die
Distanz 1,-K;p war erneut von allen untersuchten Abstinden die grofite (Abb. 3.6 B); sie
verlief jedoch bei erhohter NaCl-Konzentration konstanter. Die Gegenwart von 100 mM
NaCl verdnderte zudem den zeitlichen Verlauf und die GroBe des Gyrationsradius’ (Abb.
3.6 E). Minimale Werte von 0,9 nm-1 nm lagen @hnlich hiufig vor wie groBere Ausdehnun-
gen von bis zu 1,5 nm. Die zwei markanten Konformationen des a.1-cyto-Peptids sind fiir die
Simulationszeitpunkte 55 ns und 150 ns in Abb. 3.6 F und G dargestellt. Erneut lag das
al-cyto-Peptid in einer hakenférmigen Konformation vor, in der jedoch der Lo-Rest die
exponierte Spitze bildete (Abb. 3.6 F). Die alternative Konformation (Abb. 3.6 G) war unter
100 mM NaCl-Bedingungen stark ausgestreckt. Wohingegen bei der MD-Simulation in
Wasser keine Konformation eindeutig dominierte, iiberwog bei der Simulation mit erhéhter

NaCl-Konzentration die ausgestreckte Konformation.

3.2  Analyse der Lipidbindung der o l-cytoplasmatischen Sequenz

3.2.1 PIP-Strip-Inkubationstest

Um einen ersten Eindruck iiber die Fahigkeit der al-cytoplasmatischen Sequenz an Phospho-
lipide zu binden, zu gewinnen, wurde ein PIP-Strip-Inkubationstest mit dem Fusionsprotein
GST-al-cyto durchgefiihrt. PIP-Strips sind hydrophobe Membranen, auf deren Oberfliche
verschiedene Phospholipide einschlieflich der Phosphatidylinositolphosphate (PIPs), aufge-
tragen sind (Abb. 3.8 A). Das GST-al-cyto-Fusionsprotein wurde zuvor IPTG-induziert in
E.coli exprimiert und mittels GST-Affinitdtschromatographie und Gelfiltration aufgereinigt
(2.2.5, Abb. 3.7). Wihrend der Aufreinigung fand eine leichte Degradation des Fusions-
proteins statt, so dass die finale Losung gereinigtes GST-al-cyto-Protein und in geringem
Anteil GST in einer Gesamtproteinkonzentration von 1,8 mM enthielt (Abb. 3.7 B). Die
IPTG-induzierte Expression und die Aufreinigung des GST-Kontrollproteins erfolgten ana-
log (nicht gezeigt) und erbrachten eine Losung reinen GST-Proteins, mit einer Konzentration

von 1,2 mM.
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Abb. 3.7: IPTG-induzierte heterologe Expression und Aufreinigung des rekombinanten Pro-
teins GST-a1-cyto in E.coli BL21-Zellen. Die Bakterien der Expressionskultur wurden mittels Ultra-
schall (US) aufgeschlossen. Im Lysat befindliches I6sliches GST-a1-cyto-Protein wurde affinitatschro-
matographisch angereichert und mit glutathionhaltigem Puffer eluiert (A). Proteinenthaltende Fraktio-
nen der nachfolgenden Gelfiltration wurden vereint und konzentriert, um gebrauchsfertige Lésungen
rekombinanten Proteins zu erhalten (B). Gezeigt ist die CBB-Farbung von Tricin-SDS-Gelen (15%)
nach der PAGE.

Aufgereinigtes GST-al-cyto-Protein wurde mit einem PIP-Strip inkubiert, und gebundenes
Protein wurde immunologisch detektiert (2.2.5.16) [Kavran ef al. 1998].

A Legende B GST-al-cyto c GST
A | O O | 8P
LPC | (O O | PI3.4)P, .
Pl () ) | PI3SP, . (B
PIBP | O O | PI4.5)P; M anti-GST
PIgIP | O O | PIBASP, ®
PISIP | O () | PA
PE | (O (O | PS
PC | (O (O | Blank

Abb. 3.8: PIP-Strip-Inkubationstest. PIP-Strip-Membranen (A) wurden mit GST-a1-cyto (B) oder
GST (C) inkubiert, gewaschen und mit einem peroxidasegekoppelten anti-GST-Antikdrper inkubiert
(IB: Immunoblot). Gebundenes Protein wurde mittels Chemilumineszenz detektiert. Die in (A) auf-
getragenen Lipide sind: LPA: Lysophosphatidat, LPC: Lysophosphatidylcholin, PA: Phosphatidat,
PC: Phosphatidylcholin, PE: Phosphatidylethanolamin, PI: Phosphatidylinositol, PI(X)P: Phosphatidyl-
(X)phosphat,  PI(X,Y)P,: Phosphatidylinositol(X,Y)bisphosphat,  PI(3,4,5)P;: Phosphatidylinositol-
(3,4,5)trisphosphat, PS: Phosphatidylserin, S1P: Sphingosin(1)phosphat.

Abb. 3.8 B zeigt, dass eine Bindung von GST-al-cyto an alle PIPs erfolgte, dabei mit hoch-
ster Intensitdt an PI(3,4,5)P;. Phosphatidylinositol und Phosphatidat hingegen wurden nicht
bzw. schwach gebunden. Die Glycerophospholipide mit Cholin-, Serin- oder Ethanolamin-
kopfgruppe blieben von der GST-al-cyto-Bindung ausgeschlossen, ebenso wie ldsliches
Sphingosin(1)phosphat und die Lysophospholipide Lysophosphatidylcholin und Lysophos-
phatidat. Inwiefern die Fettsdurekomponenten der PIPs eine Rolle bei der Proteinbindung

spielten, konnte nicht untersucht werden, da keine membranimmobilisierten PIP-Lysoformen
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verfiigbar waren. Das unfusionierte GST-Kontrollprotein zeigte keine Bindung an die

PIP-Strip-Membran, wie in Abb. 3.8 C ersichtlich ist.

3.2.2 Lipid-Co-Sedimentationsversuch

Da der PIP-Strip-Inkubationstest nur qualitative Aussagen iiber die Bindung eines Proteins an
Lipide erlaubt [Kavran et al. 1998], wurden Liposomen-Co-Sedimentationsexperimente
durchgefiihrt (2.2.2.6), um die Bindung der al-cytoplasmatischen Sequenz, in Form des
a.l-cyto-Peptids, an PIPs zu untersuchen [Buser & McLaughlin 1997]. Hierbei beschriankten
sich die Studien auf die Derivate PI1(4,5)P, und PI(3,4,5)Ps, die in dem inneren Blatt der

Plasmamembran lokalisiert sind und wichtige zelluldre Signalfunktionen ausiiben (1.3.3).

Zunichst wurden LUVs prépariert, die Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylserin (PS)
in der molaren Zusammensetzung (50:50) enthielten (PC:PS (50:50), 2.2.2.4). Diesen wurde
PI(4,5)P, oder PI(3,4,5)P; in einer molaren Endkonzentration von 2% zugesetzt [Heuer et al.
2006]. Um eine konstante negative Oberflachenladung der Liposomen zu gewéhrleisten,
wurde der Anteil von monovalentem PS gemil3 der Ladung von PI(4,5)P, oder PI(3,4,5)P;
verringert. Hierfiir wurde beriicksichtigt, dass PI(4,5)P, unter physiologischen Bedingungen
drei der fiinf mdglichen negativen Ladungen besitzt [Toner et al. 1988]. Da sich beziiglich
des lonisierungszustandes von PI(3,4,5)P; keine Daten finden lieBen, wurden analog zu
PI(4,5)P, vier der sieben mdglichen negativen Ladungen angenommen. Die molaren Zusam-
mensetzungen der LUVs betrugen somit PC:PS:PI(4,5)P, (54:44:2) und PC:PS:PI(3,4,5)P;
(56:42:2), bezeichnet als 2% PI(4,5)P, bzw. 2% PI1(3,4,5)P;. Als Kontrolle fiir eine elektro-
statisch bedingte Lipid-Protein-Interaktion wurden zudem Liposomen mit einem molaren

PS-Anteil von 15% eingesetzt (PC:PS (85:15)).

Steigende Konzentrationen der Liposomen wurden mit dem al-cyto-Peptid (Tabelle 2.2)
inkubiert und mittels Ultrazentrifugation sedimentiert. Die Liposomenpellets wurden gelelek-
trophoretisch in einem NuPAGE Novex 4-12% Gradientengel aufgetrennt. Co-sedimentiertes
Peptid wurde durch CBB-Farbung detektiert und densitometrisch quantifiziert (Abb. 3.9 A).
Hierbei zeigte sich, dass das al-cyto-Peptid stark mit den negativ-geladenen Liposomen der
Sorte PC:PS (50:50), 2% PI(4,5)P, oder PI(3,4,5)P; co-sedimentierte, nicht jedoch mit den
schwach negativ-geladenen PC:PS (85:15)-Vesikeln. Der Anteil sedimentierten Peptids wur-
de graphisch gegen die eingesetzte Lipidkonzentration aufgetragen und mithilfe der Origin-
Software nicht-linearen Kurvenverldufen angepasst (Abb. 3.9 B). Die Bindungskurve an

PC:PS (85:15)-haltige LUVs zeigte einen nahezu linearen Verlauf, was fiir eine unspezifi-
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sche Lipidbindung sprach. Das Bindungsverhalten des Peptids an die drei weiteren Liposo-

mentypen ergab hingegen mit steigender Lipidkonzentration einen hyperbolen Kurvenver-

lauf.
A _ B
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Abb. 3.9: Lipid-Co-Sedimentationstest. Die Liposomen PC:PS (50:50), 2% PI(4,5)P,,

2% PI(3,4,5)P; und PC:PS (85:15) wurden mit dem a1-cyto-Peptid inkubiert und ultrazentrifugiert.

Co-sedimentiertes Peptid wurde mittels SDS-PAGE und CBB-Farbung detektiert (A) und densito-

metrisch quantifiziert. Durch den Auftrag von co-sedimentiertem Peptid gegen die eingesetzte Lipid-

konzentration wurden die apparenten Dissoziationskonstanten bestimmt (B).

Der Mechanismus und die Stochiometrie der Bindung von Proteinen an Lipidflichen sind in
der Regel nicht bekannt. Aus diesem Grund wird eine sogenannte apparente Dissoziations-
konstante Kp™ bestimmt, um die Bindung von Proteinen an Liposomen zu beschreiben
[Peitzsch & McLaughlin 1993]. Die Berechnung der Kp™*-Werte erfolgte fiir die drei
hyperbolen Bindungskurven PC:PS (50:50), 2% PI(4,5)P, und 2% PI(3,4,5)P; mithilfe des
Programms Origin und der durch die AG Freund, Leibniz-Institut fiir Molekulare Pharma-

kologie, Berlin-Buch, vom Massenwirkungsgesetz abgeleiteten Formel:

[P],

Hierbei bezeichnet [P]. das lipidgebundene Peptid, [P]y die Gesamtpeptidkonzentration, [L]

E’; % ~100 (1_ (ﬁ (_ng +[P]o-%) + \/(ng _[p]0+[i2])2 £ 4K [P]o] _ bl as

die Gesamtlipidkonzentration und Kp™ die apparente Dissoziationskonstante. Die Parameter
a und b sind lineare Korrekturfaktoren, die wahrend der nicht-linearen Kurvenanpassung

automatisch optimiert werden.

Die ermittelten Kp**-Werte betrugen 319,4 + 21,5 uM fiir PC:PS (50:50), 208,5 + 16,3 uM
fiir 2% PI(4,5)P; und 61,5 £+ 13,0 uM fiir 2% P1(3,4,5)P;. Demnach erfolgte die stirkste Bin-
dung des al-cyto-Peptids an PI(3,4,5)Ps-haltige LUVs, gefolgt von PI(4,5)P,- und PC:PS
(50:50)-enthaltenden Liposomen.
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Die kiirzeren al-Teilpeptide, KIGFFKR und PLKKKMEK (Tabelle 2.2) wurden ebenfalls in
dem Co-Sedimentationsversuch eingesetzt. Bedingt durch die Kiirze dieser Peptide wurden
jedoch nach der gelelektrophoretischen Auftrennung des Liposomenpellets mit anschlieBen-

der CBB-Farbung keine quantifizierbaren Peptidbanden erhalten.

3.2.3 Langmuir-Filmwaagenmessungen

Um die mittels PIP-S#rip- und Co-Sedimentationsanalysen gewonnenen Informationen iiber
die Lipidbindung der al-cytoplasmatischen Sequenz durch ein unabhéngiges Experiment zu
bestétigen, erfolgten Spreitungsdruckmessungen an Lipidfilmen mithilfe der Langmuir-Film-
waage. Zudem sollte mit diesen Experimenten die Interaktion des al-cyto-Peptids mit
PI(4,5)P,- oder PI(3,4,5)P;-haltigen Lipidoberflichen hinsichtlich der zugrunde liegenden
energetischen Aspekte und des physischen Mechanismus’ charakterisiert werden. So sollte
geklart werden, ob es sich bei der Interaktion zwischen al-cyto-Peptid und der jeweiligen
Lipidoberfliche um Adsorption oder Insertion handelte. Mithilfe von Langmuir-Filmen wird
vor allem Membranpenetration detektiert, da reine Anlagerungsprozesse nur geringe Ande-
rungen des Spreitungsdrucks 7 eines Langmuir-Films verursachen [Maget-Dana 1999]. Im
Rahmen der Langmuir-Filmwaagenstudien konnten im Vergleich zu den vorangegangenen

Experimenten auch die kiirzeren a1-Peptide KIGFFKR und PLKKKMEK eingesetzt werden.

Ein Langmuir-Film wurde erzeugt, indem eine Phospholipidmischung (Tabelle 2.7) auf einer
Pufferoberfldche zu einem Einschichtfilm (monolayer) gespreitet und dieser auf den physio-
logischen Membranspreitungsdruck von 15,5 mN/m (m;) komprimiert wurde [Mukhopadhyay
& Cho 1996, Rosengarth ef al. 1998]. Integrinpeptide wurden in einer Endkonzentration von
2,5 uM in die darunter liegende Pufferphase (,,Subphase®) injiziert, und Verdnderungen des
Spreitungsdrucks (Am) des Langmuir-Films wurden iiber 30 Min verfolgt. Fiir Kontroll-
messungen wurde Wasser injiziert (2.2.2.2). Fiir die Experimente wurde neben dem Peptid
al-cyto auch das al-scrambled-Peptid verwendet, das die Aminosduren der ol-cytoplas-
matischen Sequenz in zufillig durchmischter Anordnung enthielt. Desweiteren wurden die
Teilpeptide KIGFFKR und PLKKKMEK eingesetzt, welche den membranproximalen bzw.
-distalen Abschnitt der al-cytoplasmatischen Sequenz prisentierten. Das Kontrollpeptid
1-4 wurde aus dem membrandistalen Bereich der cytoplasmatischen Doméne der f1-Inte-

grinuntereinheit abgeleitet (Tabelle 2.2).

78



ERGEBNISSE

3.2.3.1 Interaktion von Integrinpeptiden mit Langmuir-Filmen

Zunidchst wurde die Interaktion der Integrinpeptide al-cyto, al-scrambled, KIGFFKR,
PLKKKMEK und (31-4 mit Langmuir-Filmen untersucht, welche die Zusammensetzung der
Liposomen des Co-Sedimentationsversuchs (3.2.2) besaBlen: PC:PS (50:50), 2% P1(4,5)P»,
2% PI(3,4,5)P; und PC:PS (85:15). Die Ergebnisse sind als An-t-Graphen in Abb. 3.10 zu-
sammengefasst. Das a1-cyto-Peptid (Abb. 3.10 A) assoziierte mit den Langmuir-Filmen mit
dhnlicher Priaferenz wie mit den Liposomen im Co-Sedimentationstest. So inserierte das
al-cyto-Peptid bevorzugt in PI(3,4,5)Ps-haltige Einschichtmembranen (An = 6 mN/m), wo-
hingegen die Membranpenetration in PC:PS (50:50)- und in PI(4,5)P,-haltige Filme mit
An=2,1 mN/m deutlich schwicher erfolgte. Ebenso war keine Assoziation dieses Peptids
mit Filmen aus PC:PS (85:15) nachweisbar. Demnach bedurfte das a.1-cyto-Peptid negativer
Oberfliachenladung, vorzugsweise vermittelt durch die PI(3,4,5)P;-Kopfgruppe, um mit

Lipiden zu assoziieren.

Abb. 3.10 B zeigt, dass das al-scrambled-Peptid mit dhnlicher Priferenz wie das al-cyto-
Peptid in die vier angebotenen Langmuir-Filme inserierte. Die dabei erreichten An-Werte wa-
ren jedoch stets um etwa 1 mN/m gegeniiber denen des al-cyto-Peptids erhoht. Auch das
KIGFFKR-Peptid inserierte am stirksten in den PI(3,4,5)P;- und am schwéchsten in den
PC:PS (85:15)-haltigen Film (Abb. 3.10 C). Die maximalen An-Werte fiir die Insertion des
KIGFFKR-Peptids in PC:PS (50:50)- und in PI(4,5)P,-haltige Filme waren erneut bedeutend
schwicher als fiir PI(3,4,5)P; und dhnelten denen des al-cyto-Peptids. Im Vergleich zum
al-cyto-Peptid war der maximale An-Wert des KIGFFKR-Peptids fiir Filme aus
PC:PS (85:15) jedoch leicht erhdht (Ar =~ 0,9 mN/m) und fiir jene mit PI(3,4,5)P; verringert
(Am =~ 4,9 mN/m). Auffillig war die verminderte Stabilitét der Insertion des KIGFFKR-Pep-
tids in die PI(4,5)P,- oder PI(3,4,5)Ps;-enthaltenden Langmuir-Filme, da die An-Werte nach
dem Erreichen eines Maximums bei 10 oder 15 Min im weiteren Messverlauf abnahmen. Im
Gegensatz zu den anderen Peptiden wies das PLKKKMEK-Peptid nur geringe Membran-
insertion mit An-Werten zwischen 0 und 1 mN/m auf (Abb. 3.10 D), was auch fiir das
Kontrollpeptid p1-4 beobachtet wurde (Abb. 3.10 E). Die An-Werte der Wasserkontroll-
messung lagen stets zwischen 0 und 0,5 mN/m (Abb. 3.10 F).
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Abb. 3.10: Interaktion von Integrinpeptiden mit den Langmuir-Filmen PC:PS (50:50),
2% PI(4,5)P,, 2% PI(3,4,5)P3; und PC:PS (85:15). Einzelheiten sind im Text beschrieben.

3.2.3.2 Abhingigkeit der Membraninteraktion von der Konzentration von P1(4,5)P,
und PI(3,4,5)P;

Bei den Co-Sedimentationsstudien (3.2.2) wurde die Gesamtmenge von Liposomen und da-

mit die angebotene Bindungsfliche variiert, um die Lipidbindung des al-cyto-Peptids zu

analysieren. Um den Einfluss einer erhohten PIP-Konzentration und somit PIP-Dichte auf die

Interaktion der Integrinpeptide mit den Langmuir-Filmen zu untersuchen, wurde die molare

Endkonzentration von PI(4,5)P, bzw. P1(3,4,5)P; von 2% auf 5% erhoht. Unter Beriicksich-

tigung des Ladungsausgleichs mit monovalentem PS betrug die Zusammensetzung der gene-
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rierten Lipidmischungen PC:PS:PI(4,5)P, (60:35:5) bzw. PC:PS:PI(3,4,5)P; (65:30:5). Die an
den Langmuir-Filmen gemessenen Insertionskinetiken sind in Abb. 3.11 zusammengefasst.
Mit der Steigerung der PI(4,5)P,-Konzentration von 2% auf 5% verdoppelte sich die Mem-
braninsertion des al-cyto-Peptids (A =4 mN/m, Abb. 3.11 A). Die Erh6hung der negativen
Oberflachenladung des Langmuir-Films durch PS steigerte die Membraninsertion des Peptids
jedoch nicht, was fiir einen PI(4,5)P,-spezifischen Effekt sprach. Im Gegensatz zu P1(4,5)P;
fiihrte die erhohte PI(3,4,5)P;-Konzentration zu einer Reduktion der Membraninsertion des
al-cyto-Peptids um 50%. Damit dhnelte der erreichte maximale An-Wert fiir 5% P1(3,4,5)P;
dem fiir 5% PI(4,5)P,. Die Insertion des al-cyto-Peptids in Langmuir-Filme war demzufolge
abhingig von der PI(4,5)P,- bzw. der PI(3,4,5)P;-Konzentration, jedoch auf unterschiedliche

Weise.

Das Phénomen, dass die Membranpenetration bei erhohter P1(4,5)P,-Konzentration zunahm,
bei gesteigerter PI(3,4,5)Ps;-Konzentration hingegen sank, war ebenfalls fiir die Peptide
al-scrambled und KIGFFKR zu beobachten. Wie fiir das a.1-cyto-Peptid beschrieben, fiihrte
die Erh6hung der PI(4,5)P,-Konzentration ebenfalls zu einer Verdopplung der An-Werte des
al-scrambled-Peptids (Abb. 3.11 B), wohingegen dessen Insertion in Filme aus PC:PS
(45:55) nicht gesteigert wurde. Ebenfalls in Analogie zu dem al-cyto-Peptid bewirkte die
Zunahme der PI(3,4,5)P;-Konzentration von 2% auf 5% die Halbierung der Membraninser-
tion des al-scrambled-Peptids. Die finale Membraninsertion des KIGFFKR-Peptids (Abb.
3.11 C) wurde ebenfalls durch die Erhéhung der PI(4,5)P,-Konzentration von 2% auf 5%
verdoppelt und durch entsprechende Erhdhung der PI(3,4,5)P;-Konzentration halbiert. Darti-
ber hinaus stabilisierte die gesteigerte PI(4,5)P,- oder PI(3,4,5)P;-Konzentration die Mem-
braninsertion des KIGFFKR-Peptids. Abb. 3.11 D zeigt, dass die Membraninsertion des
PLKKKMEK-Peptids durch die Erhohung weder der PI(4,5)P»- noch der PI(3,4,5)P;-Kon-
zentration wesentlich gesteigert werden konnte. Die Kontrollspreitungsdruckmessungen

besallen weiterhin An-Werte zwischen 0 und 1 mN/m (Abb. 3.11 E und F).

3.2.3.3 Einfluss von zweiwertigen Kationen und von Phosphat auf die
Membranassoziation der Integrinpeptide

Die bisherigen Langmuir-Filmwaagenmessungen deuteten darauf hin, dass an der Insertion
der Integrinpeptide ol-cyto, ol-scrambled und KIGFFKR in die PI(4,5)P,- und
PI(3,4,5)P;-haltigen Filme elektrostatische Interaktionen beteiligt waren. Um diese Hypo-
these zu priifen, wurden dem Subphasenpuffer MgCl, und CaCl, zugesetzt und Spreitungs-
druckmessungen mit den 2% und 5% PI(4,5)P,- oder PI(3,4,5)Ps-enthaltenden Filmen durch-
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Abb. 3.11: Abhdngigkeit der Interaktion von Integrinpeptiden mit Langmuir-Filmen von deren
PIP-Konzentration. Untersucht wurde die Interaktion mit Langmuir-Filmen, die 2% oder 5% PI1(4,5)P,
bzw. PI(3,4,5)P; oder PC:PS (45:55) enthielten.

gefiihrt. Zweiwertige Kationen wie Mg®" und Ca®" schirmen die Phosphatgruppen von Phos-
pholipidkopfgruppen ab und unterbrechen deren elektrostatische Interaktionen [Gennis
1989]. Die gewihlte Salzkonzentration von 2,5 mM lag oberhalb den physiologischen Bedin-
gungen; sie diente ausschlieBlich dem Zweck, elektrostatische Wechselwirkungen effektiv zu
unterbrechen. Die zugehorigen Amn-t-Graphen sind in Abb. 3.12 in der linken Spalte fiir 2%
und 5% PI(4,5)P; und in der rechten Spalte fiir 2% und 5% PI(3,4,5)P; dargestellt. Generell
fithrte der Zusatz von MgCl, und CaCl, im Puffer stets zu einer Erniedrigung des maximalen
An-Wertes. Einzig das Ausmal} der Inhibition der Membraninsertion variierte. Innerhalb

einer PIP-Sorte bewirkten MgCl, und CaCl, dort die hochste Abnahme von Amyax, WO zuvor
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die stirkere Bindung stattgefunden hatte, d.h. bei 5% PI(4,5)P, mehr als bei 2% PI(4,5)P,
und bei 2% PI(3,4,5)P; mehr als bei 5% P1(3,4,5)P;. Dies deutet auf die grofitenteils elektro-
statische Natur der Membraninsertion der al-Integrinpeptide in Filme, die 5% PI1(4,5)P, oder
2% PI(3,4,5)P; enthalten, hin.

Der Zusatz von MgCl, und CaCl, reduzierte unabhédngig von der PIP-Spezies die Membran-
insertion des al-cyto-Peptids auf den maximalen An-Wert =~ 1 mN/m (Abb. 3.12 A und E).
Die Inhibition der Membranpenetration auf einen Grundwert von An-Wert =~ 1,8 mN/m war
fiir das al-scrambled-Peptid ebenfalls unabhdngig von der PI(3,4,5)P;-Konzentration zu beo-
bachten (Abb. 3.12 F). Die Penetration dieses Peptids in 2% oder 5% PI1(4,5)P,-haltige Filme
(Abb. 3.12 B) wurde jedoch durch MgCl, und CaCl, auf etwa 33% des jeweiligen salzfreien
Wertes gesenkt. Im Vergleich zu dem al-cyto-Peptid war die relative salzinduzierte Inhibi-
tion der Membraninsertion des al-scrambled-Peptids in Filme mit 5% PI(4,5)P, oder

2% PI(3,4,5)P; nach 30 Min geringer ausgepragt.

Die Gegenwart von MgCl, und CaCl, schwichte ebenfalls die Insertion des Peptids
KIGFFKR in die PI(4,5)P,- oder PI(3,4,5)Ps-enthaltenden Langmuir-Filme (Abb. 3.12 C und
G). So wurde die Membranpenetration in 5% PI(4,5)P,-haltige Filme um 74% und die in
2% PI(3,4,5)Ps-haltige Filme um 65% reduziert. Im Fall der Konzentration von 2% PI(4,5)P,
wurde zwar der maximale An-Wert durch MgCl, und CaCl, auf ca. 75% abgesenkt, doch
lagen in den letzten 10 Min der Messung gleiche An-Werte wie in der salzfreien Messung vor
(Abb. 3.12 C). Auch die Spreitungsdruckkurve fiir den 5% PI(3,4,5)Ps-haltigen Film war
trotz verringerter An-Werte nach 30 Min Messung weiterhin ansteigend (Abb. 3.12 G), so
dass die Membraninsertion in 2% PI(4,5)P,- oder 5% PI(3,4,5)Ps-haltige Filme durch MgCl,

und CacCl, eher verzdgert als vollstindig gehemmt war.

Die in den Abschnitten 3.2.1-3.2.3.2 dargestellten Daten gaben Anlass zu der Vermutung,
dass die Phosphatgruppen von PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; maB3geblich an deren Interaktion mit
den Integrinpeptiden al-cyto, al-scrambled und KIGFFKR beteiligt waren. Aus diesem
Grund wurde die Membraninsertion dieser Peptide in deren bevorzugte Filme,
2% PI(3,4,5)Ps und 5% PI(4,5)P,, in Gegenwart von 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
(NaH,POy4) untersucht (Tabelle 2.6, Abb. 3.13).
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Abb. 3.12: Einfluss von MgClI; und CacCl; auf die Insertion der Integrinpeptide in Pl(4,5)P,- oder
PI(3,4,5)Ps;-enthaltende Langmuir-Filme.
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Die Membraninsertion aller drei Peptide in 2% PI(3,4,5)Ps-enthaltende Langmuir-Filme
wurde durch NaH,POs weniger als zuvor durch MgCl, und CaCl, reduziert: auf 66%
(KIGFFKR-Peptid), 50% (a1-scrambled-Peptid) oder 33% (a1-cyto-Peptid). Der inhibieren-
de Einfluss von NaH,PO, war auf die Insertion der Peptide in 5% PI(4,5)P;-haltige Filme
ebenfalls schwiécher als der von MgCl, und CaCl,. Da die An-Werte des KIGFFKR-Peptids
erst nach 8 Min Messzeit begannen, auf ca. 60% der NaH,POs-freien Messung abzufallen,
war die Wirkung von NaH,PO4 hier verzogert (Abb. 3.13 C). Die entsprechende Spreitungs-
druckkurve des al-cyto-Peptids stagnierte nach 10 Min und erreichte dabei 75% des maxi-
malen An-Wertes der NaH,POs4-freien Messung (Abb. 3.13 A). Bei der Membraninsertion
des al-scrambled-Peptids (Abb. 3.13 B) fiihrte NaH,PO,4 zunichst zu einem steileren An-
stieg der An-Kurve, die das Maximum von 5,2 mN/m anstelle von 6,2 mN/m nach 10 Min
erlangte. Anschlieend fiel die Kurve kontinuierlich ab, bis sie nach 30 Min 66% des

An-Wertes der NaH,POy-freien Messung erreichte.

—PI(4,5)P; (5%) —+POS —PI(3,4,5)P, (2%) —+ PO
A al-cyto B al-scrambled
T £
= 7 = 74
i E & w E B
'DE 5 -BE 54
o, 0] E’E
5§ ¢ . £ E 4
i -84
<3 2 | < 2 2
2 1 ] 2 1
@ g : “ 0

0 5 0 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Zeit [Min] Zeit [Min]
C KIGFFKR D Kontrolle: kein Peptid
=& T
z 7 =z 7=
£
w E 6 E E g
3 5 02 s
25 =
S5g 4 g8 Y
o8 3 — ﬁ & ad
.E = 1 g
=L 2 2 =L 2 24
£ 1 g 1
w
m ﬂ T T T T T n_.- T r_ml—l—
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Zeit [Min] Zeit [Min]

Abb. 3.13: Einfluss von Natriumdihydrogenphosphat auf die Interaktion von Integrinpeptiden
mit 2% PI(3,4,5)P;- und 5% PI(4,5)P,-haltigen Langmuir-Filmen.
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3.2.4 CD-spektroskopische Messungen der al-cytoplasmatischen
Sequenz in Gegenwart von Liposomen

AnschlieBend wurde der Frage nachgegangen, ob die Lipid-Interaktion der Integrinpeptide
mit deren Konformationswechsel einherging, wie es fiir zahlreiche lipidbindende Proteine
und Peptide beschrieben ist (4.2). Fiir diesen Zweck wurden die Peptide al-cyto,
al-scrambled, KIGFFKR und PLKKKMEK CD-spektroskopisch in Gegenwart von SUVs
der Sorte PC:PS (50:50), 2% P1(4,5)P, oder 2% PI(3,4,5)P; (Tabelle 2.9) vermessen. Das
Auftreten von lipidbedingten Storeffekten war trotz des kleinen SUV-Durchmessers bei
Wellenldngen < 200 nm unvermeidbar und &uBlerte sich in einem erhohten Rauschen der
CD-Signale (Abb. 3.14) [Backlund et al. 1994, Magzoub et al. 2002]. Um den Einfluss der
verschiedenen SUVs auf die Konformation eines Peptids vergleichend zu untersuchen,
wurden jeweils 0,1 mg/ml Peptid mit 3 mM SUVs vermessen. Somit betrug das Lipid-Peptid-
Verhiéltnis 57:1 fiir die Peptide al-cyto und al-scrambled, 30:1 fiir das PLKKKMEK-Peptid
und 27:1 fiir das KIGFFKR-Peptid.

Die Gegenwart von Liposomen bewirkte die Abflachung der CD-Kurven des al-cyto-Pep-
tids und die Verschiebung des negativen Minimums in Bereiche groferer Wellenldnge und
hoherer Elliptizitdt (Abb. 3.14 A). Am stirksten war dieser Effekt bei Anwesenheit der SUV's
mit PI(4,5)P, oder PI(3,4,5)P; ausgeprigt, wo das Minimum bei 208 nm lag. Zusétzlich
befand sich bei 232 nm in allen SUV-bedingten Peptidspektren eine schwache Schulter. Die
starksten Verdnderungen der spektralen Eigenschaften des al-cyto-Peptids riefen insgesamt
die PI(3,4,5)Ps;-haltigen SUVs hervor. Die in Anwesenheit der drei Sorten von SUVs verin-
derten CD-Spektren des Peptids deckten sich jedoch mit keinem der Referenzspektren der
kanonischen Sekundirstrukturen a-Helix oder $-Faltblatt (Abb. 3.3 E) vollstindig.

Verglichen mit dem CD-Spektrum des reinen ol-scrambled-Peptids in Puffer verursachten
insbesondere die PI(4,5)P,- oder PI(3,4,5)Ps-enthaltenden SUVs starke spektrale Verdnde-
rungen des Peptids (Abb. 3.14 B). So besaBBen diese Spektren ein breites negatives Minimum
zwischen 208/209 nm und 220 nm und wiesen eine Vorzeichenumkehr bei 206/207 nm auf.
Zudem verschob sich das negative Minimum von zuvor 200 nm erneut in Bereiche héherer
Wellenldnge und groBerer Elliptizitdten. Das PI(3,4,5)Ps;-induzierte Peptidspektrum besal3
desweiteren ein positives Maximum bei 200 nm. Damit ldsst sich vor allem die durch
PI1(3,4,5)P;-haltige SUVs hervorgerufene Konformationsédnderung des o1-scrambled-Peptids
mit einigen Kennzeichen von @-Faltblattstruktur in Einklang bringen (Abb. 3.3 E).
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Abb. 3.14: CD-Spektroskopie der Integrinpeptide a1-cyto (A), a1-scrambled (B), KIGFFKR (C)
und PLKKKMEK (D) in wassriger L6sung (,,pur”) und in Anwesenheit von 3 mM SUVs PC:PS
(50:50), 2% PI(4,5)P, oder 2% PI(3,4,5)P;. Die primdren CD-Signale wurden mithilfe des ACDP-
Programms um den Hintergrund reduziert und prozessiert. Als Hintergrund dienten Messungen von
Puffer- bzw. 3 mM SUV-L6sung ohne Peptid. Referenzspektren sind in Abb. 3.3 E und F aufgefihrt.

Das deutlich positive CD-Maximum des KIGFFKR-Peptids in Puffer verschob sich bei der
Zugabe von Liposomen zum einen von 220 nm zu 224 nm und verlor zum anderen an Inten-
sitdit (Abb. 3.14 C). Mit dem durch PC:PS-haltige SUVs hervorgerufenen Minimum bei
204 nm &hnelte dieses Spektrum der Zufallsknduelkonformation (Abb. 3.3 E). Liposomen,
die PI(3,4,5)P; oder PI(4,5)P, enthielten, induzierten ein schwaches bzw. starkes negatives
Minimum um 208 nm. PI(4,5)P,-haltige SUVs erzeugten dariiber hinaus ein CD-Spektrum,
das eine Vorzeichenumkehr bei 205 nm und ein positives Maximum bei 202 nm aufwies.
Damit waren in dem PI(4,5)P,-induzierten Spektrum des KIGFFKR-Peptids einige Kenn-

zeichen von a-Helix- als auch von p-Faltblattstruktur zu beobachten.
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Verglichen mit den anderen Peptiden bewirkte die Anwesenheit von Liposomen in dem
PLKKKMEK-Peptid die geringsten spektralen Verdnderungen (Abb. 3.14 D). Die Spektren
des Peptids in Anwesenheit von SUVs mit PC:PS oder PI(3,4,5)P; dhnelten einander und
besallen beide ein gegeniiber dem Spektrum der reinen Peptidlosung um 10 nm verschobenes
Minimum. Zwar lag dieses in dem PI(4,5)P;-induzierten Spektrum bei 208 nm, doch rief

keine der drei SUV-Sorten eine definierte Sekundéarstruktur hervor (Abb. 3.3 E).

Aufgrund des hohen Fehlers bei der rechnerischen Bestimmung der Sekundérstruktur anhand
eines SUV-induzierten CD-Spektrums konnten keine sicheren Werte fiir die jeweilige Peptid-

konformation ermittelt werden (4.1 und 4.2).

Somit wurden durch die Assoziation der Integrinpeptide mit phospholipidhaltigen Liposomen
v.a. die CD-Spektren der Peptide al-cyto, al-scrambled und KIGFFKR veréndert. Insbeson-
dere verursachten PI(3,4,5)P;- bzw. PI(4,5)P,-haltige Liposomen Konformationsdnderungen
in dem al-scrambled- und dem KIGFFKR-Peptid. Diese kdnnen jedoch nicht eindeutig als

Einnahme einer -Faltblatt- oder einer a-Helixstruktur beschrieben werden.

3.3  Charakterisierung der Interaktion zwischen alf1-Integrin
und PLCyl

3.3.1 Identifizierung der Integrinbindungsmodule im PLCy1-Molekiil

Um die Integrinbindungsstellen innerhalb des PLCyl-Molekiils zu lokalisieren, wurde ein
GST-Pulldown-Versuch durchgefiihrt, bei dem die rekombinanten, GST-fusionierten
PLCy1-Dominen PH, SH3", N-SH2, C-SH2 oder N+C-SH2 mit Lysat aus CHO-al/f.l.
Zellen inkubiert wurden. Die PH-Domine der PLCyl wurde hierbei sowohl von der al- als
auch von der P1-Integrinuntereinheit gebunden (Abb. 3.15 B). Die C-SH2-Domine wurde
einzeln und als Teil der N+C-SH2-Tandemdomine nur von der 1-Kette erkannt. Keine Bin-
dung des a1p1-Integrins erfolgte an die SH3- und die N-SH2-Doméne sowie an unfusionier-
tes GST. Weiterhin wurde untersucht, ob ebenfalls die fokale Adhésionskinase (FAK) an die
GST-Fusionsproteine band, da FAK sowohl mit der f1-Integrinuntereinheit als auch mit
PLCyl assoziieren kann [Zhang et al. 1999, Chen et al. 2000]. Die Pulldown-Experimente
zeigen, dass FAK stark mit GST-N+C-SH2 und GST-C-SH2, hingegen schwach mit
GST-PH interagierte.

" Die fiir die SH3-Domine der PLCyl kodierende Sequenz lag in dreifacher Ausfithrung (3x) in dem
pGEX-Vektor vor.
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Abb. 3.15: GST-Pulldown zur ldentifizierung der Integrinbindungsmotive innerhalb der PLCy1.
(A) Expressionskontrolle der GST-Fusionsproteine in den verwendeten Bakterienlysaten mithilfe des
peroxidasegekoppelten anti-GST-Antikdrpers im Immunoblot (IB). (B) Die heterolog in E.coli expri-
mierten Fusionsproteine GST, GST-SH3 (3x SH3), GST-N-SH2, GST-N+C-SH2, GST-C-SH2 und
GST-PH wurden nicht-kovalent an Glutathion-Sepharose gebunden und in Puffer inkl. 50 mM NaCl
mit Lysat von CHO-a1/f.l. Zellen inkubiert. Der Nachweis der a1- und der p1-Integrinkette sowie der
fokalen Adhasionskinase (FAK) erfolgte immunologisch mittels Western Blot (IB: Immunobilot). Die
verwendeten Antikdrper waren anti-a1 As2K5, anti-f1 As4K4 und anti-FAK.

Um Informationen iiber die Rolle von ionischen Wechselwirkungen in der Interaktion zwi-
schen GST-PH, -C-SH2 bzw. -N+C-SH2 und dem alfl-Integrin zu erlangen, wurde die
Ionenstdrke des Solubilisierungspuffers in Form der NaCl-Konzentration erhoht (Abb. 3.16).
Die Assoziation zwischen GST-PH und der p1-Kette fand bei allen Konzentrationen von
NaCl statt, am stérksten jedoch bei der von 150 mM (Abb. 3.16 A). Die f1-UE band bei
50 mM und 150 mM NacCl stark und bei 250 mM NaCl schwach an GST-C-SH2. Die Asso-
ziation der fl-Kette mit der Tandem-N+C-SH2-Doméne hingegen erfolgte nur bei 50 mM
und 150 mM NaCl. Im Gegensatz zu der f1-UE wurde die Interaktion der al-Kette mit
GST-PH stérker durch eine erhohte Ionenstirke beeinflusst, da deren Bindung mit steigender
NaCl-Konzentration von 50 mM bis 250 mM sukzessive abnahm (Abb. 3.16 B). Die Asso-
ziation der a1-UE mit GST-PH und die der f1-Kette mit GST-PH, -C-SH2 und -N+C-SH2
erfolgten zudem bei den NaCl-Konzentrationen von 150 mM und 250 mM unabhingig von

FAK, da FAK hier nicht mit den besagten PLCy1-Domaénen assoziierte.
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Abb. 3.16: Abhangigkeit des GST-Pulldown-Experiments von der lonenstédrke. Die heterolog in
E.coli exprimierten Fusionsproteine GST, GST-PH, GST-N-SH2, GST-N+C-SH2 und GST-C-SH2
wurden nicht-kovalent an Glutathion-Sepharose gebunden und mit CHO-a1/f.l. Zelllysat in Gegenwart
von Puffer inkl. 50 mM, 150 mM oder 250 mM NaCl inkubiert. Der Nachweis der 1-Integrinkette und
der fokalen Adhasionskinase (FAK) (A) sowie der a1-Integrinuntereinheit (B) erfolgte immunologisch

mittels Western Blot (IB: Immunoblot). Verwendet wurden die Antikérper anti-a1 As2K5, anti-f1
As4K4 und anti-FAK.

PH-Doménen existieren in rund 200 verschiedenen zelluldren Proteinen [Balla 2005]. Um zu
untersuchen, ob das alf1-Integrin selektiv die PH-Doméne der PLCyl erkannte, wurden
zusitzlich die GST-fusionierten PH-Doménen der Proteinkinase Akt und der PLC-Isoformen

B1 und 81 fiir einen GST-Pulldown-Test eingesetzt (Abb. 3.17).

GST-PH-

kpa PLCy1 Akt PLCB1 PLCH |g

e - al (180 kDa)

150 B1 (130 kDa)

100

150 ,

100 FAK (125 kDa)
P

- @, GST-PH (39-45 kDa)
kY

Abb. 3.17: Abhédngigkeit des GST-Pulldown-Experiments von der Art der PH-Domane. Die hete-
rolog in E.coli exprimierten GST-Fusionsproteine der PH-Domanen von PLCy1, Akt, PLCA1 und
PLCd1 wurden an Glutathion-Sepharose gekoppelt und in Puffer inkl. 50 mM NaCl mit CHO-a1/f.l.
Zelllysat inkubiert. Der Nachweis der a1- und der p1-Integrinkette sowie der fokalen Adh&sionskinase

(FAK) erfolgte immunologisch mittels Western Blot (IB: Immunoblot). Verwendet wurden die Antikor-
per As2K5 anti-a1, As4K4 anti-g1 und anti-FAK.

Von den angebotenen PH-Doménen band die al-Kette einzig an die der PLCy1. Die $1-UE
und FAK hingegen assoziierten mit den GST-PH-Doménen von PLCy1 und PLCA1.
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3.3.2 Analyse der Interaktion zwischen einzelnen PLCy1-Doménen mit
Integrinpeptiden in Losung

3.3.2.1 Expression und Aufreinigung von Doméanen der PLCy1 als GST-markierte

Fusionsproteine
Um die Interaktion zwischen den cytoplasmatischen Sequenzen des a1 1-Integrins mit der
PH- und der C-SH2-Doméne der PLCyl zu bestitigen, wurden 'H-">N-NMR-spektroskopi-
sche Messungen durchgefiihrt. Hierfiir wurden zunéchst die Doméanen PH, C-SH2, N+C-SH2
und N-SH2 als '°N-markierte GST-Fusionsproteine gemiB 2.2.5.1 in E.coli rekombinant
exprimiert und aufgereinigt (Abb. 3.18). Alle Proteine wurden in reiner Losung, jedoch mit
unterschiedlicher Ausbeute und Stabilitét erhalten. Bezogen auf einen Liter Bakterienexpres-
sionskultur wurden durchschnittlich 1,1 mg PH-, 2,6 mg N-SH2-, 0,7 mg C-SH2- und 2,4 mg
N+C-SH2-Protein erhalten. Das PH- und das C-SH2-Protein erwiesen sich als &uflerst in-

stabil, insbesondere im Verlauf der NMR-Messungen, die bei 303 K durchgefiihrt wurden.

3.3.2.2 'H-"N-HSQC-NMR-Spektroskopie

Von den zuvor aufgereinigten '*N-markierten PLCy1-Doménen wurden vor und nach Zugabe
von 1-3mM Integrinpeptid al-cyto, KIGFFKR, PLKKKMEK, f1-2, p1-3 oder p1-4
'"H-""N-HSQC-NMR-Spektren aufgenommen (2.2.3.2 und 3.1.1). Die Spektren einer Domi-
ne der PLCyl ohne und mit Peptid wurden prozessiert, libereinander gelegt und auf Reso-
nanzverschiebungen hin untersucht. Diese waren in dem 'H-"’N-HSQC-Uberlagerungs-
spektrum der PH-Domine ohne und mit al-cyto-Peptid nicht zu erkennen (Abb. 3.19).
Ebenso wurden keine Verdnderungen der Resonanzen der PH-Doméne detektiert, wenn diese
mit dem Peptid KIGFFKR oder PLKKKMEK oder mit der Kombination aus a1-cyto- und

B1-4-Peptid vermessen wurde (nicht gezeigt'*).

Als Negativkontrolle wurden die N-SH2- und die Tandem-N+C-SH2-Doméne der PLCyl
gleichfalls auf die Interaktion mit dem al-cyto-Peptid hin untersucht. In den zugehorigen
Uberlagerungsspektren traten erwartungsgemiB keine Verschiebungen von Peaks auf (nicht

gezeigt).

' Die in diesem Abschnitt nicht gezeigten NMR-Spektren sind im Anhang aufgefiihrt.
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4 Abb. 3.18: Heterologe Expression und Aufreinigung der "®*N-markierten Dominen PH (A),
N-SH2 (B), C-SH2 (C) und N+C-SH2 (D) der PLCy1. Die Proteinexpression wurde durch IPTG
induziert und erfolgte wie unter 2.2.5.1 beschrieben. Die sedimentierten Bakterien wurden in Lyse-
puffer resuspendiert und mittels Ultraschall (US) aufgeschlossen. Ldsliches Fusionsprotein wurde
mithilfe der GSTrap-Saule und des Profinia-Proteinreinigungssystems (Bio-Rad) affinitatschromato-
graphisch immobilisiert, gewaschen und eluiert. Die GST-Markierung wurde mit Thrombin abgespal-
ten und durch GréRenausschlusschromatographie von der PH-, N-SH2- oder C-SH2-Domane ent-
fernt (A-C). GST und die N+C-SH2-Domane wurden mittels Kationenaustauschchromatographie
voneinander getrennt. Das N+C-SH2-Protein band hierbei an die MonoS-Saule und wurde nach dem
Waschschritt mithilfe eines Gradienten von 0-1 M NaCl eluiert (D). Gezeigt ist, wenn nicht anders
angegeben, die CBB-Farbung von (Tricin-)SDS-Gelen. IB: Immunoblot
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Abb. 3.19: 'H-"’N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der PH-Domine der PLCy1 ohne und mit
1 mM a1-cyto-Peptid.

Die '"N-markierte PH-Doméine wurde ebenfalls in Gegenwart der Peptide p1-3, p1-2 und
1-4 (Tabelle 2.2) NMR-spektroskopisch vermessen. Das dem membranproximalen Teil der
B1-Kette entsprechende 31-1-Peptid konnte fiir die NMR-Experimente nicht eingesetzt wer-
den, da es nur mithilfe organischer Losemittel gelost werden konnte, die nach Zugabe zu den
Proteinlésungen diese jedoch denaturierten. Die Uberlagerung der 'H-'>N-HSQC-Spektren
der PH-Doméne ohne und mit 1-3-Peptid ergab keine Verdnderungen der Resonanzen
(nicht gezeigt). Um die Frage zu kléren, ob fiir eine Assoziation mit der PH-Doméne neben

dem P1-2- auch das B1-3-Peptid bendtigt wurde, wurde die PH-Domine in Gegenwart dieser
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zwei Peptide erneut vermessen. Erneut traten keine wesentlichen Verschiebungen der Peaks
auf (nicht gezeigt). Auch die Vermessung der PH-Doméne in zusitzlicher Anwesenheit des
p1-4-Peptids zeigte keine Interaktionen zwischen beiden Molekiilen (nicht gezeigt). Um zu
testen, ob Bereiche der cytoplasmatischen Sequenz sowohl der al- als auch der 1-UE
gleichzeitig fiir eine Assoziation mit der PH-Doméne vorliegen mussten, wurden in einer Art
Screen die Peptide al-cyto, f1-4, f1-2 und B1-3 sukzessiv zu der Losung des PH-Proteins
gegeben und diese nach jeder Peptidzugabe 'H-'"N-spektroskopisch vermessen. Dabei wur-

den jedoch keine wesentlichen Resonanzverdnderungen detektiert (nicht gezeigt).

Von der als Bindungsmodul fiir die B1-Kette identifizierten C-SH2-Domine der PLCyl
(3.3.1), wurden ebenfalls 'H-""N-HSQC-NMR-Spektren mit zugesetztem p1-3-Peptid aufge-
nommen. Die Uberlagerung dieses Spektrums mit dem der reinen C-SH2-Proteinldsung er-
brachte ebenfalls keine Abweichungen der Resonanzen und somit keinen Nachweis einer
Assoziation (nicht gezeigt). Aufgrund der geringen Ausbeute und Stabilitét der aufgereinig-
ten C-SH2-Doméne (3.3.2.1) konnten keine weiteren Messungen durchgefiihrt werden. Da
die N+C-SH2-Doméne in hoherer Ausbeute und Stabilitit aufgereinigt werden konnte, wurde
diese fiir die NMR-Messungen mit p-Integrinpeptiden eingesetzt. Zuvor wurden die
"H-"N-HSQC-NMR-Spektren von reiner N-SH2-, C-SH2- und N+C-SH2-Doméne miteinan-
der abgeglichen (Abb. 3.20). Dabei traten deutliche Abweichungen der Resonanzen der
Tandem-SH2-Domine zu denen der N- und der C-SH2-Doméne auf, was die individuelle

Faltung der N+C-Tandem-Doméne zeigt.

Die Uberlagerung des Spektrums der N+C-SH2-Proteinldsung im puren Zustand mit dem,
das nach Zugabe des p1-2-Peptids gemessen wurde, erbrachte keine verdnderten Resonanzen
(nicht gezeigt). Gleiches galt fiir den Einsatz des tyrosinphosphorylierten pY p1-2-Peptids
(Tabelle 2.2, Spektrum nicht gezeigt). Nach der Zugabe von p1-3-Peptid zu der
N+C-SH2-Losung, die bereits f1-2-Peptid enthielt, traten hingegen leichte Anderungen der
NMR-Signale des Proteins auf (Abb. 3.21), was auf eine Interaktion zwischen der
N+C-SH2-Doméne und dem zentralen Abschnitt innerhalb der (1-cytoplasmatischen
Sequenz (Tabelle 2.2) hinweist.
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Abb. 3.20: Uberlagerung des 1H-15N-HSQC-Spektrums der N+C-SH2-Doméane der PLCy1 mit
dem der N- und dem der C-SH2-Doméne.
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Abb. 3.21: Uberlagerung des 'H-'°N-HSQC-Spektrums der reinen N+C-SH2-Domine der PLCy1
mit dem nach Zugabe der Peptide $1-2 und $1-3 (je 1 mM).
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Die Ergebnisse der durchgefiihrten NMR-Messungen sind zur Ubersicht in Tabelle 3.1
zusammengefasst. Da mithilfe der NMR-Studien die durch die Pulldown-Experimente gefun-
denen Interaktionen zwischen der PH-Doméne der PLCyl und dem olf1-Integrin in
wissriger Losung nicht wie erhofft bestétigt werden konnten, wurde im Folgenden der Frage
nachgegangen, ob fiir die Assoziation zwischen PLCyl und dem o1 1-Integrin eine Lipid-

umgebung bendtigt wurde.

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die erfolgten 1H-”’N-HSQC-NMR-Messungen und die erhaltenen
Verschiebungen der Resonanzen.

PLCy1-Domane Integrinpeptid/e veranderte Resonanzen?
al1-cyto nein
KIGFFKR nein
PLKKKMEK nein
p1-3 nein
PH p1-3 + p1-2 nein
p1-4 + p1-2 + p1-3 nein
al-cyto + p1-4 nein
al-cyto + p1-4 + 1-2 + 1-3 nein
al1-cyto nein
al-cyto + p1-4 nein
N-SH2 al-cyto + p1-4 + p1-2 nein
al-cyto + p1-4 + f1-2 + 1-3 nein
C-SH2 B1-3 nein
al1-cyto nein
p1-2 nein
N+C-SH2 pYB1-2 nein
al-cyto + p1-4 nein
B1-2 + B1-3 ja

3.3.3 Einfluss von Lipiden auf die Interaktion zwischen a.1f 1-Integrin
und PLCy1

Bei der PLCyl handelt es sich um ein lipidbindendes und -modifizierendes Enzym, das
dariiber hinaus auch lipidvermittelte Protein-Protein-Interaktionen eingeht (4.3). Da zudem
die al-cytoplasmatische Sequenz an PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; bindet (3.2), sollte mittels
Co-Immunoprézipitation (Co-IP, 2.2.5.18) der al-Integrinkette untersucht werden, ob Lipo-
somen aus negativ-geladenen Phospholipiden (2.2.2.4) einen Einfluss auf die Interaktion zwi-
schen PLCyl und alpl-Integrin ausiibten (Abb. 3.22). Liposomen, die PC:PS (50:50),
2% PI(4,5)P, oder 2% PI(3,4,5)Ps enthielten, verstirkten die Assoziation zwischen PLCyl
und alp1-Integrin, im Gegensatz zu den schwach negativ-geladenen Liposomen aus PC:PS

(85:15).
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Abb. 3.22: Einfluss von LUVs auf die Interaktion zwischen PLCy1 und a1f1-Integrin. Serum-
depletierte CHO-a1/f.l. Zellen wurden nach 45-minitiger Adhasion auf KIV-beschichteten Platten in
Solubilisierungspuffer inkl. 2% Triton X-100 und 50 mM NaCl abgeschabt. Das Solubilisat wurde mit
400 uM LUVs PC:PS (50:50), PC:PS (85:15), 2% PI(4,5)P, oder 2% PI(3,4,5)P; fur 30 Min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde die a1-Integrinkette aus dem Solubilisat mithilfe des monoklonalen, an
Protein G-Sepharose gekoppelten 33.4-Antikdrpers prazipitiert. Das Prazipitat wurde immunologisch
mittels Western Blot auf die a1-Kette, die $1-Kette und PLCy1 hin untersucht. Verwendet wurden die
Antikérper AS2K5 anti-a1, AS4K4 anti-f1 und anti-PLCy1. IP: Immunoprazipitation, IB: Immunoblot

3.3.3.1 Einfluss von Lipiden auf die Interaktion der a1-cytoplasmatischen Sequenz mit
der PH-Domiine der PLCy1

Sowohl die PLCyl-PH-Domine als auch die al-cytoplasmatische Sequenz binden an
P1(3,4,5)P; (1.2.5.1 und 3.2). Um die Bedeutung der Lipidassoziation der PH-Domine der
PLCy1 fiir deren Interaktion mit alf1-Integrin zu ermitteln, wurden neben der Wildtyp-
PH-Doméne auch die zwei PH-Mutanten PH 3/4 und PH 6/7 in einem GST-Pulldown-Expe-
riment eingesetzt. In diesen PH-Konstrukten ist die Schleife zwischen den -Strdngen 3 und
4 bzw. 6 und 7 durch die jeweils entsprechende Sequenz aus der PH-Domine der GTPase
Dynamin ersetzt, was im Fall der PH 3/4-Mutante die Membranbindung verhindert [Falasca
et al. 1998]. Verglichen mit der Wildtyp-PH-Domine assoziierte die al-UE schwicher mit
dem PH 6/7-Konstrukt und am schwéchsten mit der PH 3/4-Mutante (Abb. 3.23). Die Bin-
dung der B1-Kette an die drei PH-Konstrukte war mit der gleichen Tendenz ausgebildet.
FAK band ebenfalls schwach an die PH 3/4-Mutante; die Assoziation mit dem PH 6/7-Kon-
strukt war jedoch gegeniiber der Wildtyp-PH-Doméne unverdndert. Dies zeigt, dass die
B3-p4-Schleife der PH-Domine der PLCyl und damit deren Lipidassoziation fiir die Inter-
aktion der PLCyl mit alpl-Integrin und FAK benétigt wurde. Die P6-p7-Schleife der
PH-Doméne der PLCyl hingegen spielte nur fiir die Assoziation der PLCyl mit

a1p1-Integrin eine Rolle.
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Abb. 3.23: Einfluss der Lipidbindung der PH-Doméne von PLCy1 auf deren Assoziation mit
a1p1-Integrin im GST-Pulldown-Experiment. Das in E.coli exprimierte GST-Fusionsprotein der
Wildtyp-PH-Doméane (WT) oder das des mutierten PH 3/4- oder PH 6/7-Konstrukts wurde an
Glutathion-Sepharose gebunden und in Puffer inkl. 50 mM NaCl mit CHO-a1/f.l. Zelllysat inkubiert.
Der Nachweis der Integrinuntereinheiten sowie der fokalen Adhasionskinase (FAK) erfolgte immuno-
logisch mittels Western Blot (IB). Die verwendeten Antikdrper waren As2K5 anti-a1, As4K4 anti-B1
und anti-FAK.

Um den Einfluss von PI(3,4,5)P; auf die Interaktion der PH-Domine mit der al-Integrin-
kette zu untersuchen, wurden aufgereinigtes PH-Protein, o1-cyto-Peptid und Liposomen im
Rahmen eines liposomenvermittelten Protein-Protein-Interaktionstests (2.2.2.7) inkubiert und
einer nativen Gelelektrophorese unterzogen (2.2.5.14). Verwendet wurden PC:PS (50:50)-
oder 2% PI1(3,4,5)P;-haltige LUVs (2.2.2.4).

PC:PS:PI(3,4,5)P, (56:42:2) PC:PS (50:50)
Spur # 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 11 12 13 14 15

alcytouM] 5 - 5 5 - 5 10 30 5 5 - 5 10 30 50

PH [5 uM]

LUVs [600 pM] - - + + o+ o+ o+ + + # A + +

Abb. 3.24: Native Gelelektrophorese zur Untersuchung des Einfluss’ von PI(3,4,5)P; auf die
Assoziation der PH-Doméane der PLCy1 mit der a1-cytoplasmatischen Sequenz. 5 uM aufge-
reinigtes PH-Protein, 5-30 uM a1-cyto-Peptid und 600 uM Liposomen (LUVs) aus PC:PS (50:50) oder
2% PI(3,4,5)P3; wurden mit LUV-Puffer fur 1 h bei RT inkubiert, einer Blue Native-Gelelektrophorese
unterzogen und anschliefliend CBB-gefarbt.

Wie in Abb. 3.24 dargestellt ist, assoziierten die PH-Domine und das oal-cyto-Peptid in
Losung in geringem Ausmal} miteinander (vgl. Spur 3 und Spur 2). Die PH-al-cyto-Inter-
aktion wurde durch PI(3,4,5)Ps-haltige Liposomen stimuliert. Durch die Erh6hung der Kon-

zentration des al-cyto-Peptids von 5 uM auf 10 uM, 30 uM und 50 pM wurde bei konstan-

ter Konzentration von PH-Domine und LUVs der terndre Komplex weiter verstarkt (Spur 7-
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9). Die Anwesenheit der Liposomen aus PC:PS (50:50) anstelle der 2% PI(3.4,5)Ps-haltigen
LUVs flibte ebenfalls einen, obgleich schwicheren, Einfluss auf die Assoziation von
al-cyto-Peptid und PH-Doméne aus (vgl. Spur 3, 6 und 12). Bei der Erhéhung der Konzen-
tration des al-cyto-Peptids zeigten die Banden hier zudem geringere Intensitit, als fiir
P1(3,4,5)P;-enthaltende Liposomen beschrieben wurde (vgl. Spur 6-9 mit Spur 12-15).
Demzufolge tlibten Liposomen, die aus PC:PS (50:50) bestanden, generell einen fordernden
Einfluss auf die Assoziation von PH-Doméne und al-cyto-Peptid aus. Enthielten die Lipo-

somen zusétzlich 2% PI1(3,4,5)Ps, war die Tendenz zur Assoziation gar noch hdher.

3.3.4 Funktion der PLCy1 und einzelner PLCy1-Domiinen in der

a1p 1-Integrin-abhéingigen Signaltransduktion
In fritheren Studien war bereits die Rolle der PLCy1 in der a.1B1-abhéngigen Zelladhésion
demonstriert worden [Vossmeyer ef al. 2002]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte
gekldart werden, ob PLCyl ebenfalls fiir die alf1-Integrin-vermittelte Zellmigration und

Zellmorphologie von Bedeutung ist.

3.3.4.1 Einfluss von PLCy1-Domiinen auf die a1 1-Integrin-vermittelte
Zellmorphologie

Um den Einfluss der verschiedenen GFP-markierten Domédnen der PLCy1 auf die a1 1-Inte-
grin-abhingige Zellmorphologie zu untersuchen, wurden CHO-Zellen mit der entsprechen-
den Plasmid-DNA transient transfiziert (2.2.6.7) und mittels Fluoreszenzmikroskopie analy-
siert (2.2.6.9). Die C-SH2- und die N+C-SH2-Doméine mussten hierfiir zunédchst in den
pEGFP-Vektor kloniert werden (2.2.1.13). Die Expressionskontrolle der transient exprimier-

ten GFP-Proteine ist in Abb. 3.25 dargestellt.

Wihrend CHO-al/f.1. Zellen, die mit Vektor-DNA transfiziert wurden, gleichméBig gesprei-
tet waren sowie kortikales Aktin und Spannungsfasern aufwiesen (Abb. 3.26 A), fiihrte die
Expression der PH- oder der C-SH2-Doméne der PLCyl zu einem Phédnotyp mit deutlich
verandertem F-Aktincytoskelett, dem die ausgepridgten Spannungsfasern, die in Kontroll-
zellen zu beobachten waren, fehlten (Abb. 3.26 B bzw. C). Stattdessen fiihrten beide Kon-
strukte zu einer verstirkten Aktivitit an der Plasmamembran, die sich bei Expression der
PH-Doméne in Form von breiten Lamellipodien und einer erhéhten Anzahl von Zellausldu-

fern duBerte (Abb. 3.26 B). Letztere waren mitunter weiter verzweigt (nicht gezeigt).

99



ERGEBNISSE

GFP-
PH PH N- C- N+C-
wa - PH 34 67 SH2 SH2 SH2 |g; anti-GFP
S e «— GFP-N+C-SH2 (54 kDa)
i g < GFP-PH (45 kDa)
- GFP-N-SH2 (41 kDa
37— - 3= GFP-C-SH2 (40 kDa}
. «— GFP (28 kDa)
25—
IB: anti-f-Aktin

L — — — — 1—5-Akt|n (42 kDE]

Abb. 3.25: Ektopische Expression der Fusionsproteine GFP-PH, -PH 3/4, -PH 6/7, -N-SH2, -C-
SH2 und -N+C-SH2 am Beispiel der CHO-a1/f.l. Zellen. Die Zellen wurden mittels Lipofektion fir
6 h mit der entsprechenden Plasmid-DNA transfiziert und anschlieBend lysiert. Zellsolubilisat mit
40 ug Protein wurde pro Spur eines 12% Tricin-SDS-Gels aufgetragen, und ein Western Blot wurde
durchgefiihrt. Die GFP-Fusionsproteine wurden mit dem anti-GFP-Antikérper und mittels Chemilumi-
neszenz detektiert. Als Ladungskontrolle diente p-Aktin. IB: Immunoblot

CHO-al/fl. Zellen, die mit C-SH2-kodierender Plasmid-DNA transfiziert worden waren,
bildeten vermehrt spitze Filopodien und kleine Membranauswodlbungen aus. Diese Zellen
waren kleiner und rundlicher als die vektortransfizierten Kontrollzellen (Abb. 3.26 C). Die
gleichzeitige Expression der PH- und der C-SH2-Domine hob hingegen die fiir die einzelnen
Doménen beschriebenen Effekte auf und verursachte ein vektordhnliches Erscheinungsbild
(Abb. 3.26 D). Jedoch waren in diesen Zellen die Spannungsfasern weniger deutlich ausge-
bildet, und in der Zellperipherie war eine schwache Griinfarbung im Bereich des kortikalen
Aktins zu erkennen (gekennzeichnet durch Pfeilspitzen). Die ektopische Expression der
Tandem-SH2-Domine (GFP-N+C-SH2) erbrachte kompakte, gespreitete CHO-a1/f.1. Zellen,
in denen keine erhohte Ausbildung von Lamelli- oder Filopodien zu beobachten war (Abb.
3.26 E). Jedoch war in diesen Zellen das kortikale Aktincytoskelett verstirkt, und an den
Enden der zugehorigen Aktinstringe waren deutliche GFP-Signale auszumachen (mit Pfeil-
spitzen gekennzeichnet). Dieser Effekt war auf die Tandem-SH2-Doméne beschréinkt, da er
bei Expression der N-SH2- oder der C-SH2-Doméne nicht auftrat (Abb. 3.26 F und C).
CHO-al/fl. Zellen, die mit fiir die N-SH2-Doméine kodierender DNA transfiziert worden

waren, dhnelten in ihrem Erscheinungsbild vektortransfizierten Zellen.

Um die Rolle der Lipidbindung der PH-Domine der PLCy1 bei den oben beschriebenen mor-
phologischen Effekten zu untersuchen, wurden CHO-a1/f.1. Zellen mit Plasmid-DNA, kodie-
rend fiir die mutierten Konstrukte GFP-PH 3/4 und GFP-PH 6/7 transfiziert und mittels Fluo-
reszenzmikroskopie visualisiert. Die Expression dieser beiden Konstrukte fiihrte zu einem

zelluldren Phénotyp mit einer gegeniiber den Vektorzellen erhdhten Aktivitdt an der Plasma-
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Farbung: GFP Farbung: F-Aktin

A GFP

B GFP-PH

C GFP-C-SH2

D GFP-PH+
GFP-C-SH2

Abb. 3.26: Einfluss der GFP-Konstrukte GFP (A), GFP-PH (B), GFP-C-SH2 (C), GFP-PH und
GFP-C-SH2 (D), GFP-N+C-SH2 (E)* und GFP-N-SH2 (F)* auf die KIV-abhédngige Zellmorphologie
von CHO-a1/f.l. Zellen. Die Zellen wurden fur 6 h mit der jeweiligen Plasmid-DNA transfiziert und
anschlieend fir 1 h serumdepletiert. 3 x 10* Zellen wurden pro Kammer eines KIV-beschichteten
(20 pg/ml) 8-Kammer-Objekttragers ausgesat. Nach 2-stiindiger Adhédsion bei 37°C und 5% CO, wur-
den die Zellen gewaschen, fixiert, blockiert und mit CPITC-Phalloidin (1:100) fir 2 h bei RT inkubiert.
Der Objekttrager wurde gewaschen, getrocknet und mit GelMount versiegelt. Die Aufnahmen der
GFP- bzw. der CPITC-vermittelten Fluoreszenz erfolgten mit 64-facher Vergréferung am Fluores-
zenzmikroskop. Der Mal3stabsbalken entspricht 50 um. *: siehe folgende Seite
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Fortsetzung Abb. 3.26

Farbung: GFP Farbung: F-Aktin

E GFP-
N+C-SH2

F GFP-N-SH2
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Farbung: GFP Farbung: F-Aktin

A GFP-PH 3/4

B GFP-PH 6/7

C GFP-PH
PLC&1

Abb. 3.27: Einfluss der mutierten Konstrukte GFP-PH 3/4 (A) und GFP-PH 6/7 (B) der
PH-Doméne der PLCy1 und von GFP-PH der PLC41 (C) auf die KIV-abhangige Zellmorphologie
von CHO-a1/f.l. Zellen. Die Transfektion der Zellen und die Durchfiihrung des Experiments erfolgten
wie in der Beschriftung von Abb. 3.26 erlautert. Der MaRstabsbalken entspricht 50 ym.
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Farbung: GFP Farbung: F-Aktin

A GFP

B GFP-PH

C GFP-C-SH2

D GFP-PH+
GFP-C-SH2

Abb. 3.28: Einfluss der Konstrukte GFP (A), GFP-PH (B), GFP-C-SH2 (C), GFP-PH und
GFP-C-SH2 (D), GFP-N+C-SH2 (E)*, GFP-PH 3/4 (F)* und GFP-PH 6/7 (G)* auf die KIV-abhéngige
Zellmorphologie von CHO-a1/K Zellen. Die Transfektion der Zellen und die Durchfiihrung des

Experiments erfolgten analog wie fir die CHO-a1/f.I. Zellen in Abb. 3.26 beschrieben. Der MaRstabs-
balken entspricht 50 um. *: siehe folgende Seite
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Fortsetzung Abb. 3.28

Farbung: GFP Farbung: F-Aktin

E GFP-
N+C-SH2
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Farbung: GFP Farbung: F-Aktin

A GFP

B GFP-PH

C GFP-C-SH2

D GFP-
N+C-SH2

LT e
Abb. 3.29: Einfluss der GFP-Konstrukte GFP (A), GFP-PH (B), GFP-C-SH2 (C) und
GFP-N+C-SH2 (D) auf die FN-abhédngige Zellmorphologie von CHO-a1/f.l. Zellen. Die Trans-

fektion der Zellen und die Durchfiihrung des Experiments erfolgten wie in Abb. 3.26 erldutert. Der
MaRstabsbalken entspricht 50 pym.
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Farbung: GFP Farbung: F-Aktin

A GFP

B GFP-PH

C GFP-C-SH2

D GFP-
N+C-SH2

Abb. 3.30: Einfluss der GFP-Konstrukte GFP (A), GFP-PH (B), GFP-C-SH2 (C) und
GFP-N+C-SH2 (D) auf die FN-abhédngige Zellmorphologie von CHO-a1/K Zellen. Die Transfektion

der Zellen und die Durchfiihrung des Experiments erfolgten wie in Abb. 3.26 beschrieben. Der
MaRstabsbalken entspricht 50 ym.
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membran. Die fiir die Wildtyp-PH-Doméne beschriebenen flachigen Lamellipodien und ver-
mehrten Zellauslaufer waren bei Expression der Mutantenproteine jedoch nicht zu beobach-
ten (Abb. 3.27 A und B). Stattdessen besa3en diese Zellen spitze, stechapfeldhnliche Auslau-
fer, die mit kortikalem Aktin verstdrkt waren. Verglichen mit der PH 3/4-Mutante ging die
Expression des PH 6/7-Konstrukts mit einer starkeren Ausbildung von Aktinspannungsfasern
einher. Diese Zellen besallen daneben einen zusitzlichen zweiten Phianotyp mit polarisierter,
tropfendhnlicher Zellform, die mit einer unregelmiBigen Membranoberfliche ,,grober

erschien.

Um Aufschluss iiber die Spezifitit der fiir die PH-Doméne der PLCy1 beschriebenen Effekte
auf die alpl-Integrin-abhingige Zellmorphologie zu erhalten, wurde die Auswirkung der
Expression der PH-Doméne der PLC31 auf die CHO-al/f.l. Zellen ebenfalls untersucht
(Abb. 3.27 C). Diese Zellen zeigten ein polarisiertes Erscheinungsbild mit einem groflen La-
mellipod und starker Aktivitdt an der Plasmamembran. Die GFP-fusionierte PH-Doméne der
PLCO1 war hierbei stellenweise an der Zellperipherie zu finden, und das F-Aktincytoskelett
war verstarkt ausgebildet. Somit verursachte die Expression der PH-Doméanen der PLC-Iso-
formen yl und 81 unterschiedliche Effekte auf die olf1-Integrin-abhéngige Zellmorpho-

logie.

Als Bindungsepitope fiir die cytoplasmatische Sequenz der al- und der P1-Integrinkette
waren die PH- und die C-SH2-Domine der PLCy1 identifiziert worden. Im Folgenden wurde
der Frage nachgegangen, welche Effekte die ektopische Expression dieser Doménen auf
CHO-al/K Zellen, die eine a.l1-Kette ohne intrazellulire Sequenz exprimieren, hervorrufen.
Zwar waren vektortransfizierte CHO-a.1/K Zellen nach 2-stiindiger Adhédsion auf KIV leicht
gespreitet, doch hatten sie noch kein deutliches Aktincytoskelett ausgebildet (Abb. 3.28 A)
[Vossmeyer ef al. 2000]. Die Expression von GFP-PH bzw. GFP-C-SH2 rief in diesen Zellen
einen Phénotyp hervor, der durch eine rundliche Form mit vielen kleinen Zellausldufern ge-
kennzeichnet war (Abb. 3.28 B und C) und der, von der fehlenden Zellspreitung abgesehen,
nicht stark von den vektortransfizierten Zellen abwich. Somit unterschieden sich die
CHO-al/fl. und die CHO-ol/K Zellen vor allem in dem durch Uberexpression der
PH-Doméne verursachten Phinotyp. Desweiteren fiihrte die Co-Expression der PH- und der
C-SH2-Domine in den CHO-al/K Zellen, anders in den CHO-al1/f.l. Zellen, zu keinem
vektordhnlichen Phinotyp, sondern erzeugte runde Zellen (Abb. 3.28 D). CHO-a1/K Zellen,
die mit Plasmid-DNA der N+C-SH2-Doméne transfiziert worden waren, blieben rund, sprei-

teten nicht und besallen schwache Zellausldufer. Die kortikalen Aktinstrange und deren fiir
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die CHO-al/f.l. Zellen beschriebene Co-Lokalisation mit GFP-N+C-SH2 waren im Fall der
CHO-al/K Zellen nicht zu erkennen (Abb. 3.28 E). Die Expression der mutierten PH-Kon-
strukte PH 3/4 und PH 6/7 schlieBlich erzeugte in den CHO-a1/K Zellen einen Phanotyp,
wie er fiir die Wildtyp-PH-Doméne beschrieben wurde (Abb. 3.28 B, F und G).

Die Fluoreszenzanalysen der CHO-al/K Zellen verdeutlichen somit die Bedeutung der
al-cytoplasmatischen Domaéne fiir die durch die PLCyl-Doménen hervorgerufenen Effekte
auf die Morphologie der CHO-al/f.l. Zellen. Um zu erfahren, ob die fiir die PH- und die
C-SH2-Domine beschriebenen Beobachtungen spezifisch fiir die o1 1-Integrin-vermittelte
Signaltransduktion waren, wurden CHO-a1/f.1. und -a1/K Zellen mit den DNA-Konstrukten
fiir GFP-PH, -C-SH2 und -N+C-SH2 transfiziert und nach 2-stiindiger Adhdsion auf dem
a5p1-Integrin-Liganden Fibronektin (FN) mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert (Abb.
3.29). Im Gegensatz zu den Studien auf KIV verursachte die ektopische Expression von
GFP-PH in FN-adhédrenten CHO-a1/f.1. Zellen weniger drastische Effekte. Diese Zellen be-
saflen zwar ebenfalls Lamellipodien. Jedoch war zum einen die Anzahl von Zellausldufern
nicht stark erh6ht, und es waren keine Spannungsfasern zu beobachten; zum anderen war das
kortikale Aktincytoskelett ausgebildet (Abb. 3.29 B). Zellen, die mit GFP-C-SH2 transfiziert
wurden, wiesen eine erhohte Aktivitit an der Plasmamembran auf und waren besser gesprei-
tet als die entsprechenden, KIV-adhérenten Zellen (Abb. 3.29 C). Die Spannungsfasern wa-
ren hier jedoch unorganisiert. Der in den CHO-al/f.l. Zellen durch GFP-N+C-SH2 hervor-
gerufene Phénotyp dhnelte jedoch dem fiir KIV beschriebenen (Abb. 3.29 D). So waren diese
Zellen ebenfalls gut gespreitet und besalen Spannungsfasern sowie ein kortikales Aktincyto-

skelett, das mit GFP-N+C-SH2 co-lokalisierte (mit Pfeilspitzen gekennzeichnet).

Der Phénotyp FN-adhdrenter CHO-a1/K Zellen, die mit GFP-PH oder GFP-C-SH2 transfi-
ziert wurden, wich von dem jeweiligen, fiir CHO-al/f.l. Zellen beschriebenen ab. Im Fall
von GFP-PH waren hierfiir die erhohte Aktivitdt an der Membran, die mit vielen Zellauslau-
fern einherging, und die ausgebildeten, unorganisierten Spannungsfasern verantwortlich
(Abb. 3.30 B). Die Expression der GFP-C-SH2-Doméne in CHO-a1/K Zellen rief auf FN
einen vektordhnlichen Phédnotyp von gut gespreiteten Zellen mit Spannungsfasern hervor
(Abb. 3.30 C). Nach Transfektion mit dem GFP-N+C-SH2-Konstrukt war bei den FN-adha-
renten CHO-a1/K Zellen Aktivitdt an der Plasmamembran in Form von kleinen Ausldufern
zu beobachten, wie es zuvor nicht der Fall war. Jedoch war auch hier die Zellform kompakt

und war GFP-N+C-SH2 mit dem kortikalen Cytoskelett assoziiert, wie die Pfeilspitzen kenn-
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zeichnen (Abb. 3.30 D). Diese Co-Lokalisation war demnach unabhéngig von der al-, je-

doch abhdngig von der 31-Integrinuntereinheit.

3.3.4.2 Rolle der PLCy1 in der o 1B 1-Integrin-vermittelten Zellmigration

Neben der zelluldren Adhdsion und Morphologie vermittelt alf1-Integrin auch die Motilitdt
von Zellen auf KIV. Um Aufschluss iiber die Rolle der PLCy1 darin zu erhalten, wurde die
Migration von CHO-a1/f.1., -a1/GFFKR und -a1/K Zellen in Anwesenheit des PLCy-Inhibi-
tors U73122 in einem haptotaktischen Migrationsversuch analysiert. Als Referenz dienten
CHO-al/f.1.-Zellen, denen anstelle des Inhibitors das Vehikel DMSO zugesetzt wurde. Die
Bedeutung der al-cytoplasmatischen Sequenz fiir die KIV-abhingige Zellmigration wurde
bereits beschrieben [Vossmeyer et al. 2002] und erklirt die im Vergleich zu den CHO-a1/f.1.
Zellen verminderte Zahl migrierter CHO-ol/GFFKR und -al/K Zellen (Abb. 3.31). In
Gegenwart des PLCy-Inhibitors war die Migration in CHO-a1/f.l. und -al/GFFKR Zellen
stark erniedrigt, was die funktionelle Beteiligung der PLCy1 an der a.1B1-Integrin-abhingi-

gen Zellmigration zeigt.

120
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4o W - U73122
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CHO-a1/fl. CHO-a1/GFFKR CHO-a1/K

Abb. 3.31: Einfluss des PLCy-Inhibitors U73122 auf die a1 1-Integrin-abhéngige Zellmigration
im Transwell-Migrationssystem. 5 x 10* serumdepletierte CHO-a1/fl., -a1/GFFKR und -a1/K
Zellen wanderten fir 5 h bei 37°C in Richtung eines KIV-Gradienten. Migrierte Zellen wurden perme-
abilisiert und mit Kristallviolettidsung gefarbt. Mithilfe eines Zahlokulars wurden bei 125-facher
VergroRerung funf Felder pro Filter ausgezahlt, und Mittelwert und Standardabweichung von drei
unabhangigen Experimenten wurden bestimmt.

3.3.4.3 Rolle der PH-Domiine der PLCy1 in der a1p 1-Integrin-abhéingigen
Zellmigration

Nachdem die PH-Doméne der PLCyl als Bindungspartner der cytoplasmatischen Sequenz
der al- und der B1-Integrinuntereinheit identifiziert worden (3.3.1) und die Bedeutung der
PLCy1 an der a.1p1-Integrin-vermittelten Zellmigration gezeigt war (3.3.4.2), wurde der Ein-

fluss von ektopisch exprimierter GFP-PH-Doméne auf die KIV-abhidngige Zellmigration von
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al-exprimierenden CHO-Zellen untersucht. Wie in Abb. 3.32 dargestellt, reduzierte die
Uberexpression der PLCy1-PH-Domine die Migration von CHO-a1/fl., -o.1/GFFKR und
-al/K Zellen im Vergleich zu den jeweils vektortransfizierten Kontrollzellen um die Haélfte.
Damit war der migrationsinhibierende Effekt der iiberexprimierten PH-Doméne der PLCyl,
verglichen mit dem der PLCyl-Inhibitors U73122 (Abb. 3.31), bei CHO-al/fl. und
-o.l/GFFKR Zellen bedeutend schwécher ausgeprdgt. Um {iiber die Bedeutung der
P1(3,4,5)P;-Interaktion der PH-Domidne Auskunft zu erhalten, wurde die Migration der
CHO-Zellen nach Expression der PH-Mutanten PH 3/4 und PH 6/7 ebenfalls untersucht
(Abb. 3.32). Im Vergleich zu der PH-Wildtyp-Doméne senkte die PH 3/4-Mutante, die keine
Membranbindung ausiibt, die Migration der CHO-a1/f.1. und der -a.1/GFFKR Zellen weniger
stark, auf 82% bzw. 93% des Kontrollwertes. Im Gegensatz hierzu war die Migration in den
CHO-al/K Zellen bei Expression von GFP-PH 3/4 fast vollstindig inhibiert. Die Expression
der PH-Mutante 6/7, deren Membranbindung intakt ist, reduzierte die Migration in allen drei
Zelllinien ebenfalls deutlich, in den CHO-al/GFFKR Zellen dabei auf das durch die
PH-Wildtyp-Domine induzierte Niveau. In den CHO-al/f.l. und -al/K Zellen wurde die
Zellmigration durch Expression von GFP-PH 6/7 gar noch stérker als durch die PH-Wildtyp-
Domine inhibiert. In Anhéngigkeit von der Art des al-Integrinkonstruktes {ibten die iiber-
exprimierten PH-Konstrukte bei gleicher Expressionsstirke (Abb. 3.25) demnach einen

unterschiedlichen Effekt auf die Migration der CHO-Zellen aus.
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Abb. 3.32: Einfluss der ektopisch exprimierten PH-Doméane der PLCy1 auf die a1f1-Integrin-
abhangige Zellmigration im Transwell-System. CHO-a1/f.l., -a1/GFFKR und -a1/K Zellen wurden
mit Plasmid-DNA, kodierend fir GFP-PH, -PH 3/4 oder -PH 6/7 bzw. GFP mittels Lipofektion GN
transfiziert und fiir 1 h serumdepletiert. 5 x 10* Zellen wurden auf KIV-beschichteten Filtern ausgesat
und fir 5 h im Brutschrank inkubiert. Migrierte Zellen wurden mit PFA/Saponin permeabilisiert, mit
Kristallviolett gefarbt und am Lichtmikroskop bei 125-facher VergréRerung ausgezahlt. Es wurden drei
unabhéangige Experimente durchgefiihrt.
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Um die Spezifitdit des migrationsinhibierenden Effekt der PLCyl-PH-Domine zu unter-
suchen, wurde auch der Einfluss der ektopisch exprimierten PH-Doméanen von PLCB1 und
PLC381 auf die Migration von CHO-a1-Zellen untersucht (Abb. 3.33). Dabei zeigte sich, dass
die Expression der PLCB1- oder der PLC61-PH-Doméne keinen bzw. einen schwachen Ein-
fluss auf die Motilitdt der CHO-al/f.l. bzw. der -a.1/K Zellen ausiibte. Die Migration der
CHO-al1/GFFKR Zellen wurde nur durch die Expression der PLCo1-PH-Doméne beein-

flusst; sie wurde um ein Viertel gesenkt.
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Abb. 3.33: Einfluss der PH-PLC-Isoform auf die a1B1-Integrin-vermittelte Zellmigration im
Transwell-System. CHO-a1/f.l., -a1/GFFKR und -a1/K Zellen wurden mit GFP-Plasmid-DNA der
PH-Doméane von PLCB1, PLC31 oder PLCy1 mittels Lipofektion UN transfiziert. Kontrollzellen wurden
mit Leervektor transfiziert. 5 x 10* Zellen serumdepletierte Zellen wurden auf KlV-beschichteten Fil-
tern ausgesat und fur 5 h im Brutschrank inkubiert. Migrierte Zellen wurden mit PFA/Saponin permea-
bilisiert, mit Kristallviolett gefarbt und am Lichtmikroskop mit 125-facher Vergréfierung ausgezahlt. Es
wurden drei unabhangige Experimente durchgefihrt.
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4 DISKUSSION

4.1 Untersuchungen zur Struktur der al-cytoplasmatischen
Sequenz

In Losung bildet die a1-cytoplasmatische Sequenz keine Sekundérstrukturen aus, faltet

jedoch auf sich zuriick

Mithilfe der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten NMR- und CD-spektroskopischen
Messungen sowie der MD-Simulationen konnte in dem von der al-cytoplasmatischen Se-
quenz abgeleiteten al-cyto-Peptid keine definierte Sekundérstruktur detektiert werden. Das
al-cyto-Peptid wurde zunichst '“N-markiert rekombinant in E.coli aufgereinigt und fiir
'H-""N-HSQC-NMR-Messungen eingesetzt (3.1.1), wie bereits fiir Peptide der cytoplasmati-
schen Doméne der allb- und der B3-Integrinkette berichtet [Vinogradova et al. 2000, Ulmer
et al. 2001, Vinogradova et al. 2002, Weljie et al. 2002, Vinogradova et al. 2004, Lau et al.
2008a, Lau et al. 2008b, Bhunia ef al. 2009]. Die fiir das al-cyto-Peptid erhaltenen
HSQC-Signale konnten mit einigen der fiir die Zufallsknduelkonformation tabellierten Ver-
schiebungen der 'H- und '’N-Resonanzen abgeglichen werden [Bundi & Wiithrich 1979,
Wiithrich 1986, Glushka et al. 1989, 1990, Braun et al. 1994]. Die Resonanzsignale waren
jedoch nicht distinkt aufgelost, was durch die wéhrend des langen Messzeitraums von 17 h

eingesetzte Denaturierung des Peptids erkldrt werden kann.

Die CD-Spektren der Integrinpeptide al-cyto, al-scrambled und PLKKKMEK entsprachen
dem unstrukturierter Zufallsknduelkonformation (3.1.2) und dhnelten damit denen der von
den intrazelluliren Doménen der Integrinketten allb' und p3'® abgeleiteten Peptide [Haas &
Plow 1997]. Die fehlende Faltung des a.l1-cyto- und des PLKKKMEK-Peptids stimmte dabei
nicht mit der Struktur einer a-Helix iiberein, die durch das PSIPRED-Programm [Jones
1999] fiir die PLKKKMEK-Sequenz vorhergesagt wurde (nicht gezeigt, 4.2). Die PSIPRED-
Strukturvorhersage umfasste jedoch neben der cytoplasmatischen Sequenz auch die Trans-
membrandomine (TMD) der al-Kette. Dies -zusammen mit der Tatsache, dass das
Spektrum des KIGFFKR-Peptids einige Kennzeichen von B-Turn-Strukturen aufwies- deutet
darauf hin, dass das KIGFFKR- und das PLKKKMEK-Motiv ihre Struktur innerhalb der

1% die cytoplasmatische Aminosiuresequenz der allb-UE lautet: KosoVGFFKRNRPPLEEDDEGE o5

16 die cytoplasmatische Aminosduresequenz der $3-UE lautet: K;;,LLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTAN-
NPLYKEATSTFTNITYRGT4,.
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al-Kette nicht unabhingig voneinander einnehmen. Eine derartige gegenseitige Einfluss-
nahme von membranproximalem und -distalem Bereich wurde bereits fiir die allb-cytoplas-

matische Sequenz beschrieben [Haas & Plow 1997].

Der Befund einer fehlenden definierten a-Helix- oder B-Faltblattstruktur in der al-cytoplas-
matischen Sequenz wurde durch MD-Simulationen bestitigt (3.1.3). und deckt sich mit
publizierten Daten aus CD- und NMR-Messungen von Peptiden der intrazelluliren Doméne
der allb-, a5-, aV- bzw. B3-UE [Muir ef al. 1994, Haas & Plow 1996, Hwang & Vogel
2000, Ulmer et al. 2001, Weljie et al. 2002, Vinogradova et al. 2004]. Der Einfluss einer
Lipidumgebung auf die Faltung der intrazelluldren Integrinsequenzen wurde ebenfalls unter-

sucht und wird in Abschnitt 4.2 diskutiert.

Die aus den CD-Spektren der a-Integrinpeptide abgeleitete Zufallsknduelkonformation ist
jedoch aus mehreren Griinden auch mit Unsicherheit behaftet. Zum einen erschweren vor-
handene aromatische Aminosiuren die sichere Herleitung der vorliegenden Peptidkonforma-
tion aus CD-Spektren [Woody 1978]. Zum anderen sind Fille bekannt, in denen das
CD-Spektrum eines Peptids oder Proteins trotz dessen bekannter -Sekundirstruktur der
Zufallsknduelkonformation dhnelt. Dies ist auf p-Strange zuriickzufiihren, die transient aus-
gebildet werden bzw. verzerrt, irreguldr oder sehr kurz sind [Manavalan & Johnson 1983,
Blanco et al. 1994a, Blanco ef al. 1994b]. Dergleichen wurde fiir den Sojabohnentrypsininhi-
bitor, a-Chymotrypsin, Elastase, Rubredoxin und Weizenkeimagglutinin gezeigt [Sweet et
al. 1974, Brahms & Brahms 1980, Hennessey & Johnson 1981, Mori & Jirgensons 1981,
Richardson 1981, Manavalan & Johnson 1983]. Die rechnerische Bestimmung der Sekundér-
struktur der Integrinpeptide aus deren CD-Spektren mithilfe des ACDP-Programms ergab
einen p-Faltblattanteil von 40% fiir das a1-cyto-Peptid und von 59% fiir das KIGFFKR-Pep-
tid. Die Berechnung war jedoch mit Fehlern behaftet und wurde deshalb nicht aufgefiihrt
(siehe auch 4.2). B-Strukturbereiche {iber kurze Aminosdurensequenzen stellen keine Selten-
heit dar [Chou & Fasman 1974]. Weitere Argumente sprechen dafiir, dass das Vorhandensein
eines Strukturmotivs in der al-cytoplasmatischen Sequenz nicht ausgeschlossen werden
kann. Erstens ist das CD-Spektrum des ol-cyto-Peptids deckungsgleich mit dem eines
Peptids aus der Bl-Doméne des Proteins G, das nachweislich eine B-Hairpin-Struktur
ausbildet und einen P-Strukturanteil von 42% besitzt. Demnach liegen in der Losung des
besagten B1-Peptids sowohl eine ungefaltete Konformation als auch die eines B-Hairpins

vor, die miteinander im Gleichgewicht stehen [Blanco et al. 1994a, Blanco et al. 1994b]. Die
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MD-Simulation des a1-cyto-Peptids zeigte ebenfalls zwei vorherrschende Konformationen,
eine aufgelockerte bzw. ausgestreckte und eine riickgefaltete, hakenférmige. Letztere befand
sich im N-terminalen Abschnitt des Peptids und konnte eine Turn- oder Hairpin-Struktur dar-
stellen. Zweitens konnten mithilfe von NOE-NMR-Messungen von cytoplasmatischen Inte-
grinpeptiden auch Turn-Strukturen in der Progeg-Proggg-Sequenz der allb- und der aV-UE
bzw. in dem membrandistalen N744PLY747-Motiv der 3-Kette identifiziert werden [Filardo
& Cheresh 1994, O'Toole et al. 1995, Haas & Plow 1996, Vinogradova et al. 2000, Ulmer e¢
al. 2001]. Ulmer und Kollegen beschrieben zudem die Neigung zur Auspridgung einer

a-Helix zwischen den Resten Argr,4 und Alayss der f3-Untereinheit [Ulmer et al. 2001].

MD-Simulationen der Faltung des al-cyto-Peptids in Wasser bzw. in NaCl-Losung zeigten
fiir beide Bedingungen zwei vorherrschende Peptidkonformationen, eine geschlossene,
hakenformige Riickfaltungsstruktur und einen aufgelockerten bzw. ausgestreckten Zustand.
Besonders die Identifizierung der hakenféormigen Konformation ist von Bedeutung, da das
al-cyto-Peptid initial als ungefaltet und ausgestreckt definiert wurde, demnach also eine in-
trinsische Neigung zur Riickfaltung besitzt. Das Konzept, dass sich der C-terminale Ab-
schnitt einer intrazelluldren Integrindomédne zuriickfaltet, um eine geschlossene Struktur zu
bilden, wurde bereits fiir die allb- und die p3-Integrinkette mithilfe von Computermodellie-
rungen in Wasser und NMR-Messungen in DPC-Mizellen hergeleitet [Haas & Plow 1996,
1997, Vinogradova et al. 2000, Weljie et al. 2002]. Die Riickfaltung wurde hierbei durch die
entsprechenden Turn-Strukturen in der allb- bzw. der B3-UE ermdoglicht (sieche oben). Die
Strukturaufklarung der 58 Aminosiuren umfassenden aL.-cytoplasmatischen Doméne mittels
NMR-Spektroskopie in Wasser ergab ein kompaktes Biindel aus drei a-Helices, wobei sich
die C-terminale zwischen die N-terminale und die mittlere Helix schob [Bhunia ez al. 2009].
Dies deutet auf eine intrinsische Riickfaltungsneigung in den cytoplasmatischen Sequenzen
aller a-Integrinuntereinheiten hin, deren molekulare Struktur von der Natur und der Lénge
der spezifischen Aminosiduresequenz abhéngt. Bislang wird vermutet, dass die Riickfaltung
von cytoplasmatischen Integrindoménen fiir die Struktur oder die Inside-out-Aktivierung von
Integrinen von Bedeutung sein konnte [Haas & Plow 1997]. Einem distinkten Integrin-
aktivititszustand konnte die geschlossene cytoplasmatische Konformation jedoch nicht

zugeordnet werden [Vinogradova et al. 2000, Weljie et al. 2002].

Die Daten der MD-Simulation des a.1-cyto-Peptids weisen darauf hin, dass die Konformation
der al-cytoplasmatischen Sequenz hoch dynamisch ist. Damit wire auch deren unterschied-

liche Zuginglichkeit fiir Proteinbindungspartner verbunden [Chou 2000, Rotondi & Gierasch
117



DISKUSSION

2005, Giddu et al. 2009]. Da die ausgestreckte Konformation zudem durch eine erhdhte
Ionenstéirke gefordert wird, entsteht ein Bild der Struktur der a.1-cytoplasmatischen Sequenz,
die in Abhidngigkeit von der lokalen, submembrandren lonenkonzentration &uflerst dyna-
misch ist und eventuell mit einer distinkten Feinregulierung der Funktion oder Konformation

des a.1p1-Integrinrezeptors verbunden ist.

4.2  Untersuchung der Interaktion der al-cytoplasmatischen
Sequenz mit Phospholipiden

Die cytoplasmatische Sequenz der o 1-Integrinuntereinheit assoziiert kopfgruppen-
abhingig mit PIPs

Die cytoplasmatische Sequenz KIGFFKRPLKKKMEK der al-Integrinuntereinheit weist
eine Nettoladung von +6 auf und beherbergt zwei aromatische Reste. Damit sind die Voraus-
setzungen fiir eine Membranassoziation und -insertion erfiillt [McLaughlin & Murray 2005,
Bentham et al. 2006, Rosenhouse-Dantsker & Logothetis 2007]. Mithilfe von drei unabhén-
gigen Methoden wurde im Rahmen dieser Arbeit die Interaktion der al-cytoplasmatischen
Sequenz mit den negativ-geladenen Phospholipiden PS, PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; analysiert.
Zunichst konnte die Bindung des GST-a1-cyto-Fusionsproteins an alle Sorten von PIPs auf
einer phospholipidexponierenden Membran detektiert werden (3.2.1). Aufgrund des rein
qualitativen Charakters dieses PIP-Strip-Inkubationstests konnten hieraus jedoch keine
quantitativen Aussagen hinsichtlich PIP-Priferenz und -Affinitit erfolgen [Kavran et al.
1998]. Um die Assoziation der al-cytoplasmatischen Sequenz an PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P;
im Vergleich zu dem monovalenten, sauren Lipid PS mit Hilfe von apparenten Dissoziations-
konstanten Kp™ zu quantifizieren, wurden Liposomen-Co-Sedimentationsexperimente mit
dem al-cyto-Peptid durchgefiihrt. Dabei wurde die Bindung dieses Peptids in Abhédngigkeit
von der angebotenen Lipidoberflache untersucht, einer bereits vielfach angewandten Metho-
de [Kavran et al. 1998, Macia et al. 2000, Ford et al 2001, Wang et al. 2002,
Papayannopoulos et al. 2005, Golebiewska et al. 2006, Heuer et al. 2006, Sigalov et al.
2006]. In der vorliegenden Arbeit wurden folgende apparente Dissoziationskonstanten
ermittelt: 319,4 + 21,5 uM fiir PC:PS (50:50), 208,5 + 16,3 pM fiir 2% P1(4,5)P> und 61,5 +
13 uM fiir 2% PI(3,4,5)P;. Die Priferenz fiir PI(3,4,5)P; spricht fiir eine kopfgruppen-
spezifische Liposomenbindung. Fiir die Assoziation des a1-cyto-Peptids mit Liposomen aus
PC:PS (85:15) konnte aufgrund ihres schwachen und unspezifischen Charakters keine Affini-

tatskonstante bestimmt werden. Demnach bedurfte die Membranbindung der a.1-cytoplasma-
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tischen Sequenz einer gewissen negativen Oberflichenladung, die von PS und/oder P1(4,5)P,

bzw. P1(3,4,5)P; bereitgestellt wurde.

Bislang wurden Dissoziationskonstanten von PI(4,5)P,- und PI(3,4,5)Ps-bindenden PH-Do-
midnen vorwiegend fiir deren Bindung an die 16slichen Inositolphosphate IP; und IP4 ermit-
telt. Jene der als spezifisch geltenden PH-Dominen von GRP-1, Btk, PLC81 und Spektrin
lagen im nano- und vereinzelt im mikromolarem Bereich [Ferguson ef al. 1995, Kojima et al.
1997, Kavran et al. 1998, Rebecchi & Scarlata 1998, Lemmon & Ferguson 2001]. Daneben
wurden jedoch auch die Affinitdten einiger PH-Doménen fiir deren Bindung an PIP-enthal-
tende Lipidschichten mittels Oberflachenplasmonresonanz (SPR)-Spektroskopie ermittelt.
Hier betragen die Kp-Werte fiir die Bindung an PI(4,5)P,: 400 = 30 nM (PH FAPPI1)
[Stahelin e al. 2007]'7 und fiir die Assoziation mit PI(3,4,5)Ps: 80+ 10 nM (PH Btk),
170 =41 nM (PH GRP-1), 590 + 80 nM (PH Akt) sowie 1,7 + 0,41 uM (PH ARNO) [Manna
et al. 2007]'"®. Diese niedrigen Affinititskonstanten kommen durch die Ausbildung einer defi-
nierten rdumlichen Bindungstasche zustande [Balla 2005, Lemmon 2008], deren Vorhanden-
sein in der kurzen al-cytoplasmatischen Sequenz unwahrscheinlich ist. Unter den gleichen
Bedingungen des Lipid-Co-Sedimentationstests, mit denen die Dissoziationskonstanten fiir
das al-cyto-Peptid ermittelt wurden, erfolgte auch die Bestimmung der Bindungsaffinitét der
N-terminalen hSH3-Domine des Immunzelladapterproteins ADAP mit einem Kp-Wert von
156 + 25 uM fiir 2% PI(4,5)P, [Heuer et al. 2006]", der im Bereich der in dieser Arbeit
ermittelten Affinititskonstanten liegt. Ebenfalls mittels Liposomen-Co-Sedimentation haben
Papayannopoulos und Kollegen die Bindung eines Peptids der polybasischen Region von
N-WASP (Tabelle 1.2) mit folgenden apparenten Kp-Werten quantifiziert: > 100 uM fiir
PC:PS (70:30), 1,2 uM fiir 10% PI1(4,5)P,, 10 uM fiir 2% PI1(4,5)P, und 2,4 uM fiir 10%
PI(3,4,5)P; [Papayannopoulos et al. 2005]*°. Zwar verfiigen die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Lipidmischungen iiber eine andere Zusammensetzung und einen anderen
PIP-Anteil, doch liegen die fiir das a.1-cyto-Peptid ermittelten apparenten Kp-Werte ebenfalls

im mikromolaren, und damit vergleichbaren Bereich.

Die molare Zusammensetzung der verwendeten Lipidschichten betrug: "PC:PE:PI(4,5)P, (77:20:3), '*PC:PE:
PI(3,4,5)P; (77:20:3), ""PC:PS:PI(4,5)P, (50:48:2), *°PC:PS:PI(4,5)P, (70:20:10), PC:PS:PI(4,5)P, (70:28:2),
PC:PS:PI(3,4,5)P5 (70:20:10).
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Langmuir-Filmwaagenmessungen konnten das Priaferenzmuster des al-cyto-Peptids fiir die
Phospholipide aus dem Co-Sedimentationstest bestdtigen: PI(3,4,5)P3 (2%) > PI(4,5)P, (2%)
> PC:PS (50:50) > PC:PS (85:15). Demnach ist nicht nur die Membranbindung, sondern auch
die Membraninsertion des a.1-cyto-Peptids kopfgruppen- und ladungsabhingig. Wéhrend die
fiir 2% PI(4,5)P, und PC:PS (50:50) ermittelten Kp™"-Werte geringfligig voneinander ab-
wichen, war beziiglich der Insertion in entsprechende Langmuir-Filme kein Unterschied fest-
zustellen. Auch war die Priaferenz fiir PI(3,4,5)P; bei den Spreitungsdruckmessungen an-
scheinend stirker ausgeprégt als bei den Co-Sedimentationsstudien. Diese Befunde konnen
durch die Unterschiede beider Experimente beziiglich Lipidoberfldchenkriimmung, Ver-
suchsdurchfiihrung und Detektionsprinzip bedingt sein. Wéahrend der Co-Sedimentationstest
keine Aussage iliber die Art der Interaktion zwischen Peptid und Lipidoberfliche erlaubt,
dienen Langmuir-Filmwaagenmessungen primdr der Detektion von Membranpenetration

[Newman et al. 1989, Maget-Dana 1999].

Das a1-cyto-Peptid inseriert in Langmuir-Filme in Abhéingigkeit von der Konzentra-
tion von PI1(4,5)P; und PI(3,4,5)P;

Die unter 3.2.3.2 beschriecbenen Ergebnisse demonstrieren, dass die Insertion des
al-cyto-Peptids in Langmuir-Filme auch in Abhéngigkeit von der Konzentration und damit
der Dichte der eingesetzten PIPs erfolgte. So nahm bei der Erhhung der PI(4,5)P,-Konzen-
tration von 2% auf 5% die Membraninsertion des a.1-cyto-Peptids deutlich zu. Ein dhnliches
PI(4,5)P,-Bindungsverhalten ist bereits fiir N-WASP [Papayannopoulos ef al. 2005] und
MARCKS [Wang et al. 2001] beschrieben, wobei fiir N-WASP zudem ein kooperativer
PI(4,5)P,-Bindungsmechanismus gezeigt werden konnte. Ob ein solches Bindungsverhalten
auch fiir das al-cyto-Peptid vorliegt, miisste in weiteren Lipid-Co-Sedimentationsstudien mit
zusitzlichen PI(4,5)P,-Konzentrationen untersucht werden. Die durch eine erhohte PI(4,5)P,-
Konzentration bewirkte Verstirkung der Membraninsertion des al-cyto-Peptids konnte
zudem als PI(4,5)P,-spezifisch betrachtet werden, da eine PS-bedingte Erh6hung der negati-
ven Filmoberflichenladung keine Anderung der Membraninsertion zur Folge hatte. Dieser
Befund stimmt mit Berichten iiberein, dass die von den polybasischen Sequenzen von
MARCKS und ErbB1 abgeleiteten Peptide sowie das Lys-13-Peptid spezifisch multivalentes
PI(4,5)P,, nicht jedoch monovalentes PS sequestrieren [Golebiewska et al. 2006].

Anders als erwartet hatte die Erhohung der PI(3,4,5)P;-Konzentration von 2% auf 5% einen
gegenteiligen Effekt. So wurde die Membraninsertion des al-cyto-Peptids hier um die Hilfte

reduziert. Ein solcher Effekt wurde bislang noch nicht beschrieben und kann verschiedene
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Ursachen haben. Erstens konnten -eventuell unterstiitzt durch das al-cyto-Peptid- einzelne
PI1(3,4,5)Ps-Molekiile in Losung gehen. Zweitens miissen sterische Effekte der volumindsen
Kopfgruppe von PI(3,4,5)P; in Betracht gezogen werden, welche die Membranpenetration
des al-cyto-Peptids erschweren, dessen Membranbindung jedoch nicht unbedingt beein-
flussen [Bradshaw et al. 1996]. Drittens konnten sich die PI(3,4,5)P;-Molekiile innerhalb der
Plasmamembran zu groBeren Aggregaten zusammenlagern, was die zugéngliche Grenzfldche
fiir die Proteinbindungspartner verkleinert [Forstner et al. 2006]. Viertens kann nicht aus-
geschlossen werden, dass eine erhohte PI1(3,4,5)P;-Konzentration den Bindungsmechanismus
des al-cyto-Peptids einschlieBlich der Bindungsstochiometrie verdndert. Mogliche Kon-
sequenzen der konzentrationsabhingigen Membraninsertion des al-cyto-Peptids fiir das

a1p1-Integrin werden ab Seite 126 diskutiert.

Die Insertion des a1-cyto-Peptids in Langmuir-Filme wird mafigeblich durch elektro-

statische Interaktionen bestimmt

Der saure Charakter der PI(4,5)P>- bzw. der PI(3,4,5)P;-Kopfgruppe einerseits und die
positive Nettoladung des a.1-cyto-Peptids andererseits implizieren einen ionischen Charakter
dieser Lipid-Peptid-Interaktion, unter Beteiligung der Phosphatgruppen von PI(4,5)P, oder
PI(3,4,5)P;. Darauf weisen die Ergebnisse des PIP-Strip-Inkubationstests als auch die der
Liposomen-Co-Sedimentation und der Langmuir-Messungen hin. Fiir eine elektrostatische
PIP-Peptid-Interaktion spricht zudem, dass die Insertion des al-cyto-Peptids in PI(4,5)P,-
oder PI(3,4,5)P;-enthaltende Langmuir-Filme durch Magnesium- und Calciumchlorid stark
reduziert wurde, in Analogie zu anderen polybasischen Peptiden [Ben-Tal ef al. 1996,
Levental er al. 2008a, Levental et al. 2008b]. Zweiwertige Kationen schirmen die
Phosphatgruppen an Phospholipidkopfgruppen elektrostatisch ab [Gennis 1989, Loépez
Cascales ef al. 1996, Pandit & Berkowitz 2002]; Calciumionen kénnen zudem die Phosphat-
gruppen dehydratisieren [Shah & Schulman 1965, Flanagan et al. 1997]. Demnach kénnen
durch Zugabe der besagten Salze sowohl elektrostatische Wechselwirkungen als auch
Wasserstoffbriickenbindungen unterbrochen worden sein, die fiir die Membraninsertion des
al-cyto-Peptids bendtigt wurden. In bereits publizierten Bindungsexperimenten mit anderen
amphipathischen Peptiden, die ebenfalls aus einem hydrophoben und einem basischen Anteil
bestanden, wurde gezeigt, dass deren Assoziation mit negativ-geladenen Membranen haupt-
sdchlich durch unspezifische elektrostatische Interaktionen angetrieben wurde [Montich ef al.
1993, Ben-Tal et al. 1996, Wang et al. 2001, Rusu et al. 2004, McLaughlin ef al. 2005a]. Der

Beitrag von Wasserstoffbriickenbindungen wurde bei den genannten Verdffentlichungen
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hingegen nicht untersucht. Die Anzahl ausgebildeter Wasserstoffbriickenbindungen und die
der daran beteiligten Aminosdurereste bestimmen jedoch die Bindungsspezifitét einer Inter-
aktion [Rosenhouse-Dantsker & Logothetis 2007], wie fiir die IP3-Bindung der PH-Doméne
von PLCO1 (Kp=120nM) und von Spektrin (Kp =40 uM) aufgezeigt werden konnte
[Ferguson et al. 1995]. Dass Wasserstoffbriickenbindungen zudem eine Rolle bei der Inter-
aktion von Proteinen mit membranstindigen PIPs spielen, wurde fiir das Lys-13-Peptid
gezeigt. Dessen computersimulierte Bindung an PI1(4,5)P, wurde durch elektrostatische Inter-
aktionen angetrieben und durch Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. PS hingegen
konnte in dem besagten System keine langlebigen Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden
[Lorenz et al. 2008]. Somit spricht vieles dafiir, dass die Assoziation der al-cytoplasmati-
schen Sequenz mit PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; groBtenteils durch ladungsbedingte Wechsel-
wirkungen zustande kommt, dass vermutlich aber auch Wasserstoffbriickenbindungen einen

Beitrag zu dieser Interaktion leisten und diese moglicherweise spezifizieren.

Fiir die Involvierung der Phosphatgruppen von PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; in deren Assozia-
tion mit dem o l-cyto-Peptid spricht, dass dessen Penetration in die zugehorigen Langmuir-
Filme ebenfalls durch Natriumhydrogenphosphat reduziert wurde. Bei der Inkubation des
GST-al-cyto-Fusionsproteins mit der PIP-Strip-Membran wurden PS, LPA und S(1)P nicht
gebunden, was zum einen darauf hinweist, dass nur die am Inositolring befindlichen,
monoveresterten Phosphatgruppen erkannt wurden. Dies wird durch die mittels MD-Simu-
lation erhaltenen Daten gestiitzt, dass bevorzugt Phosphomonoester von Lysin- und Arginin-
resten in Proteinen gebunden werden [Kooijman et al. 2007]. Da GST-al-cyto im
PIP-Strip-Versuch schwach an PA, nicht aber an LPA band, konnte auch den unpolaren Fett-
sdurekomponenten der Lipidmolekiile eine Funktion bei der Bindung an die a.1-cytoplasmati-
sche Sequenz zukommen, da sie an hydrophoben und van der Waals-Wechselwirkungen
beteiligt sind. Fiir einen Beitrag hydrophober Wechselwirkungen an der Assoziation der
al-cytoplasmatischen Sequenz mit PIPs spricht zudem, dass die Insertion des o1-cyto-Pep-
tids in Langmuir-Filme durch Zugabe von Salzen oder Phosphat nie vollstindig gehemmt
wurde. Der verbliebene An-Wert von 1 mN/m konnte den durch hydrophobe Interaktionen
zustande kommenden Anteil der Bindungsenergie représentieren, wie flir die Membraninser-
tion anderer amphipathischer Peptide bereits gezeigt werden konnte [Victor et al. 1999,

Ellena et al. 2003, Zhang et al. 2003, Gambhir e al. 2004]. Die Helixrad-Projektion®' des

*! Die Helixrad (Helical wheel)-Projektion ist eine zweidimensionale Darstellung von Aminosduresequenzen
zur Beurteilung ihres amphipathischen Charakters [Schiffer & Edmundson 1967].
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al-cyto-Peptids (Abb. 4.1) zeigt, dass dieses eine zur Membraninsertion fiahige amphipa-
thische Helix ausbilden kann. Mit der hydrophoben Oberfliche aus vier Seitengruppen wire
einerseits die Assoziation mit dem unpolaren Anteil der Phospholipidmolekiile moglich,
wihrend die geladenen Lysinseitenketten andererseits mit den Phospholipidkopfgruppen
interagierten [Seelig et al. 2000]. Das al-cyto-Peptid weist desweiteren ein Verhéltnis von
polaren zu unpolaren Aminosduren (VPUA) von 1,14 auf. Ein &hnlicher VPUA-Wert ist auch
bei einigen, beziiglich Sequenz und Ladung &hnlichen antimikrobiellen Peptiden zu finden,

wo er mit deren Membraninsertion und Porenbildung einhergeht [Maget-Dana 1999].

Die Membraninsertion des o 1-cyto-Peptids wird durch die Verteilung von polaren und

unpolaren Resten in dessen Aminosiuresequenz bestimmt

Die mithilfe der Langmuir-Filmwaage erhaltenen Daten erlauben den weiteren Riickschluss,
dass das al-cyto-Peptid eine Membranassoziation ausiibt, die durch seine Aminosdurese-
quenz und die daraus resultierende Verteilung von geladenen und hydrophoben Resten be-
stimmt wird. Anlass zu dieser Schlussfolgerung liefert das Membraninsertionsverhalten des
Kontrollpeptids al-scrambled, das die al-cytoplasmatische Aminosduresequenz in durch-
mischter Reihenfolge enthdlt. Das al-scrambled-Peptid inserierte in die Langmuir-Filme
starker als das al-cyto-Peptid; zudem wurde dessen Membranpenetration im Vergleich zu
dem al-cyto-Peptid durch Salze oder Phosphat in der Regel weniger beeintrachtigt. Da die
Peptide al-cyto und al-scrambled hinsichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften iden-
tisch sind, konnen die beschriebenen Effekte darauf zuriickzufithren sein, dass das
a1-scrambled-Peptid ein gegeniiber dem ol-cyto-Peptid stirkeren amphipathischen Charak-
ter besitzt. Dieser wird durch die Helixrad-Projektion des ol-scrambled-Peptids veran-
schaulicht (Abb. 4.1 A und B). So ist der geladene und insbesondere der hydrophobe,
aromatische Bereich des al-scrambled-Peptids gegeniiber dem oal-cyto-Peptid jeweils
vergrofert, was einen energetisch giinstigeren Mechanismus der Membraninteraktion und
-insertion bewirken sollte. An der Helixrad-Projektion des Kontrollpeptids f1-4 wird die

Korrelation zwischen dessen schwach amphipathischem Charakter und der fehlenden

Membraninsertion ersichtlich (Abb. 4.1 C).
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Abb. 4.1: Helixrad-Projektion der a1-Integrinpeptide a1-cyto (A), a1-scrambled (B) und des
Kontrollpeptids $1-4 (C), erstellt gemaR [Schiffer & Edmundson 1967]. Der erste Aminosaurerest ist
in 12 Uhr-Stellung und die folgenden Aminosauren sind als Speichen mit 3,6 Aminosauren pro
Windung im Uhrzeigersinn aufgetragen.

Die Beobachtung, dass die genaue Aminosduresequenz das Insertionsverhalten des
al-cyto-Peptids definiert, steht im Gegensatz zu dem Befund, dass vom Protein MARCKS
abgeleitete Peptide mit identischer Ladung aber unterschiedlicher Aminosdureanordnung mit
gleicher Affinitit an PI(4,5)P, binden [Wang ef al. 2002]. Analog detektierten Bucki und
Kollegen iibereinstimmende membranpermeante Eigenschaften fiir ein von Gelsolin abgelei-
tetes Peptid, dessen scrambled-Variante und dessen D-Enantiomer [Bucki et al. 2004]. Fiir
das antimikrobielle Peptid PBP10 konnte hingegen -in Ubereinstimmung mit den hier
erhobenen Daten- eine verdnderte PIP-Bindung nach der Permutation der Aminosdure-

sequenz des Peptids gezeigt werden [Cunningham et al. 2001].

Das N-terminale KIGFFKR-Motiv und die C-terminale PLKKKMEK-Sequenz weisen
ein distinktes Membraninsertionsverhalten auf

Um die Membraninsertionsaktivitdt innerhalb der al-cytoplasmatischen Doméne zu lokali-
sieren, wurden die kurzen Integrinpeptide KIGFFKR und PLKKKMEK ebenfalls fiir die
Langmuir-Studien eingesetzt. Diese prisentieren den N- bzw. C-terminalen Anteil der
al-cytoplasmatischen Sequenz. Das KIGFFKR-Peptid inserierte wie das al-cyto-Peptid in
die Langmuir-Filme, womit frithere Studien bestdtigt werden, welche die Interaktion des
Pheggr-Phegos-Duetts innerhalb des KxGFFKR-Motivs der cytoplasmatischen Doméne der
allb-Integrinkette mit den unpolaren Fettsdurekomponenten der Phospholipide beschrieben
[Wimley & White 1996, Vinogradova et al. 2004, Lau et al. 2008b, Zhu et al. 2009]. Die
Membraninsertion des KIGFFKR-Peptids erfolgte ebenfalls kopfgruppenabhingig, jedoch
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gegeniiber dem al-cyto-Peptid vermehrt in die schwach geladenen PC:PS (85:15)- und
geringer in die stirker negativ-geladenen 2% PI1(3,4,5)P3-, 5% P1(3,4,5)P3- und 5% P1(4,5)P,-
haltigen Einschichtmembranen. Die maximalen An-Werte fiir die Insertion des KIGFFKR-
Peptids in PC:PS (50:50)- oder 2% PI(4,5)P,-enthaltende Filme waren verglichen mit denen
des al-cyto-Peptids zwar identisch, jedoch fiel insbesondere die 2% PI(4,5)P,-Kurve nach
dem erreichten Maximum ab. Die Insertion des KIGFFKR-Peptids in Langmuir-Filme wurde
auBBerdem in der Regel weniger als die des al-cyto-Peptids durch Salze und Phosphat ge-
hemmt. Diese Beobachtungen erlauben den Schluss, dass das KIGFFKR-Peptid mehr hydro-
phobe und weniger ionische Interaktionen mit den Langmuir-Filmen einging als das al-cyto-
Peptid. In Anbetracht der in den Langmuir-Filmen verwendeten Lipide Dimyristoyl-PC und
-PS wire das Riickgrat des KIGFFKR-Peptids ausreichend lang, um sich senkrecht in die
Einschichtmembran einzulagern. Somit kdnnten die zentralen hydrophoben Reste mit den
Fettsduren der Phospholipide wechselwirken, wihrend die positiv-geladenen Lysin- bzw.
Argininreste einerseits in die Luftphase ragen und andererseits mit den Kopfgruppen inter-
agieren konnten. Diese Annahme einer senkrechten Einlagerung des KIGFFKR-Peptids in
die Langmuir-Filme geht konform mit aktuellen Verdffentlichungen [Stefansson et al. 2004,
Wegener & Campbell 2008], die eine Ausweitung der Transmembranhelix der o-Integrin-

ketten bis hinein zu deren GFF-Sequenz postulieren.

Das gegeniiber dem KIGFFKR-Peptid verdnderte Insertionsverhalten des ol-cyto-Peptids
impliziert zudem eine Rolle der im al-cyto-Peptid vorhandenen, C-terminalen
PLKKKMEK-Sequenz. Fiir das PLKKKMEK-Peptid hingegen wurde trotz dessen hoher
positiver Ladung keine Membraninsertion detektiert. Dies spricht fiir einen peripheren Anla-
gerungsprozess des PLKKKMEK-Peptids, da die fiir die Membraninsertion notigen aroma-
tischen oder unpolaren Aminosdurereste nicht in ausreichender Zahl vorhanden waren
[Montich et al. 1993, Ben-Tal et al. 1996, Maget-Dana et al. 1999, Rusu et al. 2004,
Rosenhouse-Dantsker & Logothetis 2007]. Somit inserierte das PLKKKMEK-Motiv zwar
nicht eigenstindig in die Einschichtmembran. Durch seine Prdsenz wurde die
KIGFFKR-vermittelte Insertion des al-cyto-Peptids in geladene P1(4,5)P,- oder PI(3,4,5)P;-
Filme jedoch verstirkt und stabilisiert, als auch jene in PC:PS (85:15)-haltige Filme
verhindert. Daraus folgt, dass das konservierte KxGFFKR-Motiv in allen a-Integrinketten
deren Eintauchen in die Plasmamembran stimulieren konnte (siche oben). Da sich diesem
Motiv jedoch nur in der al-UE ein positiv-geladener Abschnitt in Form der PLKKKMEK-

Sequenz anschlieft, ist die in dieser Arbeit charakterisierte Membranassoziation als spezi-
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fisch fiir die a.l1-cytoplasmatische Sequenz zu betrachten. Diese ist mit einer Nettoladung von
+6 einzigartig; andere intrazellulire Dominen der o-Integrinketten sind un- oder
negativ-geladen oder besitzen eine positive Nettoladung von maximal +4. Zu den letzt-
genannten zédhlen die a3-, die al1- und die aE-Kette [Gahmberg ez al. 2009]. Aus diesem
Grund wére von keiner anderen a-intrazelluliren Domine eine der al-UE vergleichbare

Membraninsertion in die verwendeten PI(4,5)P,- und PI(3,4,5)Ps-haltigen Filme zu erwarten.

Zellulire Bedeutung der Integrin-Lipid-Interaktion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bindung eines von der a.l1-cytoplasmatischen Sequenz
abgeleiteten Peptids an PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; mithilfe von in vitro-Experimenten be-
schrieben. Die erhaltenen Ergebnisse besitzen jedoch auch eine Relevanz in vivo. Zum einen
besitzt die cytoplasmatische Seite der Plasmamembran ein negatives elektrostatisches Poten-
tial von etwa -30 mV [McLaughlin 1977, 1989], zum anderen werden PI(4,5)P, und
PI1(3,4,5)P; durch die PIPK Iy bzw. PI3-K in rdumlicher Ndhe von Integrinen [Cantley 2002,
Ling et al. 2002] oder gar integrinabhéngig generiert [Chellaiah 2006]. Bislang lagen jedoch
noch keine Studien vor, die sich mit der direkten Bindung von Integrinen an PIPs beschéftigt
haben. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen nun, dass die al-cytoplasmatische
Sequenz in Abhéngigkeit von der Kopfgruppe und der Konzentration von PI(4,5)P, bzw.
PI(3,4,5)P; sowie der lonenstdrke in Membranen inserieren kann. Dadurch kann die Zugéng-
lichkeit von PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; fiir andere Proteinbindungspartner, insbesondere in
den fokalen Adhésionen, eingeschriankt werden [McLaughlin & Murray 2005]. Eine variable
Membraninsertion der al-cytoplasmatischen Sequenz reguliert jedoch auch deren eigene
Verfiigbarkeit fiir cytosolische und laterale Protein-Protein-Interaktionen. Demzufolge konn-
ten durch die PIP-Bindung der al-cytoplasmatischen Sequenz auch das Recycling, die Akti-
vierung und das Signalling des a.1p1-Integrinrezeptors direkt oder indirekt beeinflusst wer-
den (siehe unten), was es in zukiinftigen Studien zu untersuchen gilt. Der Aspekt der
Modulierung der Konformation der al-cytoplasmatischen Sequenz durch deren Lipidbin-

dung wird in dem darauf folgenden Abschnitt diskutiert.

Das Phénomen, dass integrale Membranproteine durch die Bindung an PIPs in ihrer Struktur
und Funktion reguliert werden, wurde bereits fiir lonenkanéle [Huang et al. 1998, Zhang, H.
et al. 1999, Soom et al. 2001, Lopes et al. 2002, Rohacs et al. 2003, Michailidis et al. 2007,
Rosenhouse-Dantsker & Logothetis 2007], NMDA- und Acetylcholinrezeptoren [ Gambhir et
al. 2004, Fernandez-Carvajal ef al. 2006], den Immunzellrezeptorkomplex MIRR [Sigalov et
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al. 2006] und den ErbB1/EGF-Rezeptor [McLaughlin et al. 2005b] demonstriert. Neben der
Modulierung der Proteinaktivitit steuert PI(4,5)P, auch das Recycling von Oberflichen-
rezeptoren [Itoh et al. 2001, Huang et al. 2004, Kim, S. et al. 2006]. Dariiber hinaus steuert
in Mikrodoménen befindliches PI1(4,5)P, die gezielte Membranlokalisierung von Cadherinen

wiéhrend der epithelialen Morphogenese [Schill & Anderson 2009].

Auch in der Aktivierung des a1p1-Integrins konnten die distinkten, PIP-spezifischen mem-
branpermeanten Eigenschaften der al-cytoplasmatischen Sequenz eine Rolle spielen. In den
bislang vorgeschlagenen Modellen zur Integrinaktivierung (1.2.4) wird eine raumliche Um-
orientierung der Transmembran- und der cytoplasmatischen Domédnen und deren verénderte
Membranassoziation postuliert [Wegener & Campbell 2008]. Diese Vorginge konnten durch
eine spezifische PIP-Umgebung des a1p1-Integrins beeinflusst werden. Bei der Inside-out-
Aktivierung von Integrinen kommt dariiber hinaus dem Protein Talin eine grofle Bedeutung
zu, indem es mit der FERM-Domine seiner Kopfregion mit der tyrosinphosphorylierten,
cytoplasmatischen Domine der (3-Integrinkette interagiert und so deren Assoziation mit der
a-UE unterbricht [Gottschalk 2005, Wegener et al. 2007]. Die Bindung an die (3-Kette wird
durch die PI1(4,5)P,-induzierte Konformationsveranderung von Talin verstirkt [Martel et al.
2001]. In Anbetracht der GroBe der Talinkopfdomidne von 50 kDa [Critchley & Gingras
2008] und der beschriebenen Interaktion der al-cytoplasmatischen Domine mit Talin
[Loster et al. 2001], konnte deren Fihigkeit, an PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; zu binden, einen
zusétzlichen, bislang unbekannten Aspekt in der Talin-vermittelten Inside-out-Aktivierung

von Integrinen darstellen.

Nur wenige Studien haben bisher die Bedeutung von PIP-Molekiilen bei der integrin-
vermittelten Signaltransduktion untersucht. Beispielsweise berichteten Powner und Kollegen,
dass PA und PI(4,5)P, die B1- und B2-Integrin-vermittelte Adhésion regulieren [Powner et
al. 2005]. Die Rolle von PIPs in der bidirektionalen integrinabhéngigen Signalweitergabe
wurde insbesondere indirekt liber die Bedeutung von PIP-metabolisierenden Enzymen ge-
zeigt. So ist die negative Regulation integrinvermittelter Zellspreitung, -migration und -inva-
sion sowie die Errichtung von fokalen Adhésionen durch die 3’-Phosphatase PTEN durch
deren Phosphataseaktivitit gegeniiber dem Lipid PI(3,4,5)P; und gegeniiber Proteinen wie
FAK, Shc und Fyn vielfach beschrieben [Gu ef al. 1998, Maechama & Dixon 1998, Stambolic
et al. 1998, Tamura et al. 1998, Tamura et al. 1999, Dey et al. 2008]. Der 5’-Inositol- und
Proteinphosphatase SHIP konnte ebenfalls eine Rolle bei der integrinabhéingigen Zell-

adhésion von Leukozyten und Thrombozyten zugeordnet werden [Rey-Ladino et al. 1999,
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Maxwell et al. 2004]. Die Tyrosinphosphorylierung und die Translokation von SHIP ihrer-
seits erfolgen in thrombinstimulierten Thrombozyten wiederum integrinvermittelt [Giuriato
et al. 1997]. Desweiteren wurde ein positiv modulierender Einfluss der PI3-Kinase auf die
Ligandenaffinitit der Integrine allbp3, avp3, a5p1 und a4p1 sowie der B2-Integrine gezeigt
[Franke et al. 1997, Gratacap et al. 1998, Pasquet et al. 1999, Constantin et al. 2000, Barazi
et al. 2002, Piccio et al. 2002, Woulfe et al. 2002, Feigelson et al. 2003, Glodek et al. 2003,
Paul et al. 2003, Watanabe et al. 2003, Jackson et al. 2004]. Die Signaltransduktion erfolgt
dabei in Abhéngigkeit der Lipidkinaseaktivitit der PI3-Kinase iiber Rapl und Akt oder aber
Akt-unabhéngig [Schoenwaelder ef al. 2007]. Neben der Modulierung der Ligandenaffinitét
konnte die Beteiligung der PI3-Kinase an dem integrinvermittelten Signalling ebenfalls
demonstriert werden [Mazzucato et al. 2002, Nesbitt et al. 2002, Yap et al. 2002]. Diese
ambivalenten Effekte der PI3-Kinase konnen durch spezifische und einander ergénzende
Funktionen verschiedener PI3-Kinase-Isoformen erklart werden [Sujobert et al. 2005, Zhao

et al. 2006, Ferguson et al. 2007, Schoenwaelder et al. 2007].

Es bleibt zu untersuchen, welche funktionelle Bedeutung die Membranassoziation der
al-cytoplasmatischen Sequenz fiir die alp1-Integrin-vermittelte Signaltransduktion hat und
in welchem Zusammenhang deren Lipidbindung mit den fiir die Deletionsmutanten der
al-Kette beschriebenen, zelluldren Effekten steht. So adhirieren, spreiten und migrieren
CHO-a1/GFFKR Zellen auf Kollagen verzdgert [Vossmeyer et al. 2000]. Die ektopische Ex-
pression konstitutiv-aktiver PI3-Kinase hat hierauf keinen Einfluss, im Gegensatz zu al1/f.1.-
exprimierenden CHO-Zellen, deren kollagenvermittelte Migration durch konstitutiv-aktive
PI3-Kinase drastisch erhoht wird. Zudem wurde gezeigt, dass die C-terminale PLKKKMEK-
Sequenz der al-cytoplasmatischen Doméne fiir die kollagenabhdngige Rekrutierung der
PI3-Kinase in die fokalen Adhisionen und fiir die nachgeschalteten a1p1-Integrin-induzier-
ten Signalwege, die z.B. zu Zellmigration fiihren, benétigt wird [Smerling et al. 2007].
Wihrend der Zellmigration und der Chemotaxis wird PI3-Kinase-abhingig ein PI(3,4,5)P;s-
Gradient erzeugt, der vom vorderen zum hinteren Zellende (leading bzw. rear edge) ab-
nimmt [Stephens et al. 2002, Dormann & Weijer 2003, Van Haastert & Devreotes 2004]. Die
konzentrationsabhidngige Insertion der ol-cytoplasmatischen Sequenz in PI(4,5)P,- und
PI(3,4,5)P;-haltige Langmuir-Filme weist darauf hin, dass diese Lipidinteraktionen einen

konkreten Einfluss auf die a1 1-Integrin-vermittelte Zellmigration ausiiben konnten.

Die variable Membranassoziation der oal-cytoplasmatischen Sequenz konnte die lateralen

und cytoplasmatischen Proteininteraktionen der al-Kette dynamisch modulieren. So konnte
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der assoziationsfordernde Effekt von PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; auf die Interaktion von
alpl-Integrin mit PLCyl in dieser Arbeit ebenfalls demonstriert werden (3.3 und 4.3).
Neben der Férderung von Proteininteraktionen durch die Lipidbindung der al-Integrinkette
muss zudem beriicksichtigt werden, dass viele fokale Signalmolekiile und cytoskelettasso-
ziierte Proteine, die mit Integrinen direkt assoziieren, selbst durch Bindung an PI(4,5)P, oder
P1(3,4,5)P; reguliert werden. Dazu zdhlen die Proteine Vinkulin, Talin, a-Aktinin und
Paxillin. a-Aktinin ist eines der Proteine, die eine Verbindung zwischen Aktinfilamenten und
Integrinen herstellen [Blanchard et al. 1989, Otey et al. 1990, Pavalko & Burridge 1991].
a-Aktinin assoziiert, wie die al-cytoplasmatische Sequenz, mit PI(4,5)P, und PI(3,4,5)Ps,
doch nur PI(3,4,5)P; unterbricht die Integrinbindung von a-Aktinin [Greenwood et al. 2000,
Fraley et al. 2003, Corgan et al. 2004, Fraley et al. 2005, Kelly & Taylor 2005, Full et al.
2007]. Ndhere Untersuchungen miissen kldren, ob die Interaktion der al-cytoplasmatischen
Doméne mit PI(3,4,5)P; in diese Vorgidnge involviert ist und ob deren Assoziation mit
PI1(4,5)P, oder PI(3,4,5)P; moglicherweise kompetitiv in bestehende Protein-Lipid-Inter-

aktionen eingreift.

Die Assoziation mit Phospholipiden fiihrt zu Konformationsinderungen der
a1-Integrinpeptide

Die CD-Spektren der Integrinpeptide al-cyto, al-scrambled, KIGFFKR und PLKKKMEK
wichen in Gegenwart von 3 mM SUVs aus PC:PS (50:50), 2% PI(4,5)P, oder 2% PI(3,4,5)Ps
von denen der reinen Peptidldsungen ab, was auf lipidinduzierte Konformationsdnderungen
in den Peptiden hinweist. Diese waren besonders deutlich in den Peptiden o.1-scrambled und
KIGFFKR ausgeprigt, erfiillten jedoch nicht vollstindig die Kriterien fiir die Sekundir-
strukturelemente p-Faltblatt bzw. a-Helix. Die Quantifizierung der Sekundarstruktur mithilfe
des ACDP-Programms erbrachte fiir alle Peptide, v.a. aber fiir das PI(3,4,5)Ps- bzw. das
PI(4,5)P,-induzierte Spektrum des ol-scrambled- bzw. des KIGFFKR-Peptids, einen Zu-
wachs an p-Faltblattstruktur (nicht gezeigt). Jedoch waren die mit der Sekundirstruktur-
bestimmung assoziierten Fehler, die durch Abgleichung mit internen Referenzspektren ent-
stehen, zu grofB3, um diese Berechnungen zu beriicksichtigen; obgleich bereitet es allgemein
Schwierigkeiten, mithilfe der verwendeten ACDP-Version die vorgeschlagenen RMS-Fehler
zu erreichen. Dies ist auf die Probenbeschaffenheit, Pufferzusammensetzung und insbeson-
dere die ungenaue Konzentrationsangabe der verwendeten Peptidlosung zuriickzufiihren
[Greenfield 1996, A. Hofmann, personliche Kommunikation]. Somit konnen die in Abschnitt

3.2.4 beschriebenen Ergebnisse nur als ein Hinweis auf eine PIP-bedingte Konformations-
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anderung der Integrinpeptide gewertet werden. Mehrere Ursachen, die aus den angewandten
experimentellen Bedingungen resultieren, sind fiir das Ausbleiben des Nachweises eines ein-
deutigen Konformationswechsels denkbar. So belegen mehrere Studien amphipathischer
Peptide oder Proteine die Bedeutung sowohl der Oberflichenladung der Liposomen oder
Lipidfilme als auch des eingesetzten Lipid-Peptid-Verhiltnis’ fiir einen lipidinduzierten Kon-
formationswechsel urspriinglich ungefalteter Peptide. Hierzu gehoren das antimikrobielle
Peptid Penetratin, das Neuropeptid Substanz P, das Apolipoprotein A-I;,, bakterielle Toxine,
das synthetische, kanalbildende Peptid (LARL)3;(LRAL); und das mit Morbus Alzheimer
assoziierte Amyloid AP(1-40)-Peptid [Lee et al. 1993, Seelig et al. 1996, Terzi et al. 1997,
Bellet-Amalric et al. 2000, Suurkuusk & Singh 2000, Thoren et al. 2000, Drin et al. 2001,
Magzoub et al. 2002, Tiewsiri et al. 2009]. Aus diesem Grund sollten zukiinftige CD-Mes-
sungen der Integrinpeptide in Anwesenheit von SUVs durchgefiihrt werden, die hohere Kon-
zentrationen an PI(4,5)P, oder PI1(3,4,5)P;, z.B. 5% oder 10% enthalten, da diese stirkere
Konformationséinderungen hervorrufen konnten. Das in den CD-Messungen eingesetzte
Lipid-Peptid-Verhiltnis sollte ebenfalls variiert werden. Ferner konnten CD-Spektren der
Integrinpeptide in einer Losung, die Trifluorethanol (TFE) enthélt, aufgenommen werden, da
TFE als Membranmimetikum gilt und Sekundérstrukturen induziert [Buck et al. 1993, Sticht
et al. 1994, Yang et al. 1994, Haas & Plow 1997]. Dariiber hinaus muss auch der Beitrag der
Transmembrandoméne an der Struktur der cytoplasmatischen Sequenz der al-Kette in

Betracht gezogen werden (siche unten).

Die fiir die Integrinpeptide aufgenommenen CD-Spektren ermdglichen jedoch qualitative
Aussagen. Zum einen waren die durch die SUVs hervorgerufenen spektralen Anderungen des
al-scrambled-Peptids groBer als jene des al-cyto-Peptids. Das al-scrambled-Peptid iibte
desweiteren eine stirkere Membraninsertion aus (3.2.3). Zwischen diesen zwei Beobach-
tungen konnte ein Zusammenhang bestehen, wird doch die Einnahme einer definierten
Sekundirstruktur als bestimmender Faktor fiir die Interaktion von Peptiden oder Proteinen
mit Membranen postuliert [Maget-Dana & Lelievre 2001]. Desweiteren wurde das Spektrum
eines Integrinpeptids durch SUVs, die P1(4,5)P;, oder PI(3,4,5)P; enthielten, oft unterschied-
lich verdndert. Ein solcher PIP-spezifischer Einfluss auf die Proteinstruktur wurde fiir die
CH2-Domine von a-Aktinin bereits demonstriert. Obgleich die Bindungsstellen fiir
PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; in der CH2-Doméne identisch sind, wird diese durch beide Mole-
kiile strukturell und funktionell distinkt reguliert [Qin & Cafiso 1996, Greenwood et al. 2000,
Fraley et al. 2003, Corgan et al. 2004, Full et al. 2007].
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In der Literatur sind verschiedene Effekte der Lipidbindung auf die Struktur von Peptiden
oder Proteinen beschrieben. So ist ein von der basischen Region des Proteins MARCKS
abgeleitetes Peptid in Losung unstrukturiert und bleibt es bei der Bindung an PS- oder
P1(4,5)P,-enthaltende Membranen [Qin & Cafiso 1996, Victor et al. 1999, Wang et al. 2001,
Rauch et al. 2002, Ellena et al. 2003, Zhang et al. 2003]. Ebenso konnte in den cytoplasma-
tischen, basischen MIRR-Sequenzen wéhrend ihrer Bindung an negativ-geladene Lipidober-
flichen keine Sekundarstruktur identifiziert werden [Sigalov et al. 2006]. Gleichwohl gibt es
zahlreiche Veroffentlichungen, welche die Induktion einer a-Helix in amphipathischen oder
basischen lipidbindenden Peptiden oder Proteinen berichten. Hierzu gehoren einige anti-
mikrobielle und cytotoxische Peptide [Cornut ef al. 1993, Maget-Dana ef al. 1999, Nittoli et
al. 1999, Kweon et al. 2003] sowie Teilpeptide der Proteine Annexin Al [Hu et al. 2008],
Talin [Seelig et al. 2000] und Gelsolin [Liepina et al. 2003]. Zudem koénnen Peptide mit
alternierenden hydrophoben und hydrophilen Resten, wie es auch der Fall im a1-scrambled-
Peptid ist, in Losung oder in Gegenwart von Membranen -Faltblattstrukturen ausbilden, mit
denen sie Membraninsertion ausiiben [Bazzi ef al. 1987, Maget-Dana & Ptak 1997, Maget-
Dana & Lelievre 2001, Rotondi & Gierasch 2005, Bai et al. 2009]. Die Insertion von insbe-
sondere antimikrobiellen Peptiden in Membranoberfldchen kann auch iiber die Ausbildung
einer B-Hairpin- oder einer B-Turn-Struktur erfolgen [Gross & Morell 1971, Buchman et al.
1988, Eisenhauer et al. 1992, Ehret-Sabatier ef al. 1996]. Interessanterweise tritt die fiir die
Integrinpeptide beobachtete, SUV-induzierte Verschiebung des kurzwelligen, negativen
Minimums in Bereiche groBerer Wellenldnge und Elliptizitdt auch in dem CD-Spektrum
eines Peptids der B1-Doméne des Proteins G in Anwesenheit von 30% TFE auf. In Wasser
dhnelte das Peptidspektrum unstrukturierter Zufallsknduelkonformation. Die Autoren erklér-
ten die TFE-induzierte Peptidkonformation als eine Stabilisierung der 3-Hairpin-Struktur des
Peptids [Blanco et al. 1994a]. Zukiinftige CD-Messungen miissen nun ergriinden, ob eine

vergleichbare Situation bei den al-Integrinpeptiden ebenfalls vorliegen konnte.

Strukturuntersuchungen von TM- und cytoplasmatischen Integrindoméinen in Lipidumge-
bung wurden bislang vorwiegend mit denen des allbp3-Integrins sowie vereinzelt mit denen
des a5P1- bzw. aVP3-Integrins durchgefiihrt und erbrachten kontrire Strukturinformatio-
nen. Die Studien belegen jedoch den Einfluss, den die Lipid- bzw. Membranumgebung auf
die Struktur und Lokalisation der TM- und der cytoplasmatischen Integrindoménen ausiibt.
Um die Umgebung der Plasmamembran zu simulieren, wurden CD- und NMR-spektrosko-

pische Messungen in Losungen durchgefiihrt, die TFE, DPC-Mizellen oder Phospholipid-
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bizellen enthielten [Haas & Plow 1996, 1997, Vinogradova et al. 2000, Li et al. 2002,
Vinogradova et al. 2002, Weljie et al. 2002, Vinogradova et al. 2004, Lau et al. 2008a, Lau
et al. 2008b, Lau et al. 2009, Zhu et al. 2009].

Zum Vergleich mit der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchung der lipid-
induzierten Konformationsinderung der al-cytoplasmatischen Sequenz sind insbesondere
die Studien von Vinogradova et al. geeignet, da die Autoren fiir die strukturelle Analyse der
cytoplasmatischen Sequenz der allb-Integrinkette ein von dieser abgeleitetes Peptid, eben-
falls ohne TM-Bereich und ohne B-Partner, in DPC-Mizellen verwendeten [Vinogradova et
al. 2000, Vinogradova et al. 2004]. Mithilfe von CD- und NMR-Spektroskopie wurde ge-
zeigt, dass das allb-cyto-Peptid eine kurze N-terminale o-Helix besa und mit der
KxGFF-Sequenz in die DPC-Mizellen eintauchte, was die fiir das separate KIGFFKR-Peptid
der al-cytoplasmatischen Sequenz gefundene Membraninsertion stiitzt (3.1.3). Ein
N-terminal myristoyliertes allb-cyto-Peptid nahm in DPC-Mizellen hingegen durch Riick-
faltung eine geschlossene Peptidkonformation ein, ermdglicht durch eine 7urn-Struktur im
Progos-Progge-Motiv?> [Vinogradova et al. 2000]. Analog penetrierte auch die membran-
proximale Region des $3-cyto-Peptids in DPC-Mizellen. Diese induzierten in dem membran-
distalen Bereich der 3-cytoplasmatischen Sequenz zudem eine a-Helix [Vinogradova et al.

2004], womit eine frithere Studie [Li et al. 2002] bestitigt wurde.

Die Verwendung von Peptiden der reinen cytoplasmatischen Integrinsequenzen wirft die
Frage auf, wie physiologisch dieser Versuchsansatz ist. Welchen Einfluss die Trans-
membranhelix (TMH) auf die Faltung und Organisation der cytoplasmatischen Integrin-
doménen ausiibt, wird hierbei kontrovers diskutiert [Muir et al. 1994, Haas & Plow 1996,
Weljie et al. 2002, Lau et al. 2009, Zhu et al. 2009]. Jingste Strukturdaten und Computer-
simulationen, die fiir den kompletten allbp3-Integrinrezeptor und dessen vollstindige
TM-cyto-Region in Bizellen durchgefiihrt wurden, stiitzen zum einen das Konzept einer von
der TMH unabhéngigen Struktur der cytoplasmatischen Integrinsequenzen. Demnach endet
die allb-TMH bei dem als erste cytoplasmatische Aminoséure geltenden Lysinrest Kogo.
Dann folgt eine Umkehrung des Peptidriickgrats, durch die das benachbarte Phegg,-Pheggs-
Motiv in Kontakt zur TMH gelangt [Wimley & White 1996, Lau et al. 2008a, Lau et al.
2008b, Lau et al. 2009, Zhu et al. 2009]. Laut Zhu et al. befindet sich der Glycinrest des
GFFKR-Motivs in einem Turn, so dass dieses Motiv die Kontaktfliche zur $3-cytoplasmati-

** In der al-cytoplasmatischen Sequenz befindet sich nur ein Prolinrest.
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schen Sequenz ausbildet und dabei teilweise in die Membran eingebettet ist [Zhu ef al. 2009].
Zum anderen demonstrieren frithere Studien die Bedeutung der Transmembrandoméne
(TMD) fiir die Konformation der intrazelluldren Integrindoménen. Beispielsweise wurden, je
nachdem, wie viele der Aminosdurereste der TMD in den Peptiden der allb-cytoplasmati-
schen Sequenz enthalten waren, fiir deren KxGFFKR-Motiv eine (-Faltblatt- oder eine
a-Helix ermittelt [Haas & Plow 1997, Hwang & Vogel 2000]. Um dem eventuellen Einfluss
der TMH der al-Integrinkette auf die Struktur deren cytoplasmatischen Sequenz Rechnung
zu tragen, wurde eine PSIPRED-Strukturvorhersage fiir einen Ausschnitt der a.1-UE durch-
gefiihrt, der die cytoplasmatische und die TM-Region als auch vier extrazellulire Reste um-
fasste (nicht gezeigt). Das PSIPRED-Programm [Jones 1999] schlug eine 28 Aminosduren
umfassende TMH vor, die bis zum zweiten Phenylalaninrest im konservierten GFFKR-Motiv
reichte. Dies geht konform mit Berichten von Glykosylierungsstudien, in denen die Autoren
zudem postulierten, dass die betreffenden Aminosduren im Zuge der Integrinaktivierung
bzw. durch die Bindung intrazelluldrer Interaktionspartner ins Cytosol gezogen wiirden
[Armulik et al. 1999, Stefansson et al. 2004, Luo et al. 2004b, Partridge et al. 2005]. Laut
dem PSIPRED-Strukturmodell der al-cytoplasmatischen Sequenz wiirde das
PLKKKM-Motiv zudem eine separate ai-Helix einnehmen. Frithere Strukturvorhersagen fiir
die al-cytoplasmatische Domine schlugen je nach Algorithmus eine a-Helix bzw. eine
B-Faltblatt-Struktur in der membranproximalen Region vor [Haas & Plow 1997]. Die Auto-
ren schlossen jedoch nur elf Aminoséduren der TMD der al-Integrinkette in die Berechnun-
gen mit ein und verwendeten andere Vorhersageprogramme. In jedem Fall muss in zukiinf-
tigen Strukturstudien auch der TM-Bereich der al-Kette einbezogen werden, um dessen

Einfluss auf die al-cytoplasmatische Sequenz ermitteln zu kdnnen.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente konzentrierten sich auf die
al-cytoplasmatische Sequenz, ohne die f1-cytoplasmatische Sequenz zu beriicksichtigen. In
Hinblick auf die Entklammerungshypothese der Integrinaktivierung (1.2.4) korrespondieren
diese Versuchsbedingungen mit der Situation der getrennten cytoplasmatischen Integrin-
domédnen im aktivierten Integrinzustand. Fiir das allbp3-Integrin gibt es Hinweise darauf,
dass die Membraneinbettung der allb- und deren Interaktion mit der p3-cytoplasmatischen
Sequenz sich gegenseitig ausschlieBen, da an beiden das GFFKR-Motiv der allb-UE
beteiligt ist [Wimley & White 1996, Vinogradova et al. 2002, Vinogradova et al. 2004, Lau
et al. 2008a, Lau et al. 2008b, Lau et al. 2009, Zhu et al. 2009]. Zusitzlich wurde berichtet,

dass Peptide der TM- und der cytoplasmatischen Doméne der allb-Kette in einer Losung mit
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Peptiden der (3-cytoplasmatischen Sequenz als auch allein in simulierter Lipidumgebung
dieselbe Struktur einnehmen, die mit einer Erhohung des Sekundérstrukturanteils verbunden
ist [Haas & Plow 1996, 1997, Hwang & Vogel 2000, Vinogradova et al. 2000, Vinogradova
et al. 2002, Weljie et al. 2002, Vinogradova et al. 2004]. Aus diesem Grund sollte in Zukunft

die Struktur der a.1- auch in Gegenwart von 31-Integrinpeptiden untersucht werden.

4.3  Charakterisierung der Interaktion zwischen alf1-Integrin
und PLCyl

Identifizierung der PH- und der C-SH2-Domiine der PLCy1 als Bindungsmodule fiir
das a1p 1-Integrin

In der vorliegenden Arbeit wurden im Rahmen von GST-Pulldown-Experimenten erstmals
die PH- und die C-SH2-Doméne der PLCy1 als Bindungsepitope fiir at1f1-Integrin identifi-
ziert (3.3.1). Damit wurde an frilhere Studien angekniipft, in denen die matrixabhéngige
Interaktion der PLCyl mit dem oalfl- bzw. dem a5pB1-Integrin demonstriert wurde

[Vossmeyer et al. 2002, Choi et al. 2007].

Wihrend die al-Kette ausschlieBlich mit der PH-Doméne der PLCy1 assoziierte, band die
1-Integrinuntereinheit sowohl an die PH- als auch an die C-SH2-Doméne. Die f1-Kette er-
génzt damit die zahlreichen Proteinbindungspartner der C-SH2-Domine. Zu diesen zéhlen
insbesondere tyrosinphosphorylierte Wachstumsfaktorrezeptoren [Katan et al. 2003], aber
auch die 16sliche Tyrosinkinase FAK [Zhang, X. et al. 1999], das epitheliale, aktindegradie-
rende Protein Villin [Tomar et al. 2006] sowie die Proteine AP180 und pl115 [Han et al.
2002, Han et al. 2003], die in clathrinvermittelter Endocytose bzw. Vesikelfusion involviert
sind. Die Identifizierung der PH-Domine als Bindungspartner des o1 1-Integrins ist insofern
besonders, da PH-Doménen primir Lipidbindung vermitteln. Nur wenige Protein-Interaktio-
nen sind bislang fiir PH-Doménen generell [Maffucci & Falasca 2001, Balla 2005], als auch
fiir die PH-Doméne der PLCyl speziell, bekannt. Letztere umfassen die leichte Neuro-

filamentkette [Kim, S. K. ef al. 2006] und p-Tubulin [Chang et al. 2005].

Die in dieser Arbeit gefundene Assoziation der P1-Integrinuntereinheit mit der PH- und der
C-SH2-Domine wurde weniger als jene der al-Kette mit der PH-Doméne durch eine stei-
gende lonenstdrke beeinflusst, wie Untersuchungen mit verschiedenen NaCl-Konzentratio-
nen ergaben. Die beiden Integrinketten unterschieden sich dariiber hinaus in ihrem Bindungs-

verhalten gegeniiber den PH-Doménen von Akt, PLCB1 und PLC31. In PH-Doménen gilt die
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rdumliche, nicht aber die primédre Struktur als konserviert [Balla 2005]. Da die al-UE an
keine der weiteren genannten PH-Doménen band, deutet dies darauf hin, dass fiir ihre Inter-
aktion mit der PH-Domine der PLCy1 deren spezifische Aminosduresequenz bendtigt wurde.
Die f1-Kette hingegen assoziierte mit den PH-Doménen der PLC-Isoformen y1 und 81, so

dass hier ein anderes Bindungsprinzip als bei der a1-UE vorliegen konnte.

Neben der Identitit der PH-Doméne wurde auch die Bedeutung der Lipidbindung von
PLCy1-PH fiir die Bindung an oalf1-Integrin untersucht. Hierfiir wurden die mutierten
PH-Konstrukte PH 3/4 und PH 6/7 eingesetzt, deren PI(3,4,5)P;-Bindung um 85% bzw. 18%
herabgesetzt ist [Falasca et al. 1998]. Die Bindung beider Integrinketten an das mutierte
PH-Konstrukt 6/7 war hierbei deutlich gegeniiber der PH-Wildtyp-Doméne reduziert, die der
PH 3/4-Variante war sogar vollstindig inhibiert (3.3.3.1). Demnach wurden die beiden
Schleifen p3-p4 sowie 6-p7 der PLCyl-PH-Doméne bzw. deren Lipidinteraktion fiir die
Interaktion mit alf1-Integrin bendtigt. Anders als bei dem o1f1-Integrin war die Bindung
von FAK an die PH 6/7-Mutante gegeniiber der Wildtyp-Doméne unverédndert. Somit stellte
die reduzierte Bindung von al1f1-Integrin an die PH-Domine nach Substitution von deren
6-P7-Schleife ein integrinspezifisches Ereignis dar und weist darauf hin, dass diese Schleife
an der Interaktion mit dem Integrin beteiligt ist. Zwar sind Proteininteraktionen von
PH-Doménen bislang v.a. fiir deren C-terminale a-Helix bekannt [Balla 2005], es wurden
jedoch ebenfalls bereits die p4-p5- und die P6-f7-Schleife als Bindungsloci beschrieben
[Lodowski et al. 2003]. Im Gegensatz zu dem hier fiir das alfp1-Integrin dargestellten
Befund ist die Assoziation des EGFR mit der PLCy1 von Mutationen in deren PH-Doméne

unbeeintrichtigt, weil sie iber die SH2-Doménen der PLCy1 erfolgt [Matsuda et al. 2001].

Mithilfe von aufgereinigten, '’N-markierten Doménen der PLCy1 und von Peptiden der cyto-
plasmatischen Sequenzen der al- und der P1-Integrinuntereinheit wurden im weiteren
NMR-spektroskopische Messungen in Losung durchgefiihrt, um anhand von Anderungen der
chemischen Verschiebungen der Doménen die gefundenen Interaktionen zu bestétigen und
bindungsrelevante Reste zu identifizieren (3.3.2) [Bonvin et al. 2005]. Hierbei konnten bis
auf eine Ausnahme keine Signalverschiebungen und damit Interaktionen der Peptide der
cytoplasmatischen Integrindoménen mit den PLCyl-Domédnen nachgewiesen werden
(Tabelle 3.1). Einzig bei der Vermessung der N+C-SH2-Doméne mit einer Kombination aus

dem P1-2- und dem P1-3-Peptid traten leichte Verschiebungen auf. In zukiinftigen Unter-
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suchungen muss nun eine eventuelle, peptidbedingte pH-Wertiinderung® ausgeschlossen und
diese Interaktion bestdtigt werden. Die Tatsache, dass keine die Pl-cytoplasmatische Se-
quenz betreffenden Interaktionen mit der PH- und der C-SH2-Domine detektiert werden
konnten, kann zum einen in der willkiirlichen Wahl der zu kurzen p1-Peptide begriindet sein,
die ein mogliches Bindungsepitop ausschlieBen. Zum anderen konnte mit dem p1-1-Peptid
aufgrund dessen Hydrophobizitit der potentielle Bindungslocus der PLCy1 [Vossmeyer et al.
2002] nicht fiir die NMR-Messungen eingesetzt werden. Vorstellbar wire unter Einbezie-
hung der dem B1-1-Peptid entsprechenden Sequenz ein Mechanismus, in dem der membran-
proximale Bereich der f1-Kette sowohl an die PH- und die C-SH2-Doméne bindet, als auch
die Interaktion der PH-Doméne mit der al-cytoplasmatischen Sequenz vermittelt. Mdglich
ist zudem, dass die bei den Peptiden fehlenden Ekto- und TM-Sequenzen der Integrinketten
eine Bedeutung fiir die PLCy1-Bindung haben. Hierfiir spricht auch, dass die intrazelluldre
Interaktion des alf1-Integrins mit PLCyl nach dessen Aktivierung durch extrazelluldre
KIV-Bindung erfolgte [Vossmeyer et al. 2002]. Der Befund, dass in vitro keine direkte
Bindung zwischen Integrinpeptiden und PLCy1-Doménen detektiert werden konnte, konnte
daneben auch durch den indirekten Charakter ihrer Interaktion zustande kommen. Dagegen
spricht jedoch, dass die Assoziation von alf1-Integrin und PLCyl auch unabhéngig von
FAK, einem bekannten Integrin- und PLCy1-Bindungspartner, detektiert wurde (3.3.1). Des-
weiteren wurden bereits fokale Adhésionsproteine wie Talin, Paxillin, Pyk2, a-Aktinin und
FAK als Vermittler der Interaktion zwischen olf1-Integrin und PLCyl ausgeschlossen
[Vossmeyer et al. 2002]. Zwar besteht die Moglichkeit der Existenz bisher unbekannter
Mittlerproteine, doch zeigten Choi und Kollegen die Interaktion von PLCy1 und der p1-cyto-
plasmatischen Sequenz ebenfalls anhand von gereinigten Proteinen [Choi et al. 2007].
Daneben ist zu berilicksichtigen, dass die Interaktion zwischen alp1-Integrin und PLCyl
intrazelluldr an der Grenzfliche zwischen Plasmamembran und Cytosol stattfindet, so dass
sie durch Membranlipide beeinflusst werden kdnnte. So wurde die GST-Pulldown-Analyse
mit Zelllysat durchgefiihrt, in dem die Integrine vermutlich partiell in Lipidumgebung erhal-
ten blieben, wodurch ihre Interaktion mit PLCyl gefordert werden konnte. PIPs wurden

bislang in NMR-Messungen aufgrund des zu erwartenden Storsignals nicht einbezogen.

* Die Peptidlosungen besaBen bedingt durch ihre Synthese einen stark sauren pH-Wert.
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Einfluss von PIPs auf die Interaktion zwischen ot 1f 1-Integrin und PLCy1
GST-Pulldown-Experimente unter Verwendung der PH-Mutante 3/4 demonstrierten die Be-
deutung der Lipidbindung der PH-Doméne der PLCy1 fiir deren Bindung an beide Unter-
einheiten des a1 1-Integrins (3.3.3). Mithilfe der Co-IP konnte zudem gezeigt werden, dass
Liposomen, welche die negativ-geladenen Phospholipide PS, P1(4,5)P, und/oder PI(3,4,5)Ps
enthielten, die Assoziation zwischen alf31-Integrin und PLCy1 stérkten. Dies geht zum einen
konform mit dem Vorschlag, dass die al-cytoplasmatische Sequenz eine Rolle in der Signal-
weiterleitung hin zu PLCy1 und PI3-Kinase ausiibt und dass die PI3-Kinase als vorgeschal-
teter Aktivator der PLCyl wirkt [Vossmeyer et al. 2002]. Zum anderen decken sich die
Befunde einer lipidvermittelten Interaktion zwischen alf1-Integrin und PLCyl mit den in
dieser Arbeit fiir die al-cytoplasmatische Doméne identifizierten Lipidinteraktionen (3.2),
die von der negativen Lipidoberflichenladung abhidngen. Lipidvermittelte Interaktionen der
PLCy1 mit dem nukledren Phosphoprotein AHNAK [Sekiya et al. 1999a, Lee et al. 2004]
und dem mikrotubuliassoziierten, neuronalen Protein Tau sind bereits bekannt [Hwang et al.
1996]. In beiden Fillen binden und aktivieren AHNAK bzw. Tau konzertiert mit Arachidon-
sdure an PLCyl, unabhéngig von deren Tyrosinphosphorylierung. Dariiber hinaus wurden
Lipidinteraktionen fiir einige Domédnen der PLCyl, ebenfalls unabhingig von der Tyrosin-
phosphorylierung letzterer, ermittelt. So binden die PH- und die C-SH2-Doméne an
P1(3,4,5)P; [Bae et al. 1998, Falasca et al. 1998, Rameh et al. 1998], die N-sPH-Doméne
assoziiert mit PI(4)P und PI(4,5)P, [Chang ef al. 2002], und die C2-Doméine vermittelt die
calciumabhidngige Interaktion mit Phospholipiden [Davletov & Sudhof 1993]. Den fiir die
PLCy1 beschriebenen Lipidinteraktionen wird eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der
PLCy1 bei geringer oder fehlender Tyrosinphosphorylierung zugesprochen [Carpenter & Ji
1999, Sekiya et al. 1999b].

Um den Einfluss von PI(3,4,5)P3, dem bevorzugten Lipidbindungspartner von gleicherma3en
PH-Doméne der PLCy1 und a1-cytoplasmatischer Sequenz, auf die Interaktion dieser beiden
Molekiile zu untersuchen, wurde eine native PAGE mit Liposomen durchgefiihrt [ Suurkuusk
& Singh 2000]. Hierbei zeigte sich, dass die Interaktion zwischen gereinigter PH-Doméne
und al-cyto-Peptid in Losung sehr schwach war, dass sie durch die Gegenwart negativ-gela-
dener PC:PS-haltiger Liposomen jedoch stimuliert und noch weiter verstirkt wurde, wenn
diese 2% PI(3,4,5)P; enthielten. Demnach konnte PI(3,4,5)P; bewirken, dass die beiden Bin-
dungsepitope auf einen zelluldren Stimulus hin, der die PI3-Kinase aktiviert, in rdumliche

Néhe zueinander gelangen, wie es auch der Fall fiir PDK1 und Akt bzw. PKC der Fall ist
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[Newton 2003, Scheid & Woodgett 2003]. Eine PI(4,5)P,-geforderte Assoziation sowohl der
PH-Doméne der PLCy1 mit der leichten Neurofilamentkette, als auch ihrer sSPH-Doméne mit
dem Elongationsfaktor EF1a, wurde bereits beschrieben [Chang ef al. 2002, Kim, S. K. et al.
2006]. EF1a bindet hierbei PI(4,5)P; selbst nicht [Chang et al. 2002].

Wie der trimolekulare Komplex aus PH-Domine, al-cytoplasmatischer Sequenz und
P1(3,4,5)P; gebildet wird und aufgebaut ist, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Fiir
die PH-Doméne von B-ARK ist bereits bekannt, dass sie mit dem Gg-Komplex und mit
P1(4,5)P, gleichzeitig interagieren kann [Harlan et al. 1994, Touhara et al. 1994]. Dies ist
Voraussetzung flir die effektive Membranassoziation und die Aktivierung von B-ARK
[Pitcher et al. 1995]. Ein dhnlicher kooperativer Mechanismus aus PIP- und Proteinbindung
wurde fiir die PH-Dominen von PLCB1 [Wang et al. 1999, Razzini et al. 2000] und Dbl
[Russo et al. 2001] beschrieben und konnte auch fiir die Komplexbildung der PH-Domine
der PLCyl mit PI(3,4,5)P; und der al-cytoplasmatischen Sequenz vorliegen. Weil die
PI1(3,4,5)P;-Bindung der PH-Domine der PLCy1 alleine als zu unspezifisch fiir die Mem-
branrekrutierung gilt, werden gemeinhin PIP-Protein-Kooperationsmechanismen postuliert.
Demnach muss die Lipidbindung der PH-Domine durch zusétzliche Protein-Protein-Inter-
aktionen des Molekiils bzw. der Doméne selbst, beispielsweise mit Rezeptortyrosinkinasen,
verstdrkt werden, um eine spezifische und stabile Membranlokalisation des beherbergenden
Enzyms zu bewirken [Maffucci & Falasca 2001]. Hierfiir konnten die cytoplasmatischen Se-

quenzen der Integrine ebenfalls eine wichtige Rolle spielen.

PLCy1 reguliert die o 1p 1-Integrin-abhéngige Zellmorphologie und Zellmigration in
Abhiingigkeit von den cytoplasmatischen Integrinsequenzen

Mithilfe von Migrationsversuchen und Immunfluoreszenzstudien wurde die funktionelle Be-
deutung der Interaktionen zwischen den cytoplasmatischen Integrinsequenzen mit der PH-
und der C-SH2-Doméne der PLCyl bei dem olf1-Integrin-abhéngigen Signalling unter-
sucht (3.3.4). Die gegeniiber den CHO-al/fl. Zellen in den CHO-a1/K Zellen beobachtete
verzogerte Zellspreitung und -migration auf einer Kollagenmatrix stimmt mit fritheren Stu-
dien iiberein [Vossmeyer et al. 2000]. Bislang war die Rolle der PLCy1 in der a1 1-Integrin-
vermittelten Zelladhédsion bekannt [Vossmeyer et al. 2002]. Mithilfe des PLCyl-Inhibitors
U73122 wurde in dieser Arbeit die Bedeutung der PLCyl fiir die a.1B1-Integrin-abhingige
Zellmotilitit ebenfalls gezeigt. Die Wirkung von U73122 war hierbei vergleichbar mit der
auf die EGF-stimulierte Zellmigration [Chen et al. 1994]. Die Bedeutung der PLCy1 fiir die
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a5p1- bzw. Bl-Integrin-abhéngige Zellspreitung und -migration von Endothelzellen auf FN

oder Basallamina wurde bereits demonstriert [Jones et al. 2005, Tvorogov et al. 2005, Choi

et al. 2007].

Die alf1-Integrin-abhingige Migration in CHO-a1-Zellen wurde ebenfalls durch die ekto-
pische Expression der PH-Doméne von PLCy1 reduziert. Dies kann durch die unregulierte
und unkoordinierte Ausstiilpung von Lamellipodien sowie die unzureichende Ausbildung des
Aktincytoskeletts zustande kommen, was eine gerichtete und effektive Zellmigration verhin-
dert. Das lipidbindungsdefiziente PH 3/4-Konstrukt, dessen Bindung an das alf1-Integrin
im GST-Pulldown ausblieb, inhibierte die Zellmigration auf KIV nur gering. Dies spiegelt
die Bedeutung der Bindung der transfizierten Wildtyp-PH-Doméne an P1(3,4,5)P; und an das
a1p1-Integrin fiir deren dominant-negativen Einfluss auf die a1 1-Integrin-abhéngige Moti-
litdit wider. Die mit GFP-PH 3/4 transfizierten Zellen besaflen jedoch kein vektordhnliches
Erscheinungsbild, was auf zusétzliche Protein-Protein-Interaktionen dieses PH-Konstrukts
hinweist, die zwar die Zellmorphologie, nicht aber die Zellmigration beeinflussen. Die
KIV-abhidngige Migration von CHO-al/fl. Zellen wurde durch Expression der
PH 6/7-Mutante, die PI(3,4,5)P; weiterhin binden kann, stirker inhibiert als durch die
Wildtyp-PH-Domine, was nicht mit den Bindungsdaten iibereinstimmt. Demnach scheinen
jedoch beide Stringe der PH-Doméne der PLCy1, $3-p4 und p6-B7, fiir die Vermittlung von
a1p1-Integrin-abhéngiger Zellmigration bendtigt zu werden. Die Fluoreszenzmikroskopie-
aufnahmen liefern keine Erkldrung fiir den migrationsinhibierenden Effekt des PH 6/7-Kon-
strukts. Da diese Mutante die Migration in den CHO-a.1/GFFKR Zellen in gleichem Mal} wie
die Wildtyp-PH-Domidne senkte, scheint die membrandistale PLKKKMEK-Sequenz der
al-Kette fiir den migrationsinhibierenden Einfluss des PH 6/7-Konstrukts auf die

CHO-al/f.l. Zellen von Bedeutung zu sein.

Die Hemmung der Zellmigration durch iiberexprimierte PLCy1-PH-Doméne ist in Einklang
mit Studien von Piccolo und Kollegen, nach denen deren stabile Expression die Zelladhdsion
fordert und die EGF-induzierte Zellmotilitdt hemmt [Piccolo et al. 2002]. Fiir den trans-
dominanten Effekt der ektopisch exprimierten PH-Doméne auf das a1f1-Integrin-vermittelte
Signalling sind verschiedene Wirkungspunkte denkbar. Zum einen kann diese durch Bindung
an das fiir die Zellmigration essentielle PI1(3,4,5)P; dessen Zugénglichkeit fiir cytoskeletale
oder Signalproteine verhindern. Zweitens konnen intrazelluldre Protein-Protein-Interaktio-
nen, an denen die PH-Domine der PLCy1 beteiligt ist, inhibiert werden. Der Befund, dass die
PH-Doménen von PLCB1 und PLCd1 die Migration von CHO-al1/f.l. Zellen nicht reduzier-
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ten, spricht fiir einen durch die PH-Doméne der PLCyl spezifisch ausgeiibten Effekt. Fiir
PLC81-PH war dies so nicht zu erwarten, da diese Doméne als hochspezifisch fiir P1(4,5)P,
und dieses wiederum als essentiell fiir die Zellmigration gilt [Gabev et al. 1989, Wang et al.
2005]. Dies und die Tatsache, dass die zuvor beschriebene deutliche Membranlokalisierung
von GFP-PH PLC81 [Matsuda et al. 2001, Wang et al. 2005] in dieser Arbeit nicht so deut-
lich beobachtet werden konnte, konnten dem Einsatz des Selektionsantibiotikums Neomycin

zugeschrieben werden, dass ebenfalls an PI(4,5)P; bindet [Gabev et al. 1989].

Der fiir die PH-transfizierten CHO-a1/f.1. Zellen beschriebene Phianotyp war zum einen ab-
héngig von der al-cytoplasmatischen Sequenz, da die GFP-PH-Expression in KIV-adhiren-
ten CHO-a1/K Zellen lediglich gekrauselte Membranstrukturen hervorrief. Zum anderen war
der besagte Phanotyp von den Schleifen 33-4 und 6-p7 der PH-Doméne abhingig, da er
bei Expression der Mutanten PH 3/4 und PH 6/7 nicht beobachtet werden konnte. Diese
Abhéngigkeit beruhte wiederum ebenfalls auf der ol-cytoplasmatischen Sequenz, da
CHO-al/K Zellen nach Transfektion jedweden PH-Konstrukts, ob Wildtyp oder Mutante,
gleich aussahen. Die in CHO-a1/f.l. Zellen durch GFP-PH verursachten Effekte einer erh6h-
ten Anzahl von Lamellipodien und einem schwach ausgebildeten Aktincytoskelett waren zu-
dem spezifisch fiir a1p1-Integrin, da Lamellipodien bei a.5@1-Integrin-vermittelter Adhdsion

auf FN schwicher, kortikale Aktinstrange hingegen stérker ausgebildet waren.

PH-Doménen vermitteln die Membranbindung von Proteinen, jedoch mit unterschiedlicher
Spezifitit (1.3.6.3). GFP-PH zeigte in CHO-al/f.l. Zellen keine vorherrschende Plasma-
membranlokalisierung, was auf zusitzliche Protein-Protein-Interaktionen der PH-Doméne
neben ihrer schwachen Lipidbindung hindeutet. Ein dhnliches Verhalten wurde bereits fiir die
PH-Doménen von Akt, ARNO, Btk und GRP-1 beobachtet [Varnai et al. 2005]. Auf einen
Wachstumsfaktorstimulus hin wird GFP-PH aus dem Cytoplasma zu der Plasmamembran am
vorderen Ende der migrierenden Zelle rekrutiert [Falasca et al. 1998, Piccolo et al. 2002].
Der durch integrinvermittelte Adhésion hervorgerufene Stimulus mag damit verglichen nicht
stark genug zu sein, um eine solche Translokalisation zu bewirken. Zudem binden PH-Domi-
nen mit dhnlicher Affinitit wie fiir die membrangebundenen PIPs auch an 16sliche Inositol-

phosphate, was ihre Membranassoziation reduziert [Poccia & Larijani 2009].

Der inhibierende Effekt der transfizierten PH-Doméne der PLCyl auf die Migration der
CHO-a1-Zellen war weniger stark als der des PLC-Inhibitors U73122 ausgeprigt. Dies kann

zum einen sowohl durch eine geringe Transfektionseffizienz als auch durch promiskuitive
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Lipid- oder Proteininteraktionen der PH-Domaéne bedingt sein. Zum anderen kann dies auf
die Bedeutung zusétzlicher PLCy1-Doménen in der a1 1-Integrin-vermittelten Zellmigration
hinweisen. Hierflir sprechen auch Fluoreszenzmikroskopiestudien von CHO-a1-Zellen, die
mit anderen PLCyl-Doménen transfiziert wurden. Die als Bindungslocus der 1-Kette identi-
fizierte C-SH2-Doméne verdnderte ebenfalls die KIV-abhidngige Zellmorphologie von
CHO-al/fll. und -al/K Zellen. Der dabei hervorgerufene &hnliche Phéanotyp beider Zell-
linien und die Beobachtung, dass CHO-a1/K Zellen bei der Expression von GFP-PH oder
-C-SH2 das gleiche Erscheinungsbild besallen, erlauben den Schluss, dass die C-SH2-Doma-
ne primir die f1-cytoplasmatische Sequenz anspricht, in Ubereinstimmung mit den erhalte-
nen Bindungsergebnissen. Der Befund jedoch, dass beide CHO-Zelllinien nach Transfektion
mit GFP-C-SH2 bei Adhision auf FN einen anderen Phénotyp als jeweils auf KIV aufwie-
sen, impliziert die involvierte, eventuell spezifizierende, Rolle der a-Integrinkette. Die fiir
GFP-C-SH2 beschriebenen Effekte auf die Zellmorphologie konnten bei der Expression von
GFP-N-SH2 und GFP-N+C-SH2 nicht beobachtet werden. Eine derart funktionelle Diskre-
panz dieser beiden SH2-Dominen wurde bereits im Rahmen der PDGF- oder der TCR-indu-
zierten Aktivierung der PLCy1 gezeigt [Stoica et al. 1998, Ji ef al. 1999, Poulin et al. 2000].

Die gleichzeitige Transfektion von CHO-al/f.l. Zellen mit GFP-PH und -C-SH2 rief einen
vektordhnlichen Phédnotyp hervor. Dieser kann zum einen durch eine Komplexbildung der
beiden Konstrukte mit deren anschlieBender Inaktivierung zustande gekommen sein. Die
intramolekulare Assoziation der C-SH2- mit der N-sPH-Doméne der PLCyl wurde bereits
beschrieben [DeBell et al. 2007]. Andererseits konnten die PH- und die C-SH2-Doméne
funktionell gegenteilige Effekte auf die olfl-Integrin-vermittelte Signaltransduktion aus-
iiben, um diese zeitlich-rdumlich zu regulieren oder zu spezifizieren. Eine leichte griine Fluo-
reszenz an der Zellperipherie deutete zudem darauf hin, dass PH- und C-SH2-Doméne
gleichzeitig vorhanden sein mussten, um integrinabhingig an die Plasmamembran rekrutiert
zu werden. Dies stimmt mit den Pulldown-Analysen iiberein, nach denen beide Doménen
durch die cytosolischen Sequenzen des al1f1-Integrins gebunden werden. Von der wachs-
tumsfaktorinduzierten Kooperation der PH- und der C-SH2-Domine, um die PLCyl an die
Plasmamembran zu rekrutieren, berichteten bereits Maffucci und Falasca [Maffucci &
Falasca 2001]. In den CHO-a1/K Zellen fiihrte die Co-Expression von GFP-PH und C-SH2
zu einer Abrundung der Zellen, was ebenfalls fiir eine Verkniipfung der durch GFP-PH- und

-C-SH2 hervorgerufenen zelluldren Effekte spricht. Zusétzlich jedoch demonstriert dies die
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Rolle der Interaktion zwischen PH-Domine und oal-cytoplasmatischer Sequenz in der

KIV-abhidngigen Regulierung von Membranstrukturen.

CHO-a1/fl. Zellen, die mit der GFP-fusionierten N+C-SH2-Doméne transfiziert wurden,
besaflen auf KIV und FN ein verstirktes kortikales Aktincytoskelett, mit dessen Enden
GFP-N+C-SH2 co-lokalisierte. Dies war fiir die Einzeldomdnen GFP-N-SH2 und -C-SH2
nicht zu beobachten und mag in der individuellen Faltung der Tandem-SH2-Doméne gegen-
iiber den Einzeldomdnen begriindet sein, welche die Integrinbindung jedoch nicht sehr
beeinflusst (3.3). Die besagte Co-Lokalisierung trat ebenfalls in FN-adharenten CHO-a.1/K
Zellen auf und war demzufolge von der 1-Integrinuntereinheit abhidngig. Auf KIV waren
die entsprechend transfizierten CHO-a1/K Zellen nicht vergleichbar gespreitet, um die Loka-

lisation von GFP-N+C-SH2 und damit die Rolle der a1-Kette hierbei beurteilen zu konnen.

Offen bleibt, wie die B1-Integrin-abhéngige, physische Verbindung von GFP-N+C-SH2 zum
Aktincytoskelett erfolgt. Eine Assoziation der PLCyl mit Aktinfilamenten wurde frith
beschrieben [McBride ef al. 1991], jedoch an der SH3-Doméne festgemacht, wihrend das
N+C-SH2-Protein diffus in der Zelle verteilt war [Bar-Sagi et al. 1993]. Daneben wurde in
Thrombozyten ein Komplex aus PLCyl mit Aktin und dem aktinkappenbildenden Protein
Gelsolin beschrieben, der nach Thrombinaktivierung aufgehoben wird [Baldassare et al.
1997]. In Epithelzellen interagiert die C-SH2-Domine der PLCyl zudem mit dem aktin-
abbauenden Protein Villin [Tomar ef al. 2006]. Desweiteren wurde das fokale Adapterprotein
Grb2 als Bindungspartner von pY783 [Choi et al. 2005], N-SH2- und C2-Domine der PLCy1
identifiziert [Stoica et al. 1998, Browaeys-Poly et al. 2007]. Ob es sich bei den in den
CHO-Zellen angefirbten Loci um fokale Adhdsionen handelt, miissen Studien mit spezi-
fischen Antikorpern gegen Phosphotyrosin oder fokale Adhédsionsproteine kldren. Die
integrinabhéngige Lokalisation von PLCyl in fokalen Adhédsionen als auch die Rolle der
SH2-Doménen der PLCyl in der Zelladhdsion wurden in jedem Fall bereits berichtet
[Tvorogov et al. 2005, Wang et al. 2005].

Die beschriebenen Fluoreszenzanalysen weisen auf die Rolle der PH-, der C-SH2 und der
N+C-SH2-Doméne der PLCy1 in der a1f1-Integrin-vermittelten Zellmorphologie und -mig-
ration hin. Es ist bekannt, dass PLCyl an der Reorganisation des Cytoskeletts und seiner
Komponenten beteiligt ist [Wells 2000, Kassis et al. 2001, Piccolo et al. 2002] und iiber die
Stimulierung von Kofilin die EGF-abhéngige Ausbildung von Zellausldufern am vorderen

Ende migrierender Karzinomzellen fordert [Mouneimne et al. 2004]. Da die friihe Signal-
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weiterleitung integrinvermittelter Adhésion mit Signalwegen assoziiert ist, die zur Aktivie-
rung der kleinen GTPasen Rho, Rac und Cdc42 und so zur Aktinpolymerisation fiithren [Price
et al. 1998], ist eine Einflussnahme der PLCy1 auf diese Proteine denkbar. Eine direkte Asso-
ziation zwischen PLCy1 und RhoA findet z.B. in leukotrienstimulierten Intestinalzellen statt,
wo sie fiir die PLCyl-vermittelte Calciummobilisierung essentiell ist [Thodeti et al. 2002].
Eine direkte Interaktion mit Rac konnte bislang nur fiir die sSPH-Domine von PLCy2 gezeigt
werden [Walliser et al. 2008]. Vielfach beschrieben ist jedoch die Einflussnahme von PLCyl1,
gegebenenfalls mit Beteiligung von Src, auf die besagten GTPasen liber deren GEFs wie
B-Pix [Bae et al. 2005] und Tiam [Fleming et al. 1998, Filippi et al. 2008]. Dariiber hinaus
wurde die Funktion der PLCyl in der integrinabhdngigen Zellspreitung und -elongation
durch ihre Assoziation mit dem Komplex aus B-Pix und dem Adaptermolekiil GIT1 erklart
[Jones & Katan 2007]. Alternativ kann PLCyl die integrininduzierte Zellspreitung und
-migration durch die Aktivierung von Pyk2 und Paxillin regulieren [Choi et al. 2007]. Ob
dies auch der Mechanismus der olf1-Integrin-induzierten und PLCyl-vermittelten Zell-

migration ist, muss in zukiinftigen Untersuchungen naher beleuchtet werden.

Einige Befunde der Zellmorphologiestudien sprechen desweiteren fiir einen Einfluss der
al-Kette bzw. des alp1-Integrins in trans auf die a5-Kette bzw. das a5p1-Integrin. Sowohl
CHO-al/fl. als auch -al/K Zellen exprimieren a5p1-Integrin als funktionellen FN-Rezep-
tor. Jedoch rief die Expression von GFP-PH, GFP-C-SH2 oder GFP-N+C-SH2 fiir beide
Zelllinien einen unterschiedlichen Phinotyp auf FN hervor, was bei einem unabhdngigen

Wirken der beiden Integrinrezeptoren so nicht erfolgen sollte.

4.4  Arbeitsmodell

Aus den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen zur Lipidbindung der al-cytoplasmatischen
Sequenz lasst sich ein Arbeitsmodell herleiten (Abb. 4.2). Das alf1-Integrin wird durch die
Bindung an seinen extrazelluldren Liganden KIV aktiviert, was mit einem Konformations-
wechsel des gesamten Rezeptors und einem Auseinanderweichen beider Untereinheiten ein-
hergeht (Abb. 4.2 A). In der Folge werden intrazellulire Signalwege angeschaltet.
a1p1-Integrin-spezifisch wird hierbei der Ertk-MAPK-Weg, iiber die direkte Interaktion der
al-Kette mit dem Membranprotein Caveolin, aktiviert, der zu verdnderter Genexpression
und Zellproliferation fiihrt [Wary ef al. 1996, Pozzi et al. 1998]. An die cytoplasmatischen
Sequenzen beider Integrinuntereinheiten wird eine Vielzahl von Signalproteinen und aktin-

cytoskelettassoziierten Proteinen rekrutiert, und fokale Adhisionen entstehen. Nach seiner
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Aktivierung reguliert das alfl-Integrin unter anderem die Membranlokalisation von
RhoGDI und stimuliert so die kleine GTPase Rac [Del Pozo et al. 2002, Smerling et al.
2007]. Im Zuge der Integrinaktivierung werden ebenfalls die Phosphoinositidkinasen PIPK I
und PI3-K in die fokalen Adhésionen rekrutiert. Dadurch wird in diesen Membranbereichen
die Konzentration der Second messenger-Molekiile P1(4,5)P, bzw. P1(3,4,5)P; lokal erhoht.
Diese wiederum assoziieren mit und modulieren die Aktivitdt von aktinassoziierten Proteinen
sowie von den GAP- und GEF-Regulatorproteinen der Rho-Familie der kleinen GTPasen.
Deren Mitglieder (Rho, Rac, Cdc42) vermitteln die Ausbildung von Spannungsfasern und
promigratorischen Ruffles sowie von Lamelli- und Filopodien. Das spezifische Zusammen-
spiel der genannten Proteine und Lipide steuert die a1p1-Integrin-abhingige Reorganisation
des Aktincytoskeletts und ermoglicht die Adhésion von Zellen, die Zellspreitung oder die
Zellmigration (Abb. 4.2 A). Unter Einbeziehung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
(Abb. 4.2 B-D) assoziiert die al-cytoplasmatische Sequenz mit den Phosphoinositiden
PI(4,5)P, (Abb. 4.2 B) bzw. PI1(3,4,5)P; (Abb. 4.2 C). Dabei inseriert die ol-cytoplasma-
tische Sequenz stark bei einer erhdhten Konzentration von PI(4,5)P, (Abb. 4.2 B rechts),
bzw. einer geringen Konzentration von PI(3,4,5)P; (Abb. 4.2 C links) in die Plasmamembran.
Die Assoziation der al-cytoplasmatischen Sequenz mit PI(3,4,5)P; vermittelt darauthin die
Assoziation des alp1-Integrinrezeptors mit PLCy1 (Abb. 4.2 D). Hierbei interagieren beide
cytoplasmatische Integrindoménen mit der PH-Domine der PLCy1, und die f1-intrazellulére
Sequenz bindet zusétzlich an die C-SH2-Domédne der PLCyl. Diese kooperativen
Protein-Protein- und Protein-Lipid-Interaktionen zwischen dem alf1-Integrin, der PLCyl,
PI1(4,5)P, bzw. PI(3,4,5)P; erfolgen in Analogie zu der wachstumsfaktorabhingigen
Aktivierung der PLCyl und steuern nun die alpl-Integrin-abhdngige Ausbildung von
Lamelli- und Filopodien sowie die Organisation des Aktincytoskeletts. Damit werden die
Voraussetzungen fiir eine gerichtete und effektive Zellmigration erfiillt. Welche funktionelle
Bedeutung der Lipidassoziation der a.1-cytoplasmatischen Sequenz dariiber hinaus zukommt,

bleibt Gegenstand zukiinftiger Forschung.
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Abb. 4.2: Arbeitsmodell. Das gegenwartige Konzept a1f1-Integrin-vermittelter Signaltransduktion,
insbesondere die Beeinflussung des Aktincytoskeletts (A) kann durch die in der vorliegenden Arbeit
charakterisierte Interaktion der a1-cytoplasmatischen Sequenz mit PI(4,5)P, (B) und PI(3,4,5)P; (C)
und der des a1p1-Integrins mit PLCy1 (D) erganzt werden. Einzelheiten sind im Text beschrieben.
Die Pfeile in (A) stehen fiir direkte oder indirekte Interaktionen (Doppelpfeil), fir die Regulierung der
Aktivitat (einfacher Pfeil) bzw. die Hinflihrung zu zelluldren Ereignissen (zweifacher Pfeil). Die

einfachen Pfeile in (B) und (C) bezeichnen die jeweilige Menge von gebildetem PI(4,5)P, bzw.
PI1(3,4,5)Ps.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das a.1B1-Integrin ist ein die Plasmamembran durchspannender Adhédsionsrezeptor, der nach
Bindung an den extrazelluldren Liganden Kollagen intrazelluldre Signalwege auslost, die zu
Zelladhision, -spreitung, -migration und -proliferation fithren. Gemeinhin wird die Haupt-
rolle in der alP1-Integrin-vermittelten intrazelluldren Signaltransduktion der cytoplasma-
tischen Domidne der pl1-Integrinuntereinheit zugesprochen. Zunehmend demonstrieren
Studien jedoch auch die signalgebende Bedeutung der kurzen al-cytoplasmatischen Sequenz
(a1-CS), welche die Aminosduren KIGFFKRPLKKKMEK umfasst. Auf welchem Weg der
al-cytoplasmatische Teil seine Signalfunktion entfaltet, ist allerdings nur wenig erforscht. In
der vorliegenden Arbeit wurden deshalb sowohl die Struktur als auch die Lipidbindung als
mogliche funktionsdeterminierende Eigenschaften dieser kurzen, basischen Sequenz unter-
sucht. Das von der al-CS abgeleitete Peptid besall in Losung keine definierte Sekundér-
struktur, wie CD-Messungen und MD-Simulationen zeigten. Die erstmals fiir ein Integrin
durchgefiihrten Lipidbindungsstudien demonstrierten jedoch, dass die a1-CS mit den Second
messenger-Molekiilen PI(4,5)P, und insbesondere PI(3,4,5)P; assoziierte. Fiir diese Inter-
aktionen konnten mikromolare Dissoziationskonstanten ermittelt werden, die fiir eine geringe
Bindungsaffinitét sprechen. Das Peptid der a.1-CS inserierte zudem in Abhéngigkeit von der
PIP-Art und der PIP-Konzentration und vermittelt iiber ionische Wechselwirkungen in
PI(4,5)P,- und PI(3,4,5)Ps;-enthaltende Langmuir-Filme. Studien mit verkiirzten Peptiden
ergaben, dass die Membraninsertion der a1-CS durch das membranproximale, konservierte
KIGFFKR-Motiv angetrieben, durch die membrandistale, al-spezifische PLKKKMEK-Se-
quenz jedoch stabilisiert und verstirkt wurde. Die Assoziation mit Liposomen, die PI(4,5)P,
oder PI(3,4,5)P; enthielten, induzierte keine eindeutige Sekundirstruktur in den a1-Integrin-
peptiden, jedoch liefert die vorliegende Arbeit Hinweise darauf, dass die Interaktion
zwischen oalfl-Integrin und dem phospholipidmodifizierenden Enzym PLCyl durch
PI(4,5)P, bzw. P1(3,4,5)P; verstirkt wird. Dabei wurden die PH- und die C-SH2-Doméne der
PLCy1 als Bindungsloci fiir die cytoplasmatischen Doménen von al- und 1-Integrinunter-
einheit identifiziert. Die Assoziation beider Integrinketten mit der PH-Domine war hierbei
von deren Lipidbindung und der lIonenstirke abhingig. In funktionellen Studien wurde
weiterhin die Bedeutung sowohl der PLCyl als auch ihrer PH-Doméne fiir die
o1p1-Integrin-vermittelte Zellmigration gezeigt. Immuncytochemische Studien demonstrier-
ten die Rolle der PH- bzw. der C-SH2-Doméne in der o.1B1-Integrin-vermittelten, regulierten

Ausbildung von Membranausldufern und der Organisation des Aktincytoskeletts. In
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Abhéngigkeit von der 1-cytoplasmatischen Domine co-lokalisierte die N+C-SH2-Doméne
der PLCyl zudem mit den Enden kortikaler Aktinstringe. Diese Befunde weisen auf die
Bedeutung kooperativer Protein-Protein- und Protein-Lipid-Interaktionen zwischen
a1p1-Integrin, Phosphoinositiden und der PLCyl fiir die olp1-Integrin-abhédngige,
PLCyl1-vermittelte Zellmigration hin. Die zur Lipidbindung der a.1-CS vorgestellten Daten
eroffnen zudem einen neuartigen Regulierungsmechanismus der alf1-Integrin-vermittelten

Signaltransduktion, der generell fiir Integrine gelten konnte.
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6 SUMMARY

a1p1 Integrin is a membrane-spanning cell adhesion receptor. Upon binding to its extra-
cellular ligand collagen, a 11 integrin initiates intracellular signalling pathways, which en-
able cell adhesion, spreading, migration and proliferation. The cytoplasmic domain of the
B1 integrin subunit is commonly considered to play the major role in a 11 integrin-mediated
intracellular signal transduction. Yet, there is growing evidence on the signalling properties
of the short al cytoplasmic sequence (al1-CS), which comprises the 15 amino acids
KIGFFKRPLKKKMEK. Little is known about the signalling mechanisms of the
al cytoplasmic tail. Therefore, within the scope of this thesis, the structure as well as the
lipid binding of this short, positively charged sequence have been investigated as potential
function-underlying features of the al1-CS. CD spectroscopy and MD simulations revealed
that the peptide derived from the al-CS did not adopt any secondary structure in solution.
However, lipid binding studies, which have been performed for integrins for the first time,
demonstrated that the al-CS bound to the second messenger molecules PI(4,5)P, and
particularly PI(3,4,5)P;. Micromolar dissociation constants were determined for this
lipid-peptide interaction, arguing for its low binding affinity. Moreover, the peptide of the
a1-CS inserted into Langmuir films which contained PI(4,5)P,- or PI(3,4,5)P;. Membrane
insertion of the peptide was realised by ionic interactions and was dependent on the species
and the concentration of the applied phosphoinositide. Studies with truncated peptides
revealed that membrane insertion of the al-CS was driven by its membrane-proximal,
conserved KIGFFKR-motif, however stabilised and accomplished by the membrane-distal,
al-specific PLKKKMEK-sequence. Thus, for the first time ever, binding of an integrin to
PI1(4,5)P, and PI(3,4,5)P; has been shown in this work. Association with liposomes
containing PI(4,5)P, or PI(3,4,5)P; did not evoke any clear conformational change of the
integrin peptides. Yet, this work provides evidence, that the interaction between
a1B1 integrin and the phospholipid-modifying enzyme PLCyl1 is stimulated by PI1(4,5)P, or
PI(3,4,5)P;. Beyond, both the PH and the C-SH2 domain of PLCy1 were mapped as binding
sites for the al and P1 cytoplasmatic sequences. Thereby, the association of the integrin with
the PH domain was dependent on both the lipid binding of the latter and the ionic strength.
By means of functional assays, it was shown that PLCy1 as well as its PH domain is involved
in alpl integrin-mediated cell migration. Furthermore, immunofluorescence studies

demonstrated the role of the PH and the C-SH2 domain in the regulated formation of
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membrane protrusions as well as in the assembly of the actin cytoskeleton, upon collagen
ligation of alfl integrin. Additionally, dependent on the P1 cytoplasmic sequence, the
N+C-SH2 domain of PLCy1 was localised at the ends of cortical actin strands. These results
point at the important role that cooperative protein-protein and protein-lipid interactions
between a1B1 integrin, phosphoinositides and PLCy1 might play in al1f1 integrin-dependent
and PLCyl-mediated cell migration. Eventually, the provided data on the lipid binding
features of the al-CS reveal a novel mode of regulation for the alp1 integrin-mediated

signal transduction, which might be universally valid for all integrins.
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8 ANHANG
8.1 Proteinsequenzen
8.1.1

(Pubmed: NP_112256)

Die cytoplasmatische Sequenz ist markiert.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

MVPRRPASLE
WVLIGSPLVG
TNPNGGFLAC
NSIYPWESVI
GRQGGLQTMT
NIQRFSIAIL
ALEATADQSA
FQTEPAKMNE
GGEQIGSYFG
LEPIRQTCCS
AVYIYHGSGK
FWARDVAVVK
YRVTLDSLRQ
TDPENGPVLD
SLTVKNKGDS
KITFQFNTSH
SVAANETIPE
WSSSDNVNCR
SQVNVSLLLW
VPLWVILLSA

VIVACIWLLT
QPKARTGDVY
GPLYAYRCGH
AFLNDLLKRM
ALGIDTARKE
GHYNRGNLST
ASFEMEMSQT
PLASYLGYTV
SVLTTIDIDK
SLKDNSCTKE
TIREAYAQRT
VTMNFEPNKV
ISRSFFSGTQ
DALPNSVHEH
AYNTRTVVQH
LSENATIIHLS
FINSTEDIGN
PRSLEDPFGI
KPTFIRAHFS
FAGLLLLMLL

VILGFCVSFN
KCPVGRERAM
LHYTTGICSD
DIGPKQTQVG
AFTEARGARR
EKFVEEIKSI
GFSAHYSQDW
NSATIPGDVL
DSYTDLLLVG
NKNEPCGARF
PSGGDGKTLK
NIQKKNCRVE
ERKIQRNITV
IPFAKDCGNK
SPNLIFSGIE
ATSDSEEPLE
EINVFYTIRK
NSGKKMTISK
SLNLTLRGEL
ILALWKIGFF

VDVKNSMSFS
PCVKLDLPVN
VSPTFQVVNS
IVQYGENVTH
GVKKVMVIVT
ASEPTEKHFF
VMLGAVGAYD
YIAGQPRYNH
APMYMGTEKE
GTAIAAVKDL
FFGQSIHGEM
GKETVCINAT
RESECIRHSF
ERCISDLTLN
EIQKDSCESN
SLNDNEVNIS
RGHFPMPELQ
SEVLKRGTIQ
KSENSSLTLS
KRPLKKKMEK

al-Integrinuntereinheit aus Rattus norvegicus

GPVEDMFGYT
TSIPNVTEIK
FAPVQECSTQ
EFNLNKYSST
DGESHDNYRL
NVSDELALVT
WNGTVVMQKA
TGQVVIYKME
EQGKVYVYAV
NVDGFNDVVI
DLNGDGLTDV
MCFHVKLKSK
YMLDKHDFQD
VSTTEKSLLI
ONITCRVGYP
IPVKYEVGLQ
LSISFPNLTA
DCSSTCGVAT
SSNRKRELAT

VOQYENEEGK
ENMTFGSTLV
LDIVIVLDGS
EEVLVAANKI
KQVIQDCEDE
IVKALGERIF
NQMVIPHNTT
DGNINILQTL
NQTRFEYQMS
GAPLEDDHAG
TIGGLGGAAL
EDSIYEADLOQ
SVRVTLDFNL
VKSQHDKFNV
FLRAGETVTF
FYSSASEHHI
DGYPVLYPIG
ITCSLLPSDL
QISKDGLPGR

8.1.2 P 1-Integrinuntereinheit (Isoform 1A) aus Homo sapiens
(Pubmed: NP_002202)

Die cytoplasmatische Sequenz ist markiert.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

MNLQPIFWIG
SARCDDLEAL
LRLRSGEPQT
RIGFGSFVEK

ISGNLDSPEG
CHLENNMYTM
SANSSNVIQL
GDEVQFEISI
NGTFECGACR
RDNTNEIYSG
ASNGQICNGR
CTQECSYFNI

LISSVCCVFA
KKKGCPPDDI
FTLKFKRAED
TVMPYISTTP

GFDAIMQVAV
SHYYDYPSIA
ITDAYNSLSS
TSNKCPKKDS
CNEGRVGRHC
KFCECDNFNC
GICECGVCKC
TKVESRDKLP

QTDENRCLKA
ENPRGSKDIK
YPIDLYYLMD
AKLRNPCTSE

CGSLIGWRNV
HLVQKLSENN
EVILENGKLS
DSFKIRPLGF
ECSTDEVNSE
DRSNGLICGG
TDPKFQGQTC
QPVQPDPVSH

NAKSCGECIQ
KNKNVTNRSK
LSYSMKDDLE
ONCTSPFSYK
TRLLVFSTDA
IQTIFAVTEE
EGVTISYKSY
TEEVEVILQY
DMDAYCRKEN
NGVCKCRVCE
EMCQTCLGVC
CKEKDVDDCW

AGPNCGWCTN
GTAEKLKPED
NVKSLGTDLM
NVLSLTNKGE

STFLQEGMPT
ITQIQPQQLV
NEMRRITSDF

GFHFAGDGKL
FOQPVYKELKN
CKNGVNGTGE
ICECECQSEG
SSEICSNNGE
CNPNYTGSAC
AEHKECVQCR
FYFTYSVNGN

VFNELVGKOQOR
GGIVLPNDGOQ
LIPKSAVGTL
NGRKCSNISI
IPESPKCHEG
CVCGQCVCRK
DCSLDTSTCE
AFNKGEKKDT
NEVMVHVVEN
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721 PECPTGPDII PIVAGVVAGI VLIGLALLLI WKLLMIIHDR REFAKFEKEK MNAKWDTGEN
781 PIYKSAVTTV VNPKYEGK

8.1.3 Phospholipase Cy1 aus Rattus norvegicus (Pubmed: NP _037319)

Die einzelnen Dominen sind gekennzeichnet. Folgende Aminosduren wurden ausgetauscht,

um die PH-Mutanten 3/4 und 6/7 zu erzeugen:

PH 3/4: Ra4aGADKgs — KDDEE

PH 6/7: Y11:GMEF;;5 = FNTEQ

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

1261

180

MAGVGTPCAN

GCGPSAPSEA

|
EVLHLCRSLE

VGTVMTLFYS
PH

KKSQRPERKT

FQVKLETROQT

TWSRGADKIE

GSIDIREIKE

SLOATSEDEV

LSQVNYRVPN

GERPELCQVS

FLFSKENSVW

|
NMWIKGLTWL
MRFLRERLTD

LSEFQQFLLE

IRPGKTSRDF

MEDTLQAATP

FEQRSGDITY

YOGELWAVDR

DRYQEDPAFR

LOQTIERWLRKQ

GQFAQLYRSL

LOQVQEFMLSF

PDQSHCFVIL

FYSVDRNRED

MYSAQKTMDL

LRDPLREIEE

YGMEFRLKTL

RISAKDLKNM

PFLETNTLRT

PYFFLDELVT

NSQLDAVC%E

TMNNPLSHYW

CRCIELDCWD

GPDGMPVIYH

GHTLTTKIKF

PLC x

ISSSHNTYLT

GDQFSSESSL

EAYARCLRMG

SDVLHTIKEH

QOORNMAQHFR

KVLGDTLLTK

PVDIAADGLP
N-sPH

SPNQ&KRKIL

AFVASEYPVI

IKHKKLAEGS

YSENDISN%I

KNGILYLEDP

VNHEWYPHYF

VLTSSKIYYS

EET%SDQGNE

LSTEDHCSIA

AYEEVPTSVM

DEEEPKEASG

STELHSSEK%

RNGKVQHCRI

FHGKLGAGRD

GRHIAERLLT

EYCIETGAPD

GSFLVRESET

FVGDYTLSFW

HSRQDAGTPK

FFLTDNLVFD

SLYDLITHYQ

QVPLRCNEFE

MRLSEP&PQT

C-SH2

NAHESKEWYH

ASLTRAQAEH

MLMRVPRDGA

FLVRKRNEPN

GQTVMLGNSE

FDSLVDLISY

YEKHPLYRKM

KLRYPI&EEA

SYAISFRAEG

LEKIGTAEPD

SH3

KIKHCRVQQE

YGALYEGRNP

GFYVEANPMP TFKCAVKALF

FPSNYVEEMI NPAILEPERE

DYKAQREDEL

TFTKSAIIQN VEKQDGGWWR

GDYGGKKQLW
C-sPH------

HLBENSPLGD

MPSVAQWSLD VAADSQEELQ

DWVKKIREV%

LLRGVLDVPA CQIATIRPEGK

NNRLFVFSIS

QTADARLTEG KMMER&KKIA

LELSELVVYC

RPVPFDEEKI GTERACYRDM

SSFPETKAEK

PLCy

YVNKAKGKKF LQYNRLQLSR

SNYDPLPMWI CGSQLVALNF

QTPDKPMQOMN

QALFMAGG%C GYVLQPSTMR

IYPKGQRLDS

DEAFDPFDKS

C&EVLGARHL

2

SLRGLEPCVI

PKNGRGIVCP

FVEIEVAGAE YDSTKQKTEF

VVDNGLNPVW

PAKPFHFQIS NPEFAFLRFV

ELASLLIKID IF%AKENGDL

RISQEHLADH FDSRERRAPR

VYEEDMFSDQ

SPFSGTSLRE

RTRVNGDNRL

NFLAQATFPV KGLKTGYRAV

RASDASSQLF HVRAREGSFE

PLKNNYSEDL

ARYQQPFEDF
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8.2  Vektorkarten

Fco0109 |

Miul (1042
Dra 1602

Abb. 8.1: Plasmidkarten der eukaryonten Expressionsvektoren pRc/CMV (Invitrogen) und
pEGFP-C1 (Clontech) mit Angabe von multipler Klonierungsstelle (MKS, englisch: MCS) und
Restriktionsschnittstellen.

pS[H OnBarm7Stops
Pst1

pGEX
~4800 bp

INar |

EcoR Y

BstE I pBRZ2
Wi 1 on

Abb. 8.2: Plasmidkarte des prokaryonten Expressionsvektors pGEX (GE Healthcare) mit
Angabe von Restriktionsschnittstellen.
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8.3 'H-"N-HSQC-NMR-Spektren
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Abb. 8.3: 'H-"®’N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der PH-Domine der PLCy1 mit und ohne

KIGFFKR-Peptid (1 mM).
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Abb. 8.4: 'H-">’N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der PH-Domine der PLCy1 mit und ohne

PLKKKMEK-Peptid (1 mM).
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Abb. 8.5: "H-""N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der PH-Domine der PLCy1 mit und ohne die
Peptide a1-cyto und f1-4 (je 1 mM).
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Abb. 8.6: 'H-"’N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der PH-Domine der PLCy1 mit und ohne
B1-3-Peptid (1 mM).
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Abb. 8.7: "H-""N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der PH-Domine der PLCy1 mit und ohne die
Peptide B1-3 und B1-2 (je 1 mM).
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Abb. 8.8: 'H-">’N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der N-SH2-Domine der PLCy1 mit und ohne
a1-cyto-Peptid (1 mM).
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Abb. 8.9: 'H-">’N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der N-SH2-Domine der PLCy1 mit und ohne
die Peptide a1-cyto und $1-4 (je 1 mM).
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Abb. 8.10: "H-"°N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der N-SH2-Domine der PLCy1 mit und ohne
die Peptide a1-cyto, $1-4 und B1-2 (je 1 mM).
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Abb. 8.11: "H-""N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der N-SH2-Domine der PLCy1 mit und ohne
die Peptide a1-cyto, $1-4, 1-2 und $1-3 (je 1 mM).
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B1-3-Peptid (1 mM).
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Abb. 8.13: 'H-'""N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der N+C-SH2-Domine der PLCy1 mit und
ohne a1-cyto-Peptid (1 mM).
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Abb. 8.15: 'H-'""N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der N+C-SH2-Domine der PLCy1 mit und
ohne B1-2-Peptid (1 mM).
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Abb. 8.16: 'H-'""N-HSQC-Uberlagerungsspektrum der N+C-SH2-Domine der PLCy1 mit und
ohne Peptid pY $1-2 (1 mM).

188



ANHANG

Abkiirzungsverzeichnis

A

A

Abb.
ADAP
ADMIDAS
AHNAK
Amp
An-T
ANTH
AK
AP180
APS
ARK
ARNO
Arp

as
Atg21
ATP
BAR
BCA
Bp
BSA
Btk
C-Terminus
CALM
CAM
Cas
CBB
CD
Cdc42
cDNA
CH2
CHO

Angstrom; 1 A =0,1 nm

Ampere; Alanin

Abbildung

adhesion and degranulation promoting adapter protein
adjacent to MIDAS, in Ndahe der MIDAS
hebréisch: riesig

Ampicillin

annealing temperature, Hybridisierungstemperatur
AP180-N-Terminus-Homologie

Antikorper

Adapterprotein 180

Ammoniumpersulfat

adrenerge Rezeptorkinase

Arf nucleotide-binding site opener-Protein
actin-related protein, aktinverwandtes Protein
antisense, Gegenstrang

autophagy-related WD40 domain 21-Protein
Adenosintrisphosphat

Bin, Amphiphysin, Rvs-Familie
Bicinchoninséure

Basenpaare

bovines Serumalbumin
Bruton-Agammaglobulindmie-Tyrosinkinase
Carboxyterminus

clathrin assembly lymphoid myeloid-Motiv
Zelladhisionsmolekiil

p130Cas

Coomassie-Brillant-Blau

cluster differentiation, Clusterdifferenzierung; Circulirdichroismus
cell division cycle homologue 42-Protein

zur mRNA komplementére DNA
Calponin-Homologie 2

chinese hamster ovary, Ovarien des chinesischen Hamsters

189



ANHANG

CIAP

CIB
CISK

CMV
Co-1P
Crk
CS
Csk

D

Da
DAG
Dbl
DM
DMSO
DNA
dNTP
DOCK180
DPC
DTT

€

E

E. coli
EDTA
EEALI
EF
EGF
EGFP
EGFR
ENTH
Ent
ER
ErbB1
Erk
ERM

190

calf intestine alkaline phosphatase, alkalische Phosphatase aus dem

Kalberdarm

Calcium- und Integrinbindung

cytokine-independent survival kinase, zytokinunabhingige Uberlebens-

kinase

Cytomegalievirus

Co-Immunoprizipitation

v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homologue-Protein
cytoplasmic sequence, cytoplasmatische Sequenz
C-terminale Src-Kinase

Aspartat

Dalton, 1 D = Ig/mol

Diacylglycerol

dichaete beadex lethal-Protein

Dimyristoyl-

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure

Desoxyribonukleotid

dedicator of cytokinesis-Protein
Dodecylphosphocholin

Dithiothreitol

molarer Extinktionskoeffizient

Extinktion; Glutamat

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigséure

early endosome antigen 1-Protein
Elongationsfaktor

epidermal growth factor, epidermaler Wachstumsfaktor
enhanced GFP, verstarktes GFP

EGF-Rezeptor

Epsin-N-Terminus-Homologie

endosome transport-Protein

Endoplasmatisches Retikulum

erythroblastic leukemia viral oncogene homologue-Protein
extrazelluldr-regulierte Kinase

Ezrin, Radixin, Moesin



ANHANG

et al.

EZM

FA
FAK
FAPP1
FERM
FHL?2
FKS
f.l.

FN
FPLC

FYVE

g

G

GAP
GAPDH
GDI
GEF
GFP
GPCR
GPI
GRAM
GROMACS

Grb
GRP-1
GSH
GST
GTP

h

H
HEPES
HPLC

Hrs

et alii, und andere

Extrazelluldre Matrix

Phenylalanin

Formaldehyd

fokale Adhésionskinase
Phosphatidylinositol(4)phosphat-Adapterprotein 1
Bande 4.1-Protein, Ezrin, Radixin, Moesin
four and a half LIM domains 2-Protein
fotales Kélberserum

full length, Volleldnge

Fibronektin

fast protein liquid chromatography, schnelle Proteinfliissigkeits-
chromatographie

Fabl, YOTB, Vacl, EEAI

Erdbeschleunigung

Glycin

GTPase-aktivierendes Protein
Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase
Guaninnukleotiddissoziationsinhibitor

guanine nucleotide exchange factor, Guaninnukleotidaustauschfaktor
griinfluoreszierendes Protein

G protein-coupled receptor, G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Glykosylphosphatidylinositol

Glukosyltransferase, Rab-dhnlicher GTPase-Aktivator, Myotubularine

Groningen machine for chemical simulations, Groningener Maschine
fiir chemische Simulationen

growth factor receptor-bound-Protein

general receptor for phosphoinositides-I-Protein
Glutathion

Glutathion-S-Transferase

Guanosintrisphosphat

Stunde

Histidin

Hydroxyethylpiperazinethansulfonsdure

high performance liquid chromatography, Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie

Hepatozytenwachstumsfaktor-reguliertes Tyrosinkinasesubstrat

191



ANHANG

hSH3 N-terminal helix packed against conserved SH3 scaffold

HSQC heteronuclear single quantum coherence, heteronukledre Einzel-
quantenkohérenz

Hz Hertz

I Isoleucin

1.a. inaktiviert

IB Immunoblot

ICAP1 integrin cytoplasmic domain-associated protein 1

[-Doméne inserierte Doméne

I-EGF integrindhnliche EGF-Doméne

IF Immunfluoreszenz

Ig Immunoglobulin

ILK integrin-linked kinase, integrinverkniipfte Kinase

ILKAP integrin-linked kinase-associated serine/threonine phosphatase, mit
der ILK assoziierte Serin/Threoninphosphatase

IP Immunoprézipitation

IP; Inositoltrisphosphat

IP4 Inositoltetraphosphat

IPTG Isopropylthiogalaktosid

IRD infrared dye, Infrarotfarbstoff

JINK c-Jun N-terminale Kinase

K Kelvin; Lysin

Kan Kanamycin

Kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

Kp™? apparente Dissoziationskonstante

KIV Kollagen IV

A Wellenldnge

1 Liter

L Leucin

LB Luria Broth

LIMBS ligandeninduzierte Metallionenbindungsstelle

LPA Lysophosphatidat

LUV large unilamellar vesicle, grofler unilamellarer Vesikel

Lys-13 ein aus 13 Lysinresten bestehendes Peptid

M Methionin

MAPK mitogenaktivierte Proteinkinase

192



ANHANG

MARCKS
MD

MEK
MEM
MES

MG

Mg
MIDAS

Min
MIRR

MKS
MLV
Mn
MOPS
MTMR3
MWCO
myr

N
NMDA
NMR
NOE
nr. PP

N-Terminus

NTP
N-WASP
OCRL
OD

T

PA
PAGE
Pak
PBS
PBSN
PBS-T

myristoyliertes, alaninreiches PKC-Substrat
Molekiildynamik

MAPK/Erk-Kinase

minimalessenzielles Medium
Morpholinoethansulfonsaure
Molekulargewicht

Magnesium

metal-ion-dependent adhesion site, metallionenabhingige Adhésions-
stelle

Minute

multichain  immune recognition receptor, vielkettiger Immun-
erkennungsrezeptor

multiple Klonierungsstelle

multilamellar vesicle, multilamellarer Vesikel

Mangan

Morpholinopropansulfonsédure

myotubularin related protein 3

molecular weight cut-off, Molekulargewichtsausschlussgrenze
Myristoyl-

Newton; Asparagin

N-Methyl-D-Aspartat

nuclear magnetic resonance, kernmagnetische Resonanz
nukledrer Overhauser-Effekt

nicht-reduzierender Probenpuffer

Aminoterminus

Nukleosidtrisphosphat

neuronales Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein
okulozerebrorenales Syndrom nach Lowe(-Protein)
optische Dichte

Spreitungsdruck (mN/m)

Prolin

Phosphatidat

Polyacrylamidgelelektrophorese

p21-Protein (Cdc42/Rac)-aktivierte Kinase
phosphate-buffered saline, phosphatgepufferte Salzlosung
polybasische Sequenzen

PBS-Tween

193



ANHANG

PC
PCR
PDGF
PDK
Pen/Strep
PFA
Pfu
PGS
pH
PH
Phox
pl

PI
PIC

PI3-K, PI3-Kinase

PI1(3,4,5)P;
PI(4,5)P,
PIPs
PIPES
PIPK

PIX

PK

PL

PLC

PM
PMSF

PO

POD

PP1

PP
Priv.-Doz.
PROPPIN
PS

PSI
PSIPRED
PtdIns

194

Phosphatidylcholin

polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion

platelet-derived growth factor, Blutpliattchenaktivierungsfaktor
phosphoinositide-dependent kinase, phosphoinositidabhidngige Kinase

Penicillin, Streptomycin
Paraformaldehyd
Pyrococcus furiosus

Protein-G-Sepharose

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration

Pleckstrin-Homologie
Phagozyten-NADPH-Oxidasekomplex
isoelektrischer Punkt
Phosphatidylinositol; Phosphoinositid
Proteinaseninhibitorcocktail
Phosphoinositid-3’-Kinase
Phosphatidylinositol(3,4,5)trisphosphat
Phosphatidylinositol(4,5)bisphosphat
Phosphatidylinositolphosphate
Piperazinbisethansulfonsdure
Phosphoinositolphosphatkinase
Pak-interagierender Austauschfaktor
Proteinkinase

Phospholipase

Phospholipase C

Plasmamembran
Phenylmethylsulfonylfluorid
Palmitoyloleoyl-
Meerrettichperoxidase
Proteinphosphatase 1

Probenpuffer

Privatdozent
phosphoinositidbindender p-Propeller
Phosphatidylserin

Plexin, Semaphorin, Integrin

protein structure prediction; Proteinstrukturvorhersage

Phosphatidylinositol



ANHANG

PTB
PTP-1
PTEN
Pyk2
PX
pY

RACK
RAPL

red. PP
RGD
RIAM
RMSD
RNA

RT
RTK
SARA

SDS
SFK
SH
She
SHIP
S(1)P
SNX
Sos
SPR
SUV

TAE
Taq

Proteintyrosinbindung

Proteintyrosinphosphatase- 1

Phosphatase- und Tensin-Homolog deletiert auf Chromosom 10
Proteintyrosinkinase 2

Phox-Homologie

Phosphotyrosin

Glutamin

Arginin

Rezeptor fiir aktivierte PKC

regulator for cell adhesion and polarization enriched in lymphoid
tissues-Protein

reduzierender Probenpuffer

Arginin, Glycin, Aspartat

Rap-interagierendes Adaptermolekiil

root mean square deviation, Abweichung der mittleren Fehlerquadrate
ribonucleic acid, Ribonukleinsiure

revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Rezeptortyrosinkinase

smad anchor for receptor activation-Protein

Sekunde; sense (Strang)

Serin

sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat

Src family kinases, Familie der Src-Kinasen
Src-Homologie

SH2-Doménenprotein C1

SH2-Doménen-enthaltende Inositolphosphatase
Sphingosin(1)phosphat

sorting nexin, sortierendes Nexin

son of sevenless-Protein

surface plasmon resonance, Oberflachenplasmonresonanz
small unilamellar vesicle, kleiner unilamellarer Vesikel
Threonin

molare Elliptizitét

Tris-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus

195



ANHANG

TBS
TBS-T
TCPTP
TCR
TEMED
TFE

™
TMD
TMH

Tris

u.a.
UE
uN

Uuv

Vamp7
VEGF

vgl.
VLA
VMD
VPUA
W
WAVE
WB
WIPI 49
WT

X

Y

z.B.
ZK
zzgl.

196

tris-buffered saline, Tris-gepufferte Salzlosung
TBS-Tween

T-cell proteine-tyrosine phosphatase, T-Zell-Proteintyrosinphosphatase
T-cell receptor, T-Zellrezeptor
Tetramethylethylendiamin

Trifluorethanol

melting temperature, Schmelztemperatur
Transmembran-

Transmembrandoméne

Transmembranhelix
Trishydroxymethylaminomethan

unit, enzymatische Aktivititseinheit

unter anderem

Untereinheit

iiber Nacht

ultraviolett

Volt; Valin

vesikelassoziiertes Membranprotein 7

vascular endothelial growth factor, vaskularendothelialer Wachstums-
faktor

vergleiche

very late antigen, sehr spites Antigen

visual molecular dynamics-Programm
Verhiltnis polarer zu unpolarer Reste
Tryptophan

WASP-Familie, Verprolin-homologes Protein
Western Blot

WD-Wiederholungsdomine, phosphoinositidinteragierendes Protein 49
Wildtyp

beliebige Aminoséure

Tyrosin

zum Beispiel

Zufallsknduelkonformation

zuziiglich



ANHANG

Publikationen

Originalarbeiten
Tang, K., Hofmann, A., Freund, C., Danker, K. The cytoplasmic tail of the alphal integrin

subunit associates with phosphoinositides. eingereicht

Tang, K., Smerling, C., Falasca, M., Hofmann, W., Henklein, P., Hildmann, A., Freund, C.,
Danker, K. The N-terminal PH domain of PLCgammal interacts with the alphal and the
betal subunit to regulate alphalbetal integrin-mediated migration and signalling. in

Vorbereitung

Smerling, C., Tang, K. , Hofmann, W., Danker, K. (2007) Role of the alphal integrin
cytoplasmic tail in the formation of focal complexes, actin organization, and in the control of

cell migration. Exp Cell Res 313(14): 3153-65.

Vortrage
“Studies on al integrin cytosolic peptides”, Seminar Series, Eskitis Institute for Cell and

Molecular Therapies, Griffith University Brisbane, Australien, 03.12.2008

“The cytoplasmic tail of the al integrin subunit binds to PI(4,5)P, and PI(3,4,5)P5”, 13th
Signaltransduction Meeting (STS), Weimar, 28.10.2009

Posterbeitrige
Kerstin Tang, Werner Hofmann, Kerstin Danker: “Induction of MMP secretion by
alpl integrin is constitutive”, Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Zellbiologie,

Braunschweig, 29.03.-01.04.2006

Kerstin Tang, Werner Hofmann, Kerstin Danker: “Truncation of the al integrin cytoplasmic

tail leads to increased MMP-9 secretion that is not dependent on integrin activation”, 10th
Signaltransduction ~Meeting, Weimar, 02.-04.11.2006; FEBS-Meeting “Molecular
mechanisms of signal transduction and cancer”, Spetses, Griechenland, 15.-24.08.2007;

International Conference “Cell invasion and metastasis”, Berlin-Buch, 26.-29.03.2008

Kerstin Tang, Christiane Smerling, Werner Hofmann, Kerstin Danker: “Exploring the

interaction between integrin olfl and phospholipase Cyl”, 11th Signaltransduction

197



ANHANG

Meeting, Weimar, 31.10.-03.11.2007; Biochemical Society Annual Symposium “Structure
and function in cell adhesion”, Manchester, Grof3britannien, 03.-05.12.2007

Kerstin Tang, Werner Hofmann, Christian Freund, Kerstin Danker: “The cytoplasmic tail of
the al integrin subunit binds to phosphoinositides”, Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft

fiir Zellbiologie, Marburg, 12.-15.03.2008

Stipendien
01/2006-12/2007 Promotionsstipendium der Studienstiftung des deutschen Volkes

11/2006 STS-Reisestipendium fiir die Teilnahme am 10th Signaltransduction

Meeting in Weimar

08/2007 FEBS-Reisestipendium fiir die Teilnahme am FEBS-Meeting auf

Spetses, Griechenland

10-12/2008 Reisestipendium der Boehringer Ingelheim Fonds fiir den

Forschungsaufenthalt in Brisbane, Australien

198



ANHANG

Lebenslauf

Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Griinden des Datenschutzes nicht enthalten.

199



ANHANG

Danksagung

Mein besonders herzlicher Dank gilt Frau Priv.-Doz. Dr. Kerstin Danker fiir die motivierende
Betreuung wiéhrend der letzten Jahre, flir das damit verbundene Interesse an meiner Arbeit

und die ansteckende Begeisterung fiir die Integrine.

Frau Prof. Petra Knaus danke ich ganz herzlich fiir die Bereitschaft, diese Arbeit zu begut-

achten und fiir die Organisation der begleitenden Doktorandensymposien.

Diese Arbeit wire ohne die Unterstiitzung der Studienstiftung des deutschen Volkes nicht
moglich gewesen. Dieser danke ich vielmals fiir das in meine Arbeit und meine Person
gesetzte Vertrauen sowie fir die interessanten und weiterbildenden Unternehmungen,
Treffen und Veranstaltungen. In diesem Zusammenhang mochte ich mich auch bei Prof.
Reutter und Frau Kern bedanken, die mich bei den Bewerbungen fiir Doktorandenstipendien
tatkraftig unterstiitzt haben. Daneben gilt mein Dank dem Boehringer Ingelheim Fonds fiir
die Vergabe eines Reisestipendiums, das mir einen unvergesslichen Aufenthalt in Brisbane,

Australien, ermoglicht hat.

Ebenso mochte ich mich bei Herrn Priv.-Doz. Dr. Christian Freund vom Leibniz-Institut fiir
Molekulare Pharmakologie in Berlin-Buch und Herrn Prof. Andreas Hofmann vom Eskitis
Institute for Cell and Molecular Therapies in Brisbane fiir die erfolgreichen Kooperationen
bedanken. Mein besonderer Dank geht dabei an Prof. Hofmann fiir seine engagierte Betreu-
ung wihrend meines Aufenthalts, den wissenschaftlichen Austausch und die Durchfiihrung

der MD-Simulationen.

Herrn Werner Hofmann und Frau Gudrun Mrawietz danke ich fiir ihre zuverldssige,
gewissenhafte Ausfiihrung von zellbiologischen und proteinchemischen Arbeiten. Daneben
gilt mein Dank Frau Dr. Annette Hildmann fiir ihre Unterstlitzung und ihre hilfreichen
Ratschldge. Frau Katrin Biittner vom Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie der
Charité-Universititsmedizin Berlin danke ich fiir die schnell und zuverléssig durchgefiihrten

DNA-Sequenzierungen.

Allen ehemaligen und gegenwdrtigen Mitgliedern meiner Arbeitsgruppe mochte ich von
Herzen fiir die angenehme, stimulierende Arbeitsatmosphire danken. Besonderer Dank geht
an Kaya, Annette, Geo, Josi, Gudrun und Werner fiir den wissenschaftlichen und
nicht-wissenschaftlichen Austausch und fiir die gemeinsam verlebten Aktivititen auBerhalb

des Labors.

200



ANHANG

Sehr zum Dank verpflichtet bin ich ebenso den Mitgliedern der Arbeitsgruppen Freund und
Hofmann, die mich so freundlich und herzlich in ihre Mitte aufgenommen haben und mir
stets hilfsbereit mit Rat und Tat zur Seite standen. Besonderer Dank geht hierbei an Dani,
Katharina und Kyrill fiir die Einfiihrung in die Proteinaufreinigung und fiir die Einweihung in
andere hilfreiche Tricks und Tipps fiir die Laborarbeit. Marc danke ich vielmals fiir die
Einfiihrung in die Liposomen-Co-Sedimentationsversuche. Andreas sei herzlichst gedankt fiir
die Einfiihrung in die NMR-Spektroskopie und die geduldige Unterstiitzung bei der Auf-
nahme und Prozessierung der NMR-Spektren. Anja danke ich fiir die Einweisung in die
Langmuir-Filmwaagenmethodik, und herzlicher Dank geht an Blessy fiir ihren Humor und

die Entdeckung des Garden Centers in Brisbane.

Anschliefend gilt mein herzlichster Dank den Menschen, die mir besonders in den letzten
Monaten mit Geduld und Hilfsbereitschaft zur Seite standen. Ich danke allen voran Dr. Niko
fiir sein Interesse und seine Diskussionsbereitschaft sowie Annette, Kaya, Diana und Jana fiir
ihre Unterstiitzung und fiir gemeinsame Stunden in der Bibliothek. Simon und Claudi mdchte
ich insbesondere fiir ihr Versténdnis, die technische Hilfe und die moralische Unterstiitzung

danken.

Bei meinen Eltern bedanke ich mich dafiir, dass sie mir mein Studium erméglicht haben, und
meiner ganzen Familie mochte ich herzlich fiir ihre Unterstiitzung danken. Besonderer Dank

geht an meine Mutter, fiir ihr Vertrauen in mich und ihre stete Zuversicht und Ermutigung.

201



ANHANG

Eidesstattliche Erklirung

Hiermit versichere an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig verfasst und

keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel verwendet habe.

202



