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Zusammenfassung

Il. Zusammenfassung

Das Phospholipid Phosphatidylinositol-(4,5)-bisgitest  (PI(4,5)B) ist an der Plasmamembran
konzentriert und essentiell fir die Clathrin-vetelie Endozytose. Zellulares PI(4,5)Rird
hauptséchlich durch Phosphatidylinositol-4-Phos{hitnasen Typ | (PIPKI) synthetisiert. Bisher
konnten drei verschiedene Isoformen,-f undy - in Saugetieren identifiziert werden. Von allen
Isoformen ist PIPK vorwiegend im Hirngewebe exprimiert und bekanirte éritische Rolle in dem
Recycling synaptischer Vesikel einzunehmen. Allggdiist der exakte Mechanismus, involviert in die
raumliche und zeitliche Regulation der PI(458ynthese in Bereichen Clathrin-vermittelter
Endozytose, noch immer nicht verstanden. NeuestelBisse deuten an, dass PNRE®0 und
Komponenten der endozytotischen Maschinerie, irsibse der AP-2-Adaptor-Komplex, involviert
sind.

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass PIRKIO0 Uber seine C-terminale Schwanzdomane mit den
beiden AP-2-Doménenf2-Ohr und C-u2, interagiert. Da beide Interaktion@mer ein Peptid
vermittelt werden, das aus dem PIp4B0O-C-Terminus stammt, wurde es fur Kristallisatiansatze
mit beiden AP-2-Domanen eingesetzt. Dieser Anseigte, dass die Interaktion des PIp4B0O
abgeleiteten Peptids YFPTDERSVYSPLH mit der Sandv8abdoméane des AP£2-Ohrs durch
hydrophobe und aromatische Reste vermittelt wirdhnend die Interaktion mit C-pu2 ein Y®x
Motiv involviert. Interessanterweise konnte nachgsen werden, dass die beiden Interaktionstellen
innerhalb der PIPKA+p90 C-terminalen Doméne Uberlappen. Allerdingstdiggen umfassende
Mutationsanalysen eine Involvierung beider Intamaidstellen in die Interaktion der PIRKOO0-
Schwanzdoméne mit AP-2. In Unterstutzung der smmeken und biochemischen Daten konnte
beobachtet werden, dass die aus dem RHPBRO-C-Terminus abgeleiteten Peptide die AP-2/Ciiath
abhangige Aufnahme von Antikdrper-markier{gi-Integrin-Molekilen in nicht-neuronalen Zellen
beeintrachtigen. Der beobachtete Effekt war vomldieiAP-2-Bindungsstellen, AP-2p up@-Ohr,
abhangig. Eine Rolle von PIPKund AP-2 inB1-Integrin-Endozytose konnte ferner durch siRNA-
vermittelteknockdownsinterstutzt werden.

Die AP-2/Clathrin-vermittelte Endozytose des Repqgmoteins SynaptopHluorin in primaren
Neuronen aus dem Hippocampus von Ratten wurde fikmmi durch die Uberexpression
verschiedener dominant-negativ wirkender Mutanteer dPIPKl-p90 C-terminalen Domane
beeintrachtigt. Die Verminderung der Endozytose agyischer Vesikel war abhangig von der
Fahigkeit der C-terminalen PIP¥p90-Doméane mit dem AP2-Ohr und mit C-pu2 zu assoziieren.
Diese Ergebnisse bestétigten die strukturbiologiscdowie biochemischen Analysen und bestarken
weiter eine wichtige physiologische Rolle fir dierplexbildung zwischen AP-2 und PIRKJ90 in

der Endozytose synaptischer Vesikel. Dartber hiugen die Daten an, dass die Interaktion der

PIPKIy-p90-Schwanzdomane mit dem AP-2-Komplex nicht mudie Regulation der AP-2-PIP¥l
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Zusammenfassung

p90-Komplexbildung involviert ist, sondern zuséthlidie Enzymaktivitat von PIPKdp90 beeinflusst.
Es kann ein Modell postuliert werden, dem zufolgdtiple Interaktionen zwischen PIP¥p90 und

AP-2 eine raumlich-zeitlich kontrollierte PI(4,%)Bynthese in Bereichen Clathrin-vermittelter

Endozytose zur Folge haben.



11l Summary

[, Summary

The phospholipid phosphatidylinositol-(4,5)-bispploate (P1(4,5)F) is concentrated at the plasma
membrane and essential for clathrin mediated endsisy The majority of cellular PI(4,5Rs
synthesized by phosphatidylinositol-4-phosphatér@de type | (PIPKI). Three different isoforms,-

B andy - have been identified in mammals so far. Of sdiforms, only PIPK}t is predominantly
expressed in the brain and known to play a critiok# in synaptic vesicle recycling. However, the
exact mechanism involved in spatial and tempomlilegion of PI(4,5)Psynthesis at sites of clathrin
mediated endocytosis still remains elusive. Retiadings indicate that PIPKdp90 and components

of the endocytic machinery, in particular the ABdaptor complex, are involved.

This work shows that PIPKdp90 interacts via its C-terminal domain with twonghins of AP-2,
namelyB2-ear and C-p2. Since both interactions are metliayea peptide found in the PIRKHOO
C-terminus, it was crystallized in complex with ttveo AP-2 domains, respectively. This approach
revealed that the interaction of the PIBO C-terminus derived peptide YFPTDERSVYSPLH with
the sandwich subdomain @2-ear is mediated via hydrophobic and aromaticdtess, whereas the
interaction with C-u2 involves a Y motif. Interestingly, the two interaction sitesthin the
PIPKIy-p90 C-terminal domain have proven to be overlagppindeed, extensive mutational analysis
has confirmed that both interaction sites are iogpéid in the PIPKAp90 tail interaction with AP-2. In
support of the structurally and biochemically dedwdata, PIPKtp90 tail derived peptides have been
observed to affect AP-2/Clathrin-dependent uptakantibody labele@1-Integrin molecules in non-
neuronal cells. The monitored effect was dependeritoth AP-2 binding sites, AP-2u ufdd-ear. A
role of PIPKlY and AP-2 inf31-Integrin endocytosis was further supported byNg\Rmediated
knockdowns.

AP-2/Clathrin mediated endocytosis of the reporpptein SynaptopHluorin in primary rat
hippocampal neurons was significantly impaired by dverexpression of different dominant negative
effective PIPK{-p90 C-terminal domain mutants. The decrease of#ym vesicle endocytosis was
dependent on the PIPKp90 C-terminal domain ability to associate with-2B2-ear and C-u2.
These results confirmed the structural and biocbaimanalysis and further support an important
physiological role for complex formation between -APand PIPKy-p90 in synaptic vesicle
endocytosis.

Furthermore the data suggest that the interacfi®iRKIy-p90 tail domain with the AP-2 complex
may not only be involved in the regulation of ARERKIy-p90 complex formation, but in addition,
influences the enzyme activity of PIRK90. A model can be postulated according to whicitiple
interactions between PIP¥p90 and AP-2 lead to spatio-temporally controfd@,5)R synthesis at

sites of clathrin mediated endocytosis.






Einleitung

1 Einleitung

Die Zelle ist die kleinste, eigenstéandige EinhdigraLebewesen. Das Innere einer Zelle grenzt sich
durch eine Lipiddoppelschicht von ihrer auf3eren Ebung ab und erlaubt den Aufbau von
lonengradienten, die fur die Erregbarkeit der Zalled ihre Funktion notwendig sind. In der
Plasmamembran ist eine umfassende Anzahl von wghtedlichen Membranproteinen fur die
Nahrstoffaufnahme, Erkennung und Signaltransduktiorfinden, die in ihrer Komposition niemals
gleich bleiben, sondern einer standigen Umgestgltals Reaktion auf intra- und extrazellulare
Signale unterliegen. Wie und wann aus der Zellmemf@ransmembranproteine entfernt werden, ist
entscheidend flr unzahlige zellulare Prozesseyalie Nahrstoffaufnahme, Uber Zellteilung bis zur
koordinierten Zellbewegung reichen. Auch das Ze#ire ist durch weitere ein- oder doppelschichtige
Membranen in unterschiedliche Reaktionsrdume wioEomen, Lysosomen oder den Golgi-Apparat
unterteilt (siehe Abb. 1.1).

Endozytose

Exozytose

Membranproteine (z.B. Insulinrezeptor)

© Losliche Proteine (z.B Insulin)

Abb. 1.1 Membrantransportwege in der Zelle

Die eukaryotische Zelle ist durch eine Lipiddopphkisht von ihrer &uferen Umgebung abgegrenzt. Ddie
Kompartimentierung des Zellinneren ergeben sich emgohiedliche Reaktionsréne wie Endosome
Endoplasmatisches Retikulum, Lysosomen und G#éfiparat. Der Transport von Membranen
Membranproteinen kann sekretorisch vom Endoplasetein Retikulum zur Zelloberflache oder endozytbtigor
der Plasmamembran zum endosomalen-lysosomalenn$ystelgen. Die Abbildung wurde aus Maritzeh al,
2009 entnommen.

Die verschiedenen intrazellularen Reaktionsraumieracheiden sich in ihrer Morphologie sowie
Lipid- und Proteinkomposition (Behnia & Munro, 2Q0®urch den Austausch von Membranen und
luminalen Frachtmolekilen besteht zwischen den @igen ein dynamisches Equillibrium. Der
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Transport von Membranenlipiden und -proteinen ihallr einer Zelle erfolgt durch Vesikel. Es wird
generell zwischen dem sekretorischen Transport \Emdoplasmatischen Retikulum (ER) zur
Zelloberflache, sowie dem endozytotischen Transpplasmamembranstédndiger Rezeptoren,
Nahrstoffe und Signalmolekile zum Recycling oden ZAbbau im endosomalen-lysosomalen System
unterschieden (siehe Abb. 1.1).

1.1 Endozytose — Wege in die Zelle

Die Vielfalt der zu internalisierenden Transmemiprateine ist hoch, wodurch sich eine Vielzahl
verschiedener Aufnahmemechanismen in Abhéangigkait Zelltyp ergibt Jedem endozytotischen
Vorgang, der die Aufnahme von spezifischen Molekiile die Zelle beinhaltet, geht eine Selektion
der Zielmolekile an der Zelloberflache voraus. bar Vesikelbildung notwendigen Krimmung der
Plasmamembran folgt im weiteren Reifungsprozesadgehnirung eines Vesikels und der Transport
der Frachtproteine zur Zielorganelle (vergleichéo Ah2).

Die verschiedenen endozytotischen Mechanismen @llbkrei Doherty & McMahon, 2009; Mayor
& Pagano, 2007) variieren nicht nur in den Fraattginen, die sie transportieren, sondern lassén sic
in ihrer Abhangigkeit von dem Hiillprotein Clathsowie der groRen GTPase Dynamin voneinander
unterscheiden. Phagozytose und MakropinozytoseGiaithrin- und Dynamin-unabhéngig und heben
sich von allen anderen Internalisierungsmechanisabeimsofern relativ grol3e Membranbereichd (
pm Durchmesser) fir die Internalisierung in Ansprgenommen werden.

Die Clathrin-vermittelte Endozytose findet kondifituin allen Saugetierzellen statt und ermdglicht
den Transport einer Vielzahl von Rezeptoren, wim Reispiel Transferrin- und EGF- (Epidermis-
Wachstumsfaktor) Rezeptoren Uber Sortiermotive eénslosomale System. Die Erkennung und
Rekrutierung von Frachtproteinen an der Plasmamamiuird durch das Adaptorprotein-2 (AP-2)
vermittelt (Brodsky, 2001; Schmid, 1997). Der Tnamd von Frachtproteinen durch Clathrin-
vermittelte Endozytose nimmt eine Schlisselrollevémschiedenen zelluldren Prozessen ein. Zum
Beispiel wahrend der intrazellularen Kommunikatiatie der Gewebe- und Organentwicklung
zugrunde liegt (Di Fiore & De Camilli, 2001; Setb al, 2002), bei der Aufrechterhaltung der Zell-
und Serumhomeostase, sowie wahrend der Regenesgtiaptischer Vesikel nach der Ausschiittung
von Neurotransmittern (Cremona & De Camilli, 1994lli & Haucke, 2001; 2004; Slepnev & De
Camilli, 2000). Eine Beschreibung der verschiedeRbeasen der Clathrin-vermittelten Endozytose

folgt in Abschnitt 1.2 und der Komponenten untesétmitt 1.3.

Endozytose kann auch in Abhangigkeit von dem Saompkdtein Caveolin und Membran-
Mikrodomanen, die reich an Cholesterol und Sphiipigién sind, stattfinden (Parton & Simons,
2007).
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Abb. 1.2 Wege in die Zelle

Mechanismen, die die Aufnahme von Frachtmolekilerder Plasmamembran vermitteln, werden nach ihrer
Abhéngigkeit von dem Hullprotein Clathrin und deffPase Dynamin unterschieden. Makropinozytose
Phagozytose sind Clathrin- und Dynamimabhéngig und unterscheiden sich von anc
Internalisierungsmechanismen durch die Invaginagos3er Membranbeiehe (> 1 pm Durchmesser). [
bisher am besten verstandene Internalisierungsagrga die Clathrin- und Dynamiabhangige Endozyto:
Neben diesem Aufnahmemechanismus gibt es aber Gagkolir-vermittelte Endozytose, ein Prozess,
Clathrin-unabhéangi, aber auf die katalytische Aktivitait der GTPaseyn@min angewiesen i
Membranmikrodomanewermittelte Endozytose kann auch unabhangig vone@av stattfinden. Dies
Prozesse kdnnen unter anderem in ihrer Abhangigkeitkleinen GTPasen unterschiedearden und sir
abhangig vom Zelltyp. Abbildung (modifiziert) wurdes Mayor & Pagano, 2007 entnommen.

Caveolae reprasentieren einen Clathrin-unabhangigeraber Dynamin-abhangigen
Internalisierungsprozess und unterscheiden sich vamderen Mikrodomanen-vermittelten
Endozytoseprozessen im Wesentlichen durch zwei speZum einen durch ihre einzigartige
Morphologie - Caveolae sind 60-80 nm grolRe flasfirerige Einstllpungen der Plasmamembran,
die reich an Sphingolipiden und Cholesterol sindimZanderen durch die Anwesenheit von
Mitgliedern der Caveolin (Cav)-Proteinfamilie, dizholesterol binden. Caveolae sind vor allem in
glatten Muskelzellen, Fibroblasten, Adipozyten undendothelzellen zu finden und internalisieren
verschiedene Frachtproteine ig-Integrine, Alboumin oder auch Pathogene (Partddii®ons, 2007;
Doherty & McMahon, 2009). In Saugetieren konnteshbr drei Caveolin-Isoproteine identifiziert
werden. Caveolin-3 ist muskelspezifisch, wahrende@Ghln-2 und Caveolin-1 in Nicht-Muskelzellen
mit Ausnahme von Leukozyten und Neuronen verbregigid. Zellen, die Caveolin-1 nicht
exprimieren (oder Caveolin-3 in Muskelzellen) fehlenorphologisch eindeutige Caveolae. Die
Inaktivierung des Caveolin-1-Genes in Mausen hat a#lstandigen Verlust von Caveolae von der
Plasmamembran der Epithelzellen zur Folge, dochtsdestotrotz sind die Mause lebensfahig.
Caveolin-2 allein kann keine Caveolae induzieremaftDet al, 2001). Die Internalisierung von

Caveolae ist mit;, ~ 20 min langsamer als Clathrin-vermittelte Endogg.
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1.2 Clathrin-vermittelte Endozytose
Das Hullprotein Clathrin, das der Clathrin-vernitde Endozytose zum Namen verholfen hat, wurde

Mitte der 70er Jahre des 20sten Jahrhunderts datdgarbara Pearse gelang es als erste Clathrin-
umhillte Vesikel aus Schweinehirn mittels Dichtetigatenzentrifugation zu isolieren. Pearse
bezeichnete das Protein, aus dem die Hulle deeitm Vesikel hauptsachlich bestand, als Clathrin
mit dem Verweis auf seine kafigahnliche Struktuegie, 1975; 1976).

Clathrin-umhillte Vesikel vermitteln nicht nur demndozytotischen Transport von der
Plasmamembran zum endosomalen System der Zelledesonsind auch in intrazellulare
Transportvorgéange involviert (Young, 2007). Intdddér gibt es noch weitere Hullproteine. Dazu
zahlen COPI und CORPII, die den antero- und retabgmal ransport von Vesikeln zwischen dem ER
und dem Golgi-Komplex vermitteln (Béthumt al, 2006; Kirchhausen, 2000; McMahon & Milles
2004). Der heteropentamere Retromer-Komplex veefhittden retrograden Transport von

Transmembranproteinen von Endosomen zwens-Golgi-Netzwerk (Bonifacino & Hurley, 2008;

Coallins, 2008).
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Abb. 1.3Phasen der Clathrin-vermittelten Endozytose

Die Bildung eines Clathrin-umhiillten Vesikels anr dBlasmamembran kann in verschiedene Pt
unterschieden werden: Konzentrierung der Fractgpretund Initierung des Proteinmantels, Wolbung
Membran und Reifung des Proteinmantels, Abschnurdeg Vesikels von der Dondfembran und di
Entfernung des Proteinmantels. Die Abbildung (madift) wurde aus Slepnev & De Camilli, 2000 entmoem.

Clathrin-umhullte Vesikel entstehen durch die kaaette Anlagerung von Clathrin auf der inneren
Seite der Plasmamembran. Clathrin selbst bindétt o Membrankomponenten. Die Rekrutierung
und Polymerisierung der auf3eren Clathrinschichdvdurch Adaptorproteine unterstitzt, welche
simultan an Clathrin, Membranlipide und Frachtpragebinden, schematisch dargestellt in Abbildung
1.3 (Ehrlich et al, 2004; Owenet al, 2004; Ungewickell & Hinrichsen, 2007). Der Prsgeder

Vesikelbildung kann in mehrere Phasen unterschieadgden: Konzentrierung der Frachtproteine und
Initierung des Proteinmantels, Reifung des Proteintels und die Wolbung der Membran,
Abschnirung des Vesikels von der Donor-Membran wie Entfernung des Proteinmantels
(vergleiche Abb. 1.3). Die Bildung eines Vesiked$zs die zeitlich und raumlich regulierte Interakii

unterschiedlichster Proteine voraus. Proteine,irdidiesem Proteinnetzwerk zusammenwirken, sind
das Hullprotein Clathrin, die Adaptorproteine sowene sich standig erweiternde Gruppe

akzessorischer Proteine und werden im folgenderhiiit naher vorgestellit.
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1.3 Komponenten der Clathrin-vermittelten Endozytos e
Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist ein kommeX organg, an dessen stringenter Kontrolle neben

Lipiden, insbesondere Phosphatidylinositol-(4,%pbiosphat (PI(4,5)P und eine Vielzahl von
Proteinen beteiligt sind. Im Folgenden soll einZairUberblick tiber wichtige Proteinkomponenten

der Clathrin-vermittelten Endozytose gegeben werden

1.3.1 Clathrin
Clathrin-umhiillte Vesikel vermitteln nicht nur demndozytotischen Transport von der

Plasmamembran zum endosomalen System der Zellehé-l@lathrinhillen kdnnen auch an frihen
Endosomen gefunden werden (Raibetgal, 2002) und sind in Transportvorgdnge zwischen dem
trans-Golgi-Netzwerk und Endosomen involviert (Edelieg al, 2006b). Die Clathrinhille eines
Vesikels besteht aus einer dreidimensionalen Anorgrvon Triskelien, welche die Grundeinheit der
polygonalen Vesikelhille bilden. Ein Triskelion Aesich aus drei schweren Ketten (CHathrin
heavy chaipund drei leichten Ketten (CLEJathrin light chair) zusammen (siehe Abb. 1.4A).

Die ca. 190 kDa schwere Clathrinkette I&sst sicfiini funktional verschiedene Bereiche unterteilen
(siehe Abb. 1.4A): Eine N-terminale globulare Domaain flexibler Linkerbereich, ein distales und
ein proximales Segment sowie eine C-terminalen @uigierungsdoméane (Greeret al., 2000;
Schmid, 1997). Die Zusammenlagerung der ClathriekKEfien ist ein energetisch ginstiger Prozess,
der unter geeigneten Pufferbedingungen auch spdntasitro in Abwesenheit von Hiullproteinen
ablaufen kann. Die zentrale Verbindungsstelle eirreskelions besteht aus den zusammengelagerten
C-terminalen Segmenten dreier schwerer Clathrirtdfegvergleiche Abb. 1.4A). Sowohl der distale
als auch der proximale Bereich der schweren Clathtte tragen zu intramolekularen Kontakten bei,
die notwendig sind, um eine geschlossene Korbsirukti erhalten. Der proximale Kettenbereich
enthalt die Bindungsstelle fur die leichte Clatkatie (25-29 kDa), die in zwei Isoformen (LCa und
LCb) existiert. Uber die Funktion der leichten @latketten herrschte lange Ungewissheit. Es konnte
jedoch beobachtet werden, dass die leichten Ctditen mit dem Huntingtin-interagierenden
Protein 1 (HIP1) und dem HIP1-verwandten ProteiiP@R), beides Komponenten der Proteinhiille
von Clathrin-umhillten Strukturen, interagieren €¢8h& Brodsky, 2005; Legendre-Guillemat al,
2005). Kirzlich durchgefuhrtenockdowrVersuche zeigten, dass die leichten Clathrinkefiefluss

auf Clathrin-vermittelte Transportvorgdngen zwisthiemtrans-Golgi Netzwerk und Endosomen
nehmen. Der Clathrin-vermittelte Transport an déas®amembran wurde durch die siRNA-
vermittelte Reduktion der leichten Clathrinkettécht beeintrachtigt (Poupaat al, 2008).
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Abb. 1.4 Clathrin

(A) Elektronenmikroskopische Rekonstruktion eines Ciatfiriskelions, bestehend aus drei schaveKettel
(blau) und drei leichten Ketten (gelb). Die schw€tathrinkette Iasst sich in fiinf Bereiche untdetej die sicl
in Struktur und Funktion unterscheiden: eingekininale globulare Doméne (1), ein flexibler Linkereich (2)
ein distales (3) und ein proximales Segment (4)isoeiner C-terminalen Trimerisierungsdomane (B)
Elektronenmikroskopische Rekonstruktion eines Cilakifigs (blau) ohne leichte Ketten. Die Positidreiel
schwerer Clathrinketten ist farblich hervorgehobBie terminalen Doménen ragen in den Kéfig hiné®)
Clathrinkafig (blau) mit gelb hervorgehobenen l¢gch Clathrinketten. Die Abbildungen wurden aus freti
al., 2004 entnommen und teilweise modifiziert.

Da Clathrin selbst nicht an Membranen bindet, vdre Hilfe von Adaptorproteinen benétigt. Die
globulare N-terminale Doméane der schweren Clatletiek die auch alg-Propeller bezeichnet wird,
interagiert durch die Erkennung verschiedener @latindungsmotive mit zahlreichen Komponenten
der Proteinhille. Die Clathrin-Box mit der KonsessSequenz ©x®[DE] ist als erstes
Clathrinbindungsmotiv beschrieben worden (Dell’Alicge et al, 1998; ter Haaret al, 2000).
Clathrin-Box-Motive kdnnen zum Beispiel in d&2-Untereinheit des AP-2-Komplexes und in AP180
gefunden werden (Morgaet al, 2000). Weiterhin konnte die W-Box mit der Konses-rSequenz
PWxxW von Amphiphysin und SNX9 (Mielet al, 2004) als weiteres Clathrinbindungsmotiv
identifiziert werden. DieB-Propeller-Doméane ragt zu diesem Zweck weit in dastrum eines
Clathrinkafigs hinein (vergleiche Abb. 1.4B und @ie leichten Ketten hingegen liegen an der
AulRenseite des Kafigs (siehe Ab. 1.4C). Interaldionwerden nicht ausschlie3lich Uber dén
Propeller vermittelt; es konnte gezeigt werden,sddsr Linkerbereich zwischef-Propeller und

distaler Doméane ebenfalls Adaptorproteine erkelinti€hlet al, 2006).

1.3.2 Adaptorproteine
Adaptorproteine verbinden die Clathrinhille mit exirkKomponente der Membran, die aus einem

Phospholipid und/oder einem Transmembranproteinebes kann. Bisher konnten mehr als 20
verschiedene Clathrin-Adaptorproteine, die an Tpartsorgange von der Plasmamembran zum
endosomalen System oder in Sortiervorgdnge am @dkyi endosomalen Membranen Anteil nehmen,
identifiziert werden (Maldonado-Baez & WendlandP&0Owenet al, 2004; Traub, 2003, 2005). In
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diesem Abschnitt wird jedoch nur auf Adaptorprogeidie in Clathrin-vermittelte Endozytose an der
Plasmamembran involviert sind, eingegangen.

Nach Traub und Mitarbeiter (2005) kdnnen die Adgpioieine in heterotertramere Adaptorkomplexe
(AP-Komplexe) unctlathrin-associated sorting proteinso genannte CLASPs, unterschieden werden.
Die heterotetrameren Adaptorkomplexe erkennen amsportierende Frachtproteine Utber kurze
Peptidmotive (siehe Abschnitt 1.3.2.2 bis eins@idh Abschnitt 1.3.2.5): Die heterogene Familie
der CLASPs wird nach den zu transportierenden Fpaateinen in verschiedene Subfamilien
unterschieden (vergleiche Abschnitt 1.3.3) (Oweal, 2004).

Allen Adaptorproteinen ist ein &hnlicher Aufbau agiger oder mehreren kompakten, gefalteten
Doménen, die durch flexible, unstrukturierte Belneiwerbunden sind, gemeinsam. Uber die Doménen
werden Interaktionen mit weiteren Proteinen oder midein-Phospholipiden vermittelt. Die
unstrukturierten flexiblen Bereiche enthalten ofttMe, die eine Wechselwirkung mit Clathrin, AP-2
und/oder weiteren Komponenten der Proteinhilleubda (Kalthoffet al, 2002; Oweret al, 2004).
Eine Stabilisierung der Adaptorproteine an der malEamembran erfolgt durch ihre Interaktion mit
akzessorischen Proteinen. Um eine rasche Zusamgeenfey sowie ein ebenso schnelles Lésen von
Proteinkomplexen zu gewahrleisten, missen die dktiemen der einzelnen Interaktionspartner
dynamisch und reversibel sein. Eine moderate bisdemaffine Bindungsstarke wird durch
Interaktionen Uber kurze Peptidmotive (siehe AbithHh3.2.5) und Bindungsaffinitaten im pM-
Bereich erreicht (Oweat al., 2004, Traub, 2009).

1.3.2.1 Die Familie der Adaptorprotein-Komplexe
Der Adaptorkomplex-2 ist neben Clathrin das hawéidgaotein Clathrin-umhdillter Vesikel, welche die

Plasmamembran als Ursprungsort haben. Der AP-2-konyehort zu einer Familie heterotetramerer
Adaptorkomplexe, von denen in Saugetieren viertiexen. Die verwandten Adaptorkomplexe 1, 3
und 4 sind an Endosomen und &mans-Golgi-Netzwerk lokalisiert (Pedeet al, 2004; Robinson &
Bonifacino, 2001).

Den vier heterotetrameren Adaptorkomplexen ist @mdiche Struktur gemeinsam, die an einen Kopf
mit Ohren zu erinnern vermag (Robinson & Bonifaci2®01) und durch AP-2 reprdsentativ in
Abbildung 1.5 dargestellt wird. Alle vier AP-Kompie bestehen aus vier Untereinheiten (UE) — zwei
grof3en von 100-130 kDax (undB2in AP-2), einer mittleren mit ca. 50 kDa (u1-4 ifPA-4) und
einer ca. 17 kDa kleinen UntereinheitLl{4 in AP-1-4). Diea-Untereinheit des AP-2-Komplexes ist
homolog zu dery-, & unde&- Untereinheiten in AP-1, AP-3 und AP-4 und di2-Untereinheit ist
homolog zu31, 33 undp4 in AP-1, AP-3 und AP-4.
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o-Untereinheit
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Abb. 1.5 Der AP-2-Komplex

AP-2 ist ein heterotetramerer Komplex, der aus zyvefien, @, 32), einer mittleren (u2) und einer kleineg) (
Untereinheit besteht. Flexible, unstrukturierte Karbereiche verbinden den Rumpf des Komplexes e

Ohr-Domanen. Die- undp2-Ohr-Doméanen des APRemlexes sind funktional analog und verfiigen jeg

Uber zwei separate Kontaktflaichen, die der Anreiohg akzessorischer Proteine dienen. Die StruléuiGhr-
Domaéanen und des AP-2-Rumpfs wurde réntgenkristediplgisch geldstdie flexiblen Linkerbereiche hingec

sind Modelldarstellungen. Die Abbildung (modifiziewurde aus Oweat al, 2004 enthommen.

Die grof3en Untereinheiten Undp2in AP-2) kdnnen weiter in einen Rumpf mit 70-75 kirad einer
kleinen, anhangenden Doméane von ca. 30 kDa, welabk als Ohr oder Appendix bezeichnet wird,
unterschieden werden. Die genannten Subuntereamheind durch flexible, Proteolyse-sensitive
Linkerbereiche miteinander verbunden (Kirchhaug®89). Im Fall von AP-1 und AP-2, teilen die

M- und o- Untereinheiten einen relativ hohen Homologie-Anten ca. 40-85 % Sequenzidentitat, im

Gegensatz za undy mit einer ca. 25 %igen Sequenzidentitat (Edeéihgl, 2006Db).
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1.3.2.2 Erkennung klassischer Sortiermotive durch A P-2u
Die Aufnahme von Frachtproteinen der Plasmamembtanh Clathrin-umhiullte Vesikel kann mit

Hilfe von Sortiermotiven erfolgen. AP-2u wurde asste Untereinheit des Adaptorkomplexes-2
identifiziert, Frachtproteine zu erkennen (Oheibal, 1995) und kann in eine N- sowie eine C-
terminale Subdoméane unterteilt werden, die durnkreflexiblen, unstrukturierten Linker miteinander
verbunden sind (Collinst al, 2002).

Abb. 1.6 Die Bindung von YxxpP-Motiven an p2

Bindung eines Yxsb-Motivs an AP-2u.(A) VergroRerung der Y®indungstasche. Dargestellt sind

molekularen Details der Aminosaurereste, die an Biedung des YO-Restes eines YixPeptids (grir
beteiligt sind. Der Charakter der YO-Bindungstaseivel durch die Aminosauren F174, D1%§421 und R42
der p2-Untereinheit bestimm{B) VergroRerte Darstellung de®-Bindungstasche und Darstellung

molekularen Details der an der Bindungstasche liggégi Aminosauren L173, L175, L404 und W421.
Abbildung (modifiziert) wurde aus Owaegt al, 2004 entnommen.

Aus Mutations- und kombinatorischen Analysen warhosc vor der ersten erfolgreichen
Kokristallisation der Subdoméne C-p2 mit YdPeptiden aus dem EGF-Rezeptor und deans
Golgi Netzwerkprotein TGN38 (Owen & Evans, 1998kdment, dass der zentrale Tyrosinrest der
Yxx®-Motive essentiell fur die Bindung an p2 ist undchti durch das strukturell ahnliche
Phenylalanin oder Phosphotyrosinreste ersetzt wuekdan. An der Stelle deB-Restes wird Leucin
bevorzugt, doch auch Isoleucin, Phenylalanin undhiain werden toleriert (Bokt al, 1996; Ohno

et al, 1995, 1998; Owen & Evans, 1998).

Die molekularen Charakteristika der Bindung von ®xBasismotiven an die p2-Oberflache konnten
Owen und Evans 1998 aufdecken. Die Studie zeigts die Bindung von Yx®-Sortiermotiven tber
einen Oberflachenbereich der C-u2-Domane erfolgtatinlich einer Banane geformt ist. Die ¥ixx
Bindungsoberflache weist je eine Bindungstascheléirzentralen Tyrosin (YO-Bindungstasche)- und
den®-Rest (P-Bindungstasche) des YsbcSortiermotivs auf (vergleiche Abb. 1.6 und Abb7)1Der
hydrophobe Ring des zentralen Tyrosinrestes igtyidrophobe Wechselwirkungen mit F174 und

W421 der p2-Untereinheit involviert, sowie in Pi-tfeelwirkungen mit der Guanidinium-Gruppe
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von R423. Zusatzlich bildet die phenolische Hydigryppe des Tyrosinrestes mit D176 der p2-
Untereinheit Wasserstoffbriickenbindungen aus (stdiie 1.6A).

A B

= r

Y0-Bindungstasche i :

—_—

Y-2- oder Y-3-
Bindungstasche

®-Bindungs-
{' tasche

=

F
¥

Abb. 1.7 Erkennung von Yxx®-Motiven durch AP-2u

Die Bindung eines Yx®-Motivs an AP-2u kann Uber einetwo-pin-plug oder einenthree-pin-plug
Mechanismus erfolgerfA) VergroRerte Darstellung der p2-Untereinheit von 28@nagenta) mit gebunden
YQRL-Sortiersignal desransGolgi Netzwerkproteins TGN38. Die beiden zentrabminosaurereste Y3!
und L353 (Kreis) lokalisieren jeweils in eine Bimdystasche (YO- undP-Bindungstasche) auf der p2-
Oberflache. Das Peptid interagiert Uber eingvo-pin-plugMechanismus mit AP-2u(B) VergroRert
Darstellung der p2-Untereinheit von AP-2 (magentd) gebundenem YGYECL-Sortiersignal aus der
Untereinheit des GABARezeptors. Dieses Peptid hat Gber einen zuséatriéteptidkontakt an Position 2 -
(Kreis) mit der u2-Oberflache Kontakt und lokalisig einer Bindungstasche (Y-2- oder YB#dungstasche
die auch durch Peptidkontakte anderer Frachtpmtaie LxxYxxd-Motiv von P-Selectin beansprucwerdel
kann. Involviert die Interaktion Giber ein YéxMotiv einen zusétzlichen proximalen Peptidkontaktwird vor
einemthree-pin-plugMechanismus gesprochen. Die Abbildungen (modifigiammen aus Traub, 2009.

Diese Charakteristika der YO0-Bindungstasche offesipa warum ein Phenylalanin oder ein
Phosphotyrosin den zentralen Tyrosinrest nur unzueed ersetzen kénnen. Phenylalanin kann keine
Wasserstoffbriickenbindungen mit D176 der u2-Untéaeit etablieren und ein Phosphotyrosin ist zu
grof3, um in die Bindungstasche zu passen und wiirdem durch D176 elektrostatisch abgestol3en.
Die wichtigsten Aminoséuren depP-Bindungstasche auf der p2-Oberflache sind L1735Lund
L404 (vergleiche Abb. 1.6B). Diese Aminosaureresiad hydrophob und flexibel, wodurch
unterschiedliche Aminoséduren mit hydrophoben Skégan in dieser Position toleriert werden
(Owen & Evans, 1998). Erfolgt die Interaktion (bein Yxx®-Basismotiv, wie es in der
zytoplasmatischen Doméane des Transferrin-RezeplessEGF-Rezeptors oder von TGN38 existiert,
so wird von einemwo-pin-plugMechanismus gesprochen (vergleiche Abb. 1.6 und. AbBA)
(Owen & Evans, 1998). Mutationen der AminosaurereBX1l76A/W412A oder F174A/D176A
inhibieren die Aufnahme von Transferrin-Rezeptodeinch Clathrin-vermittelte Endozytose (Moltey
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et al, 2006; Nesterowet al, 1999) und bestéatigen die Bedeutung der p2-Amimesé die an der
Wechselwirkung mit Yx-Peptiden beteiligt sind.

Die Interaktion mit C-u2 toleriert jedoch auch &mveiterung des Yx®-Basismotivs um zusatzliche
Aminosauren. Das Sortiermotiv Yxx& des ATP-Rezeptor P2X4 ist distal um einen Glyahre
erweitert, erkennt jedoch analog zu ¥Basismotiven die YO- und di®-Bindungstasche auf der
pn2-Oberflache und bindet somit ebenfalls Uber etnenpin-plugMechanismus (Roylet al, 2005).
Das YxxP-Basismotiv von P-Selectin, ein Adhasionsprotast, ebenfalls um einen zuséatzlichen
Peptidkontakt erweitert. Dieser Peptidkontakt, leiuicin, befindet sich im Gegensatz zum YxXxG
Motiv des ATP-Rezeptor P2X4 im proximalen BereidlxxYxx®). Das Leucin als zusatzlicher
Peptidkontakt lokalisiert in einer Bindungstasckg-(oder Y3-Bindungstasche, vergleiche Abb. 1.7B)
auf der u2-Oberflache. Die Bindung von P-Selectirdee p2-Oberflache wird Uber eindmwee-pin-
plug-Mechanismus vermittelt (Oweet al, 2001). Diey-Untereinheit des GABARezeptors bindet
ebenfalls Uber einethree-pin-plugMechanismus an AP-2|1. Das 365YGYECL-Motiv bindetlag

zu dem LxxYxxP-Motiv von P-Selectin an die C-u2-Oberflache (Kiteet al, 2008). Tyrosin-365 als
zusatzlicher Peptidkontakt des Y®sotivs dery-Untereinheit des GABARezeptors lokalisiert in
der gleichen Bindungstasche wie das Leucin des |€ti#eBindungsmotivs (siehe Abb. 1.7B).
Bindungsstudien mit YGYECL-Peptiden, die an demtmden und dem zusatzlichen Tyrosinrest
phosphoryliert waren, zeigten, dass trotz eineditzlishen Peptidkontaktes der Tyrosinrest des
Yxx®-Motivs, der in die YO-Bindungstasche lokalisiertn zentraler Bedeutung fur die Interaktion
mit der pu2-Oberflache ist (Kittlet al, 2008).

1.3.2.3 Erkennung atypischer Sortiermotive durch AP -2u
Die Interaktion mit AP-2u Uber die Ysxbindende Oberflache kann nicht nur durch klassisch

Yxx®-Sortiermotive erfolgen, sondern auch Uber atymsdhotive wie das WxxL-Motiv des
neonatalen Fc-Rezeptors, in dem die Position desraten Tyrosinrestes durch ein Tryptophan
eingenommen wird (Werniost al, 2005).

Weiterhin ist es mdglich, dass Frachtproteine awutdibhangig von der YxInteraktionsflache mit
C-u2 interagieren kdnnen. So vermitteln atypistiasjsche AP-2u-Erkennungsmotive, wie sie in den
AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsaufg¢zeptor-Untereinheiten GluR2 und
3, denf3- und y2-Untereinheiten des GABA (y-Aminobuttersaure, Typ A)-Rezeptors uds-
Arenozeptoren zu finden sind, eine Interaktion A#t2u (Divianiet al, 2003; Kastninget al, 2007;
Kittler et al, 2005). Auch Synaptotagmin | kann mit Hilfe eihgsin-reichen Aminosauresequenz in
der zytoplasmatischen C2B-Doméne mit AP-2u interagi. Dieses basische AP-2u-
Erkennungsmotiv ist auch in anderen Mitgliedern $gmaptotagmin-Familie konserviert (Chapnedn

al., 1998; Grasst al, 2004; Hauckeet al, 2000). In diesem Kontext ist interessant, dass di
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Interaktion von AP-2 mit Synaptotagmin 1 durch dhieitige Bindung von Y»®-haltigen Peptiden
verstarkt werden kann (Haucke & De Camilli, 1998uigkeet al, 2000).

1.3.2.4 Dileucin-Sortiersignale
Das saure Dileucin-Signal mit der Konsensusseq(ieBIxxxL[LIM] ist ein weiteres konstitutives

Sortiermotiv von Frachtproteinen, das von AP-2 eritaverden kann. Das [DE]xxxL[LIM]-Signal ist
strukturell verschieden zu YsxMotiven und konkurriert daher nicht mit Ysbxhaltigen
Frachtproteinen um den Eintritt in Clathrin-umheéillstrukturen (Mark®t al, 1996). Urspriunglich
wurde angenommen, dass die Interaktion mit Dilelitiven die 2- oder p2-Untereinheit
involvieren. Kirzlich konnte jedoch gezeigt werdeiass sich die Interaktionsflache fur Dileucin-
Motive auf der o-Untereinheit des AP-2-Komplexes nahe zur PIl(4/BiRdungsstelle der-
Untereinheit befindet (Doragt al, 2007; Kellyet al, 2008). [DE]xxXL[LIM]-Sequenzen interagieren
ahnlich zu den Yxsb-Motiven Uber einen gestreckten Bereich. Die Kotilaghe ist jedoch in der
basalen AP-2-Konformation nicht frei zugéangliche®indungstaschen fir die beiden Leucinreste
werden durch Bereiche drUntereinheit verdeckt (Kellgt al, 2008) und durch Phosphorylierung
von Y6 derB-Untereinheit reguliert (Huangt al, 2003). Obwohl die Erkennung von Dileucin-
Signalen mit einer Veranderung der AP-2-Rumpf-Komfation in Verbindung steht, kann die p2-
Doméne in der geschlossenen Konformation verbleibgahrend ein [DE]xxxL[LIM]-Peptid
gebunden werden kann (Kelgt al, 2008). CD4, ein Glykoprotein der ZelloberflachenvT-Zellen,
interagiert Uber ein SQIKRLL-Motiv mit AP-2. Die teraktion von CD4 mit AP-2 wird durch die
Phosphorylierung des Serinrestes des SQIKRLL-Mategailiert (Pitcheet al, 1999). Nef, ein HIV-
1-Protein, das zur Entfernung von CD4 von der Péameembran beitragt, interagiert ebenfalls Uber ein
kanonisches ExxxLL-Dileucin-Signal mit AP-2 (Craigal., 1998).

1.3.2.5 Die AP-2 Ohr-Domaénen
Die funktional analogew- und2-Ohr-Domé&nen des AP-2-Komlexes bestehen jewessemer N-

terminalen Immunoglobulin-ahnlichen Sandwich-Subépe) die starr mit einer C-terminalen
Plattform-Domane verbunden ist (Owetal, 2004; Schmid & McMahon, 2007).

Jede dieser Subdoméanen verfugt Uber eine unablgngtgraktionsflache, wodurch pro AP-2-
Molekil vier physisch separierte Kontaktbereichecudie Ohr-Doméanen zur Verfiigung stehen
(vergleiche Abb. 1.8). Die Interaktion mit den Kakitbereichen wird Gber kurze aromatische Motive
vermittelt, die sich in ihrer Selektivitdt fir Sdékskelaminosduren in den kurzen Peptidmotiven
voneinander unterscheiden. Die Sandwich-Subdomamen-dUntereinheit bindet Wxx[FW]xDf
Konsensus-Sequenzen, wie zum Beispiel von StorP280 und Synaptojanin 1 (Owenal, 2004;
Traub, 2009). Die Plattform-Subdoméne detntereinheit erkennt DP[FW]- oder FxDxF-Motive,
wie sie die Adaptor-assozierten Kinase 1 (AAK1) fi@er & Schmid, 2002) Epsinen (Chen al,
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1998), Epsl5 (Benmeradt al, 1996), Dab2 (Morris & Cooper, 2001) und NumbHri®éni et al,
2000) aufweisen (siehe Abb. 1.8). Phenylalaninkeilotive von Eps15 oder AP180 werden von der
Sandwich-Subdoméane d@2-Untereinheit erkannt (vergleiche Abb. 1.8). Di€&é&domane kann mit
dem Linkerbereich der schweren Clathrinkette (Kihwtal, 2006), zusatzlich zu den Clathrin-Box-
Motiven des flexiblen B2-Linkers, interagieren. Dief2-Ohr-Plattform-Domane erlaubt die
Wechselwirkung mit [DEK; Fxx[FL]xxxR-Sequenzen im Kontext einex-Helix Uber die [3-
Arrestine, ARH @utosomal recessive hypercholesterolemia pryteid Epsine verfligen (siehe Abb.
1.8) (Edelinget al, 2006a; Schmiet al, 2006).

o-Ohr-Doméne B2-Ohr-Doméane
I | I I
Interaktions-
motiv WxX[FWIXDE, DP[FW]/ Fx x[FW],  [DEJnx1-2Fxx[FL]xxxR
FxDxF
Plattform- Dz @.M‘i"'
Subdomane DN 2
ey A AT
b L ".4 -
— = P <A
Sandwich- ,"'E%‘-.; 48 A
Subdomane \:ﬁ.m, o HAF

Abb. 1.8 Die AP-2-Ohr-Domanen

Der AP-2-Komplex verfiigt Gber zwei OBremanen, die Uber flexible, unstrukturierte Linkendiche mit dei
Rumpf in Verbindung stehen. Die OBemanen sind funktional analog und bestehen jewails eine
Plattform- und einer Sandwich-Subdoméne, die stétginander verbunden sind. Jede Glubdoméane verfi
Uber eine separate Kontaktstelle. Die vier physiseparierten Kontaktstellen der beiden Olaméanel
unterscheiden sich in ihrer Selektivitat fir SckBlamhoséduren in den Peptidmotiven. Die Abbild
(modifiziert) wurde Traub, 2009 entnommen.

1.3.2.6 Der AP-2-Komplex bindet selektiv an Membran en
Der AP-2-Komplex lokalisiert an der Plasmamembrd@ie Selektivitdt des heterotetrameren

Adaptorkomplexes fur diese Membran lasst sich duliehAbhangigkeit der Erkennung von Ygxx
haltigen Frachtproteinen in Gegenwart von Pl(4®RI&aren, das an der Plasmamembran konzentriert
zu finden ist (Watet al, 2002). Bindungsstellen fur PI(4,5)®erden durch eine lokale Anhaufung
basischer Aminosaurereste geschaffen, wie sie modaund p2-Untereinheiten des Komplexes zu
finden sind (Gaidarov & Keen, 1999; Rohdeal, 2002). Die PI(4,5)PBindungsstelle in dea-
Untereinheit ist notwenig fir die Assoziation de®-A-Komplexes mit der Plasmamembran, da
gezeigt werden konnte, dass die Mutation von bhasis@minoséureresten, die zur Koordination der
phosphorylierten Inositolkopfgruppe beitragen, Biekrutierung von AP-2 an die Plasmamembran

beeintrachtigt (Gaidarov & Keen, 1999). Wahrend Rlig},5)B-Bindungsstelle in dem-Untereinheit
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unabhangig von der Konformation des AP-2-Komplexeganglich ist (Gaidarov & Keen, 1999),
setzt die Verfugbarkeit der zweiten PI(4,5Bindestelle (Rohdet al, 2002) in der C-p2-Doméne
des AP-2-Komplexes eine Konformationsanderung, eldsgdurch ein Phosphorylierungssereignis,

voraus (Collinset al, 2002).

A

P1(4,5)P
( ) 2 T156
phosphoryliert

Frachtprotein
mit Yxxd-Sortiermotiv. — > \__/ —

Abb. 1.9 Geschlossene und offene Konformation dePA2-Komplexes an der Plasmamembran

Der AP-2-Komplex kann in zwei Koafmationen, einer basalen, geschlossenen und bymathetischel
offenen gefunden werdefA) In der geschlossenen Konformation interagiert der2&Komplex nur Gber di
konstitutiv zugangliche PI(4,5)Bindungsstelle den-Untereinheit mit PI(4,5)freiche Membranen. D
Oberflache, die Yxsb-Motive erkennt und eine zweite PI(4,5Bindungsstelle enthalt, ist durch
Lokalisation der C-u2-Subdomane in einer GrubedaufAul3enseite des AP-2-Komplexes verborgBhDie
pn2-Subdoméane wird durch Phospjlmrung von T156 freigesetzt und stabilisiert duie Wechselwirkur
mit PI(4,5)R in Kombination mit Yxxp-haltigen Frachtproteinen die Bindung des ARdmplexes a
Zielmembranen.

Es wird angenommen, dass die Assoziation von APi#2Pi(4,5)R-reichen Membranen in zwei
Schritten erfolgt (vergleiche Abb. 1.9A ul): einer schwachen, initialen Rekrutierung des leasa
Adaptorkomplexes-2 an die Membran durch die kamstitzugéngliche Pl(4,5)Bindestelle in der
a-Untereinheit (vergleiche Abb. 1.9A), gefolgt vorerd Stabilisierung der Bindung an die
Plasmamembran durch eine zweite Pl(4BRdestelle in der @2-Doméne in Verbindung mit der
Bindung an Yx@-Motive aus Frachtproteinen (siehe Abb. 1.9B) (Mgt al, 2005).

Der AP-2-Komplex kommt in einer basalen, geschlosseund einer hypothetischen, offenen
Konformation vor (siehe Abb. 1.9). In der geschémen Konformation lokalisiert C-u2 in einer
Grube an der Aul3enseite des AP-2-Komplexes. Di®p@rlache, die Yxs-Peptide erkennt und die

PI(4,5)R-Bindestelle werden durch Bereiche d&-Untereinheit verdeckt, und sind somit einer
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Interaktion nicht zugdnglich (vergleiche Abb. 1.9&)ie Assoziation von AP-2 mit Yx®-haltigen
Frachtproteinen ist abhangig von Phosphorylierudiganyaet al. 2001). Der Ubergang von der
basalen zur offenen AP-2-Konformation erfolgt dudie Phosphorylierung von p2-T156 durch die
Proteinkinase AAK1 (Conner & Schmid, 2002; Fingdrétual, 2001; Olusanyat al. 2001; Ricottaet

al., 2002) im p2-Linkerbereich, der die beiden p2¢uwbhénen N-pu2 und C-p miteinander verbindet.
Die katalytische Aktivitat dieser Kinase wird durdle Anlagerung von Clathrin (Connet al, 2003;
Jacksoret al, 2003) unterstitzt. In der postulierten, offenesntormation sind die Bindungsstellen
fur PI(4,5)R und Yxxp der C-pu2-Domane zugénglich (vergleiche Abb. 1.9B¢. Affinitat fir Yxxg-
Motive in der zytoplasmatischen Domane von Rezeptarhoht sich um das 25fache, auch die
Affinitat fir Membranlipide ist erhoht (Fingerhat al, 2001; Ricottaet al, 2002).

1.3.3 Alternative Adaptorproteine
AP-2 ist neben Clathrin das am haufigsten vorkondedprotein in Clathrin-umhillten Vesikeln. Die

Rekrutierung von Frachtproteinen wird jedoch nabs$schlie3lich Uber AP-2 vermittelt. Hinweise auf
die Existenz alternativer Adaptoren kamen kmockdowrVersuchen. Wahrend eknockdownder
schweren Clathrinkette die Internalisierung der dpgaren fir LDL (Lipoprotein geringer Dichte),
EGF und Transferrin blockiert, konnte beobachtetder, dass LDL- und EGF-Rezeptoren trotz
Reduktion von endogenem AP-2 in Zellen aufgenomwmwemen. Die Internalisierung von Transferrin
hingegen blieb blockiert (Hinrichsest al, 2003; Motleyet al., 2003). Diese Beobachtungen zeigten,
dass alternative Adaptoren, so genannte CLASPgmA&PB-2 in der Clathrin-vermittelten Endozytose
involviert sind. Im Folgenden wird nur auf ausgeltéilBeispiele von alternativen Adaptorproteinen,
die an der Plasmamembran zu finden sind, eingegange

Die endozytotischen Proteine Numb, Dab2 und ARHlgem lber eine Phosphotyroin-bindende
Doméne (PTB-Domane) uber die nicht-phosphoryliefleY]XNPX[FY]-Sequenzen in den
zytoplasmatischen Domanen distinkter Frachtprotenkannt werden (Howeét al, 1999; Morris &
Cooper, 2001; Stokt al, 2006). Dab2 und ARH vermitteln die Internalisigguwon Mitgliedern der
LDL-Rezeptorfamilie Uber Clathrin-vermittelte Engtase (Ederet al, 2007; Keyelet al, 2006;
Maurer & Cooper 2006). Dab2 ist auRerdem in dienabhime deBl-Integrin-Untereinheit Uber die
Bindung von [FY]XNPX[FY]-Sequenzen in Zellen invadvt (Chao & Kunz, 2009; Chetrit al,
2008; Teckchandamt al, 2009). Eine Beteiligung an der AP-2/Clathrin-véteften Endozytose von
B1-Integrin durch Numb konnte ebenfalls nachgewiagerden (Nishimura & Kaibuchi, 2007). Die
beiden Adaptoren interagieren ihrerseits Uber ABIrlungsmotive mit dem heterotetrameren
Adaptorkomplex-2 (siehe Abschnitt 1.3.2.5).

[B-Arrestine haben eine etablierte Funktion in deterdmalisierung vieler G-Protein gekoppelter
Rezeptoren (GPCR) (Marchese al, 2008). Phosphorylierte GPGR werden duBeArrestine, die

mit P1(4,5)B, Clathrin und AP-2 wechselwirken kénnen, erkanmd zum reifenden Proteinmantel
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Clathrin-umhullter Vesikeln rekrutiert (Marcheseal, 2008).3-Arrestin interagiert ebenso wie ARH

Uber dig2-Ohr-Doméne mit dem AP-2-Komplex.

Eps15 und Epsin gehdren einer CLASP-Subfamilie dam, ubiquitinierte Frachtproteine wie zum
Beispiel EGF-Rezeptoren Uber UIM (Ubiqutiimteragierende®otiv)-Doménen erkennen (Hofmann
& Falquet, 2001; Sorkinaet al, 2006; Wendlandet al, 2002). Sowohl Epsin als auch Epsl5
interagieren mit AP-2 Uber die Ohr-Domanen. Die Ipklomologiedoméne (EH-Doméne) von
Eps15 interagiert mit NPF-Motiven von Epsin.

Weiterhin gibt es Neuronen-spezifische CLASPs, wign Beispiel Stonin 2. Das alternative
Adaptorprotein Stonin 2 erkennt tber eine C-termeinaHomologiedomaneuD-Doméne) einen
Cluster basischer Aminosauren in der C2A-Domane Smaptotagmin 1 und Uber eine N-terminale
unstrukturierte Region das-Ohr des AP-2-Komplexes (Diriét al, 2006; Junget al, 2007). Fir
Endophilin konnte beobachtet werden, das dieseszgtatische Protein die AP-2/Clathrin-abhangige
Internalisierung des vesikularen Glutamat-Trangwerl (VGLUT1) unterstitzt. VGLUT1 interagiert
mit Endophilin-SH3 (Src-Homologiedoméang er eine Prolin-reiche Sequenz im C-Terminus und
vermittelt so die Aufnahme des Transporters tbeereiAP-2 und D/ExxxL[L]-Motiv abh&angigen
Mechanismus (Voglmaieat al, 2006).

1.3.4 Akzessorische Proteine
Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist einer ggenten Kontrolle unterworfen, die durch zahlreiche

Helferproteine, so genannte akzessorische Proteinallen Phasen des Internalisierungsvorganges
unterstitzt wird.

Akzessorische Proteine kdnnen entsprechend ihrektiem in unterschiedliche Gruppen unterteilt
werden. Die Gruppe der CLASPs umfasst Proteinealtigenativ zu AP-2 tber eine Adaptorfunktion
in der Clathrin-vermittelten Endozytose verfugerelfe Abschnitt 1.3.3). Akzessorische Proteine
kdnnen weiterhin regulativ in die Reifung der Pratéille oder die Membranwodlbung involviert sein
oder sie unterstutzen die Abschnirung des Vesiefs der Donormembran oder dencoating
Prozess. Zu den regulatorischen Proteinen konree@dPase Dynamin, die Proteinkinase AAK1, die
Phosphatasen Synaptojanin, Calcineurin und diedkipasen der Typ | Phosphatidylinositol-4-
Phosphat-5-Kinase (PIPKI), auf die im Abschnitt infensiver eingegangen wird, gezahlt werden.
Amphiphysin, Endophilin, Epsin, AP180/CALM und HIRmterstitzen die Wélbung der Membran.
Dynamin hingegen ist bedeutend fur die Abschnirdeg Vesikels von der Donor-Membran. Die
Entfernung des Proteinmantels unterstitzen Auxtiec70 und Synaptojanin (Conner & Schmid,
2003a; Jung & Haucke, 2007; McMahon & Mills, 2008lepnev & De Camilli, 2000). Die
wichtigsten Knotenpunkte in diesem Proteinnetzwstkllen AP-2, PI(4,5° und Clathrin dar
(Schmid & McMahon, 2007). Die Interaktionen in demdozytotischen Proteinnetzwerk werden
durch die Phosphorylierung und Dephosphorylieruag Proteinen (Cousiet al., 2001; Cousin &
Robinson, 2001) und Lipiden (Cremona & De Cam#01; Hauckeet al, 2005) reguliert.
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Der genaue Prozess der Initiierung des Proteindsawtihrend der Clathrin-vermittelten Endozytose
ist noch nicht recht verstanden, jedoch ist bekadags das Phospholipid PI(4,5®n Bedeutung ist.
AP-2-Komplexe lagern sich an Membranbereichen zasam die reich an PI(4,5)Bind (vergleiche
Abschnitt 1.3.2.6). Die Synthese von PI(4.53A der Plasmamembran wird durch PIPKI katalysiert
(Doughmanet d., 2003). Nach einer Phosphorylierung durch dietétnkinase AAK1 (Conner &
Schmid, 2002; Fingerhwat al, 2001; Olusanyat al. 2001; Ricottaet al, 2002) (siehe Abschnitt
1.3.2.6) kann der AP-2-Komplex Ysxhaltige Frachtproteine, wie zum Beispiel den Tfam#-
Rezeptor binden und zu Orten reifender Clathrin-uiftdr Strukturen an der Plasmamembran
rekrutieren. Neben AP-2 gibt es weitere alternathdaptoren (siehe Abschnitt 1.3.3), die distinkte
Frachtproteine rekrutieren und PI(4,5)®er strukturell unterschiedliche Proteindomarigefblick

bei Ballaet al.,2005; Hurley, 2006; Lemmon, 2003) binden kénnen.

Sowohl Adaptorkomplex-2 als auch akzessorischeelr®t wie zum Beispiel Amphiphysin und
SNX9 (Miele et al, 2004) enthalten Clathrin-Bindungsmotive und erlicthgn so die Rekrutierung
von Clathrin-Triskelien zur reifenden ProteinhiflEédeling et al, 2006b; Schmidet al, 2006).
Clathrin lagert sich zu einem grofReren hexagondletzwerk an der Plasmamembran zusammen
(siehe Abschnitt 1.3.1). Der Mechanismus, der derdviderung der planaren Membran zu einer
gewolbten Struktur zur Folge hat und notwendidtisdie Reifung eines Clathrin-umhillten Vesikels,
konnte bisher noch nicht vollstandig aufgekléart degr. Doch es wird angenommen, dass zu dieser
Veradnderung das Zusammenwirken mehrerer Proteiiigidpe die die Membranwdlbung initiieren
und/oder die Membranwo6lbung erkennen (McMahon & ldpal 2005). Es wird vermutet, dass
Proteine mit einer Bin-Amphiphysin-Rvs (BAR)-Doméawee Amphiphysin und Endophilin (Rest

al., 2006) und Proteine mit einer ENTH (Epsin N-teranHomologie-Doméane)-/ANTH (AP180 N-
terminale Homologiedomane)-Domane wie Epsin, APC80OM und HIP1 (Fordet al, 2002) aktiv
durch die Insertion hydrophober Reste oder ampisigfagr Helices in die zytosolische Halfte der
Lipiddoppelschicht eine Krimmung der Membran veaahen (Itoh & De Camilli, 2006), die durch
die Polymerisierung von Clathrin-Triskelien stadigirt wird (Hinrichseret al, 2006).

Eps15 scheint nicht nur in die Erkennung ubiquititér Frachtproteine involviert zu sein (vergleiche
Abschnitt 1.3.3), sondern ebenfalls einen Beitrag Reifung der Clathrin-umhulliten Vesikel zu
leisten, da dieses akzessorische Protein an desieRareifender Clathrin-umhullter Vesikel gefunden
werden kann (Praefclat al, 2004; Tebaet al, 1996). Weiterhin kbnnte Eps15 auch eine Verbigdun
zum Aktinzytoskelett der Zelle herstellen, da Epdgé&h Arp2/3-Komplex, der in die Initiierung der
Aktinpolymerisierung involviert ist, binden und akeren kann (Duncaet al, 2001, Toshimat al,
2005). Eine Verbindung der Clathrin-vermitteltendBrytose mit der Polymerisation von Aktin ist
mdoglicherweise in den spateren Phasen der Vesikelge wie der Abschnirung von der Donor-
Membran oder dem Transport des endozytotischenk®laswichtig (Kaksoneret al, 2006). Auch

interagiert die GTPase Dynamin mit Proteinen, dieekti oder indirekt in die Regulation des
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Aktinzytoskeletts involviert sind, wie Syndapin odébpl (Kessels & Qualmann, 2002; Murthy & De
Camilli, 2003).

Mit fortschreitender Reifung bleiben die Clathrimutilliten Vesikel nur noch tber einen diinnen Hals
mit der Donor-Membran verbunden. Die Trennung desikel wird in Abhangigkeit von GTP durch
Dynamin katalysiert. Dynamin ist auch in anderecaytbtische Prozesse wie Caveolin-abhangige
Endozytose involviert (Conner & Schmid, 2003b) uwird Uber akzessorische Proteine wie
Intersectin, Endophilin und Amphiphysin (Evergrnal, 2004, 2007) zum Vesikel rekrutiert. Bevor
das Vesikel mit einer zellularen Akzeptor-Memrasidmieren kann, muss die Clathrinhille entfernt
werden. Die Entfernung des Proteinmantels wird ldwnterschiedliche Faktoren beeinflusst. Die
Phosphatase Synaptojanin dephosphoryliert P1(4,50PPI(4)P und destabilisiert so die Bindung
P1(4,5)B-erkennender Komponenten der Proteinhille zur \ébsiEmbran, wodurch indirekt auch die
Clathrinhille an Stabilitéat verliert. Die Destabiérung der Clathrinhille muss parallel dazu edplg
Die ATPase Hsc70, die zur DnaK-Familie von Hitzesitproteinen gehort, wird durch das DNaJ-
Homolog Auxilin an Clathrin-umhdilite Vesikel rekraitt und depolymerisiert die Clathrinhtlle unter
ATP-Verbrauch (Brodsky, 2001; Morgat al, 2001; Takei & Haucke, 2001; Young, 2007).

1.4 Clathrin-vermittelte Endozytose an der chemisch ~ en Synapse
An chemischen Synapsen von Neuronen findet eineiasgerte Form der Clathrin-vermittelten

Endozytose statt. Die basalen Mechanismen der i@latarmittelten Endozytose in nicht-neuronalen
Zellen und neuronalen Zellen zeigen ein hohes MalBkzereinstimmung, dennoch gibt es signifikante
Unterschiede. Clathrin-vermittelte Endozytose anptésynaptischen Membran ist abhangig von der
intrazellularen C4-Konzentration (Gaét al, 1998). Die GroRRe synaptischer Vesikel variiert sehr
gering. Mutationsstudien lassen die Vermutung assdAP180 in die GréfRenkontrolle synaptischer
Vesikel involviert ist (Brodinet al, 2000). Weiterhin héngt die Aufrechterhaltung dgnaptischen
Ubertragung von einer effizienten Endozytose syisapér Vesikel innerhalb von nur wenigen
Sekunden ab (Murthy & De Camilli, 2003), die dumsleuronen-spezifische Splicevarianten oder
Isoformen von Proteinen, die in die Clathrin-vetaite Endozytose involviert sind, unterstitzt wird.
Die akzessorischen Proteine AP180, Endophilin 1pAphysin 1 und Dynamin 1 sind Beispiele fir
Neuronen-spezifische Isoformen ubiquitarer Protede leichten Clathrinketten sowie AR-Ziegen

in Neuronen-spezifischen Splicevarianten vor.

1.4.1 Der synaptische Vesikelzyklus
Die Aufgabe einer chemischen Synapse ist es, ektrilches Signal von einer prasynaptischen auf

eine postsynaptische Zelle zu Ubertragen. Dieseyag wird durch synaptische Vesikel, die mit
Neurotransmitter-Molekulen beladen sind, erfilln der chemischen Synapse sind Vesikel einem

Kreislauf aus Fusion mit der Akzeptormembran und Béickgewinnung sowie Beladung mit
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Neurotransmitter (NT)-Molekilen fir eine erneuteoBxose-Runde ausgesetzt, der nach Sidhof
(2004) in verschiedene Phasen unterteilt werden ksiehe Abb. 1.10).

«

Prasynapse

Aufnahme
Neurotransmitter

\0 —— Frilhes Endosom _

NT

Aufnahme @
Neurotransmitter
NT +
0 H

Ansauerung
Vesikel

Docking Priming caZt e‘j;on' . @'9

= L * .

Endozytose

Rezeptoren

Postsynapse

Abb. 1.10 Exo- und endozytotischer Vesikelkreislauf

Synaptische Vesikel werden Uber einen aktiven Rongit Neurotransmittdviolekilen befiillt (1) und in de
Vesikel-Cluster aufgenommen (2) und gelangen zur aktivame48). An der aktiven Zone werden die Ves
in einem ATP-verbrauchenden Schritt auf die Exoggtworbereitet (4) und in Abhangigkeit von?Céindet
eine Fusion mit der Akzeptormembran statt (5). M@&mbran der synaptischen Vesikel kann tber verdeni
Mechanismen zuriickgewonnen werden (6-9). Die Phdseiixozytose sind durch rote Pfeile markiert, g
Pfeile wurden fiir die Schritte der Endozytose urab dRecycling synaptischer Vesikel verwendet.
Abbildung (modifiziert) wurde Sudhadt al., 2004 entnommen.

(1) V-ATPasen sauern das Lumen des synaptischerkélesan und der daraus resultierende
Protonengradient wird zur Beladung des Vesikels Neurotransmittern durch Neurotransmitter-
Transporter genutzt. (2) Die mit Neurotransmittepidkilen beladenen Vesikel werden Teil des
Vesikel-Clusters an der Synapse und (3) lagernisiainen speziellen Bereich der aktiven Zone im
prasynaptischen Boutomldcking step an. (4) In einem Energie-abhangigen Prozesisn{ng step
werden die Vesikel fiir die Gavermittelte Fusion mit der Akzeptormembran kompetgemacht. (5)
In Abhangigkeit von einem Aktionspotential (AP) ii¢h sich spannungsregulierte’Gidanale und
cd* stromt ein. Die kompetenten, synaptischen Vesilsionieren daraufhin SNAREs@luble N-

ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptermittelt mit der prasynaptischen Membran und
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entlassen die Neurotransmitter in den prasynamis@palt. Die Neurotransmitter-Molekile binden
an Rezeptoren auf der postsynaptischen Zellobadldaie Antwort, die als Reaktion auf die Bindung
der Neurotransmitter-Molekiile in der postsynapescHelle ausgeldst wird, ist abhdngig von der Art
des Neurotransmitter-Molekils. Der Neurotransmi@aBA (y-Aminobuttersaure) wirkt inhibitorisch,
wéhrend Glutamat oder Acetylcholin ein exzitatdnss, postsynaptisches Potential auslésen. (6)-(9)
Nach der Exozytose wird die Membran der VesiketHurerschiedene endozytotische Mechanismen
(siehe Abschnitt 1.4.2) zuriickgewonnen. Anschlie3errden die Vesikel mit Neurotransmitter-
Molekilen beladen und einer erneuten Exozytose-Bunat Verflgung gestellt (Murthy & De
Camilli, 2003; Schweizer & Ryan, 2006; Sudhof, 2004

1.4.2 Mechanismen des Vesikelriickgewinnung an der ¢~ hemischen

Synapse
Das Recycling der synaptischen Vesikel kann duneh dnterschiedliche Mechanismen erfolgen:
Klassische Clathrin-vermittelte  Endozytose, kiss-and-ruftExozytose und durch tiefe
Membraneinfaltungen, so genannte Bulk-Endozytast€sAbb. 1.11) (Haratat al, 2006; Murthy &
De Camilli, 2003; Royle & Lagnado, 2003; Sudhof020Ryan, 2006).
Der Mechanismus der Clathrin-vermittelten Endozgtossynaptischer Vesikel ist der
Hauptmechanismus der Vesikelrickgewinnung an derajsse. Fusionieren synaptische Vesikel
wahrend der Exozytose nicht vollstdndig mit derspr@aptischen Membran, sondern entlassen die
Neurotransmitter aus dem Vesikellumen durch diediBiy einer transienten Fusionspore in den
prasynaptischen Spalt, so wird vorkiss-and-rufrExozytose gesprochen. Das Vesikel wird
unmittelbar danach zuriickgewonnen. Die Bedingungeter denen dekjss-and-ruttMechanismus
stattfindet, eventuell in Folge milder Stimulatiomerden kontrovers diskutiert (Gandhi & Stevens,
2003; Gransetbt al, 2007).
Bulk-Endozytose reprasentiert einen Weg durch derf3ey Membranbereiche rasch Uber tiefe
Membraneinstilpungen nach massiver Exozytose sgcapt Vesikel, zum Beispiel in Folge lang
anhaltender synaptischer Stimulation, internalisiegrden kénnen. Eine mdgliche Bildung Clathrin-
umhillter Vesikel von Membranzisternen konnte zutast schon in Neuronen des Neunauges und in
Motorneuronen von Schlangen beobachtet werden (@kap et al, 1997; Teng & Wilkinson, 2000).
Synaptische Vesikel kbnnen auch aus EndosomeneienliStrukturen in Abhé&ngigkeit von AP-3
hervorgehen (Sidhof, 2004; Schweizer & Ryan, 2008giterhin wird angenommen, dass die
Vesikelabschnurung von Endosomen-ahnlichen Strektuintermediate der prasynaptischen
Membran involvieren kann, die in Folge einer massiExozytose synaptischer Vesikel an der
prasynaptischen Membran entstanden sind (de Leingle 2003; Heuser & Reese, 1973; Leatil,
2002; Richardet al, 2000; Takeet al, 1996; Tengk Wilkinson, 2000).
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Abb. 1.11 Clathrin-abhangige und unabhangige Transprt-Mechanismen

Die Komponenten synaptischer Vesikel kdnnen durcdi derschiedene Mechanismen zuriickgewo
werden. (1) Der Mechanismus déiss-and-rurRExozytose beschreibt die transiente Offnungeein
Fusionspore. Die synaptischen Vesikel werden dudigsen Mechanismus intakt zurlickgewonnen
Fusionieren synaptische Vesikel komplett mit dedisgnaptischen Membran, so werden Vesikel vor
aktiven Zone Uber Clathrin-vermittelte Endozytosneyert. Die Vesikel kdnnen mit Neurotransmi
befiillt und sofort dem synaptischen Vesikelpool efiigrt werden oder mit endosomalen Intermed
fusionieren. (3) Die Einstilpung der Plasmamemhnaah die Entstehung groRBer Membranzisternen wit
Bulk-Endozytose bezeichnet. Die Bildung Clathuimhiillter Vesikel von diesen Membranzisternen st
mdglich. Die Abbildung (modifiziert) wurde Vogimai& Edwards, 2007 entnommen.

Der Cluster synaptischer Vesikel an der Synapseéeliesus morphologisch identischen, jedoch
funktional unterscheidbaren Pools synaptischerRéeg¢5chikorski & Stevens, 2001) (vergleiche Abb.
1.11). Nach Rizzoli & Betz (2005) wird der Pool aptischer Vesikel, der sich aus der
prasynaptischen Membran angelagerten oder fusiomsétenten Vesikeln zusammensetzt, als
readily-releasable poalRRP) bezeichnet. Wird die Synapse stimuliertfus@onieren die Vesikel des
RRPsmit der prasynaptischen Membran und werden durcsikéeaus denrecycling poolersetzt.
Die GroRRe desecycling poolsdefiniert die Anzahl der Vesikel, die unter gegedoe stimulatorischen
Bedingungen am vesikularen Membrankreislauf teitmefn. Es konnte beobachtet werden, dass
kirzlich exozytierte Vesikel bevorzugt fur eine amgRende Runde der Neurotransmitter-
Ausschittung verwendet werden (Rizzoli & Betz, 20@er reserve-poolstellt einen dritten Pool
synaptischer Vesikel an der Synapse dar, der alMdisikel umfasst, die nicht unmittelbar fir die
Ausschittung von Neurotransmitter-Molekilen bendtigerden (Schweizer & Ryan, 2006). Die
genaue Funktion deseserve-poolsist nicht bekannt. Es wird jedoch vermutet, dass diarker

Stimulation der Synapse deeserve-poolden recycling poolauffillt. Die verschiedenen Vesikel-
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Pools sind nicht klar voneinander in der Synapseeget, sondern morphologisch scheinbar zufallig

angeordnet.

1.5 Synaptische Vesikel

Die synaptischen Vesikel sind die Schlisselorganetler synaptischen Informationsweiterleitung.
Synaptische Vesikel erfiillen ihre Aufgaben durcle diufnahme, die Lagerung und die “Ga
abhangige Freisetzung von Neurotransmitter-Molekiéehe Abschnitt 1.4.1). Die synaptische Exo-
und Endozytose der Vesikel wird zeitlich und raamldurch das Zusammenwirken einer gewaltigen
Anzahl von Membran- und Membran-assoziierten Pneteireguliert, die in die unterschiedlichen
Phasen des synaptischen Vesikelzyklus wie die Bagdind den Transport der Organellen sowie
Interaktionen mit der Plasmamembran wahrend der BrRd der Endozytose involviert sind (siehe
Abb. 1.10) (Morciancet al, 2005; Takamoret al, 2006).

Synaptobrevin

SNAP25 58 o I

Syntaxin St
Synaptophysin
Neurotransmitter-
Transporter
Synaptotagmin & _
ynapsin

A T \.ATPase

SV2
Abb. 1.12 Molekulares Modell eines durchschnittlicken, synaptischen Vesikels
Das Modell zeigt einen Querschnitt durch ein durbhdtliches,synaptisches Vesikel mit den Hauptprotei
Die Menge der abgebildeten Proteine basiert aufa®ohgen und Messungen und machen ca. 2/
expeimentell bestimmten Proteinkomposition eines syisapen Vesikels aus. Die Proteine wurden, sc

moglich, auf der Basis existierender Strukturenrobeilstrukturen modelliert. Die Abbildung (modiiezt)
wurde aus Takamost al, 2006 enthnommen.

Takamori und Mitarbeiter (2006) analysierten maspektroskopisch die Lipid- und
Proteinkomposition synaptischer Vesikel und beretdm auf der Grundlage ihrer Daten die
Beschaffenheit eines durchschnittlichen, synap@iscNesikels. Ein einzelnes Vesikel hat einen
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Durchmesser von ca. 40 nm, ein Gewicht von ca. I8aNnd ist mit ca. 1790 Neurotransmitter-
Molekiilen beladen. Bei den Membranlipiden domimePdospholipide mit 7000 und Cholesterol mit
ca. 5600 Molekulen. Weiterhin kdnnen rund 250 Meanbrund Membran-assoziierte Proteine
gefunden werden (siehe Abb. 1.12). Die Proteinesegynaptischen Vesikels konnen in zwei Gruppen
unterteilt werden. Die erste Gruppe umfasst Preteidie zur Beladung des Vesikels mit
Neurotransmitter-Molekilen notwendig sind, wie Nsansmitter-Transporter und V-ATPasen
(vergleiche Abb. 1.12). Die zweite Gruppe wird duferoteine gebildet, die an den verschiedenen
Transportschritten des synaptischen Vesikelzykleseiligt sind, wie SNAREs, endozytotische
Proteine, Rab-Proteine und Proteine des Aktinzgiests der Zelle (siehe Abb. 1.12). Die
Hauptproteine eines synaptischen Vesikels sind SRRRoteine, von denen Synaptobrevin/VAMP
(vesicle associated membrane pro}aimt ca. 70 Kopien am haufigsten vertreten ish&ptotagmin,
Synaptophysin, Synapsins, Rab3A und NeurotrangrTit@nsporter sind ebenfalls in einer hohen bis
mittleren Stickzahl anzutreffen. Synaptische Vdpikdeine wie SV2, Synaptogyrin, SCAMP und V-
ATPasen sind nur in geringer Kopienzahl zu findeakomoriet al, 2006).

Wie schon erwéhnt, sind SNARE-Proteine in sehr hokepienzahlen in synaptischen Vesikeln
vertreten. SNARE-Proteine vermitteln die Fusion aptischer Vesikel mit der prasynaptischen
Membran in Abhangigkeit von der internen ?GEonzentration. Die neuronalen SNAREs mit
Synaptobrevin/VAMP auf der Vesikelseite und Symagbwie SNAP25 in der pra-synaptischen
Membran bilden den basalen Apparat der Membranfusibie SNARE-Proteine bilden einen
hochstabilen SNARE-Komplex, der aus einem Bindel vier parallelen Helices zwischen der
Vesikel- und der Plasmamembran besteht, die béitkmbranen zusammenfiihrt und so die Fusion
vermittelt (Ubersicht bei Jahn & Scheller, 2006zd&Ri& Rosenmund, 2008). In Neuronen ist die
Fusion der synaptischen Vesikel mit der prasynepéis Membran eng mit dem Einstrom vorf'Ca
verbunden. Der putative €aSensor der SNARE-vermittelten Membranfusion ishahtotagmin 1.
Synaptotagmin 1 als synaptisches Vesikelprotein tiser eine Transmembrandoméne in der
synaptischen Vesikelmembran verankert. Der C-Tasmipesteht aus zwei C2-Domanen, die beide
Cd"*-lonen binden kénnen. Die erste C2-Domane wirdC24 bezeichnet und ist {iber einen kurzen
Linker mit der C-terminalen C2B-Domane verbunderrof® et al, 1992; Chapman, 2002).
Genetische Studien haben gezeigt, dass die FahigkeSynaptotagmin Gawahrzunehmen, wichtig
fur die C&*-vermittelte Fusion von kompetenten synaptischesikédn ist (Fernandez-Chacer al.,
2001; 2002; Mackler & Reist, 2001). Weiterhin iatgiert Synaptotagmin 1 mit SNARE-Proteinen
und Phospholipiden (Suttort al., 1999; Bai & Chapman, 2004). Phospholipide werderch beide
C2-Domanen gebunden. Wahrend die C2A-Domane ifi-&ldingiger Weise mit anionischen
Phospholipiden wie Phosphatidylserin (PS) interagiéhapman & Davis, 1998; Davleton & Sudhof,
1993), bevorzugt die C2B-Doméne die Bindung an,B)& auch in Abwesenheit von EgSchiavo

et al, 1996).
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1.6 Regulation des synaptischen Vesikelzyklus durch
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat
In allen eukaryontischen Zellen ist PI(4,5)Ror allem auf der zytoplasmatischen Seite der
Plasmamembran konzentriert zu finden; nachweisttaes aber in geringer Konzentration auch in
intrazellularen Membranen, zu Beispiel der Zellkeembran und im Nukleus (Wadt al, 2002).
P1(4,5)B macht nur 0,5 bis 1,5 % der in der Plasmamembmkommenden Phospholipide aus
(Singh, 1992; Nasuhoglet al, 2002), doch ist es an nahezu allen Prozessateaéelloberflache
beteiligt (Di Paolo & De Camilli, 2006). Das Phosptositid hat Einfluss auf die Verankerung des
Zytoskeletts und dessen Organisation. Weiterhirulieg PI(4,5)B die Aktivitat verschiedener
lonenkanéle und Transporter, beeinflusst Enzyméi#ten, so zum Beispiel die von Phospholipase D
(PLD), und ist in die Exo- und Endozytose von Meamproteinen involviert. Nicht nur durch die
direkte Interaktion von Proteinen, die tber Phopbsitid-bindende Domanen oder Cluster basischer
Aminosauren die mit PI(4,5)Pin Wechselwirkung treten kdnnen, ist dieses Phossitid in
vielfaltige Prozesse involviert, sondern auch dudighWirkung der Signalmolekile J@myaInositol-
(1,4,5)-Trisphosphat), Diacylglycerol (DAG) und BY,5)R, denen PI(4,5)Pals Vorlaufermolekul
dient (Cremona & De Camilli, 2001; Di Paolo & Deridli, 2006; Krauss & Haucke, 2007b; Poccia
& Larijani, 2009; Rohrbough & Broadie, 2005; Wenki Camilli, 2004; Yin & Janmey, 2003).

1.6.1 Rolle von PI(4,5)P , in der Endozytose
Das Phosphoinositid Pl(4,5)Bient der Plasmamembran als Markerlipid (De Masti@eGodi, 2004)

und ist in zahlreiche Plasmamembran-abhangige Bsezénvolviert (siehe Abschnitt 1.1 und
Abschnitt 1.6). Anhand von einigen Beispielen sb# Bedeutung vom PI(4,5Rn der Clathrin-
vermittelten Endozytose dargestellt werden:

(1) Die Sequestrierung von Pl(4,5)Rn der Plasmamembran durch Neomycin, oder die
Uberexpression der Synaptojanin Inositol-5'-PhosaerDoméne, Pl(4,5)®epletion durch
induzierbare 5-Phosphatasen oder die Maskierung Eleospholipids durch PH-PBC
inhibieren die Internalisierung von Transferrin umdisen auf die unmittelbare Abhéngigkeit
der Clathrin-vermittelten Endozytose von PI(45hh (Abeet al 2008; Joset al, 1998;
Krausset al, 2003; Varnaet al, 2006).

(2) Zahlreiche Proteine der endozytotischen Maschinemschlief3lich dea- (Gaidarov & Keen,
1999) und der u- (Rohdet al, 2002) Untereinheiten des AP-2-Komplexes, AP130/G
(Fordet al, 2001; Macet al, 2001), Dab2 (Mishrat al, 2002), Numb (Santoliret al, 2000),
Epsin (Fordet al., 2002) und Dynamin (Schmielt al, 1998) binden spezifisch an PI(4,5)P
Uber unterschiedliche Proteindoméanen. Dynamin erketias Phospholipid Uber eine
Pleckstrin-Homologie (PH)-Doméane. Numb und Dab2dbm durch ihre PTB-Domane
sowohl Frachtproteine mit [FY]XNPX[FY]-Sequenzers auch PI(4,5) Proteindomanen
wie ANTH- oder ENTH von AP180 und Epsinen erkenreii4,5)B ebenso, wie die
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3)

(4)

(5)

expositionierten Cluster basischer Aminosédurencdeund der p- Untereinheiten des AP-2-
Komplexes.

Der knockdown von PI(4,5)RB-synthetisierenden PIPKI-Isoformen inhibiert die
Internalisierung von Transferrin (Padret al, 2003) oder die Internalisierung von EGF-
Rezeptoren aufgrund einer Mislokalisation von Afkfausset al, 2003).

Die Inositol-Phosphatase Synaptojanin 1, idi@ivo hauptséchlich als Pl(4,5Phosphatase
wirkt (McPhersoret al., 1996), ist in den letzten Schritt der Clathrinraételten Endozytose,
dem uncoating der Clathrin-umhllten Vesikel, involviert. Eine aktivierung von
Synaptojanin 1 in Mausen ist perinatal letal. les#in Tieren akkumulieren Clathrin-umhllte
Vesikeln an der Synapse, wahrscheinlich in Folgdedrigter Raten des prasynaptischen
Vesikelzyklus (Cremonat al, 1999). Ahnliches konnte auch @ elegansD. melangasir
und dem Neunauge nach der Inaktivierung von endageBynaptojanin beobachtet werden
(Gadet al, 2000; Harriset al, 2000; Verstrekert al.,2003).

Der knockoutvon PIPKl, dem Hauptenzym der PI(4,5)Bynthese an Synapsen ist letal (Di
Paolo et al, 2004; Wanget al, 2007). PIPKy-knockoutNeuronen zeigen Defekte der
Clathrin-vermittelten Endozytose synaptischer Vels{i Paoloet al, 2004).

Die Prasenz von PI(4,5Ran der Plasmamembran ist somit wichtig fur jedasehder Clathrin-

vermittelten Endozytose.

1.6.2

Rolle von PI1(4,5)P , in der Exozytose

Uber die Rolle von PI(4,5)Rvahrend der Exozytose ist weniger bekannt als dieeBedeutung fiir

die Clathrin-vermittelte Endozytose. Viele Hinweifi@ einen Bedarf an PI(4,5FKommen aus

Studien der regulierten Exozytose Mdans-CoreVesikeln in neurosekretorischen Zellen:

(1)

(2)

3)

(4)

In permeabilisierten, priméaren Chromaffin-Zellen satrinder-Nebennierenmark konnte
gezeigt werden, dass PI(4,5)ficht aber seine Hydrolyseprodukte; iihd DAG, fiur die
Vorbereitungsphase der Vesikel notwendig ist, dée @€&"-vermittelten Fusion mit der
prasynaptischen Membran vorausgeht (Eberbged., 1990; Holzet al, 1989).

Ein  Phosphatidylinositol-Transfer-Protein (Hay & Ma, 1993) und eine
Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinase (Hztyal, 1995) konnten als wichtige Faktoren
fur die Vorbereitungsphase der Vesikel in PC12efeltentifiziert werden.

PH-PLG1 lokalisiert inprimaren Chromaffin-Zellen aus Rinder-Nebennieremnselektiv
an der Plasmamembran und inhibiert dié¢*@armittelte Exozytose (Holet al, 2000). Eine
Uberexpression der Synaptojanin Inositol-5'-PhosaexDomane inhibiert die €a
vermittelte Sekretion in PC12-Zellen (Milosewtal, 2005).

Eine verstarkte Cavermittelte Exozytose in PC12-Zellen konnte nacthélBung der
Pl(4,5)RB-Konzentrationen an der Plasmamembran in FolgeUterexpression von PIPKI
oder der Infusion von PI(4,5)Beobachtet werden (Milosewvét al, 2005).
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(5) Viele Proteine, die sowohl in die Anlagerung wieckaun die Stimulus-vermittelte Fusion
synaptischer Vesikel und Vesikel neuroendokrinellefeinvolviert sind, verfiigen uber
Phosphoinositid-Bindungsdomé&nen, vorrangig C2-Damabazu zahlen die Vesikelproteine
Doc2 und Rabphilin, aber auch Proteine der aktizene wie Piccolo und RIM, sowie
Muncl3 (Rizo & Sudhof, 1998; Murthy & De Camilli,0@3). Mint, ein Protein der
Zytomatrix an der aktiven Zone, verfigt Gber eifeBEDomane, die PI(4,5)binden kann
(Okamoto & Sudhof, 1997).

(6) Synaptotagmin 1, der putative G&ensor der SNARE-vermittelten Fusion synaptischer
Vesikel, bindetin vitro PI(4,5)R (Schiavoet al, 1996) Die Interaktion mit PI(4,5)mimmt
Einfluss auf die Bindungsgeschwindigkeit des Priteiach C&-Einstrom mit der Membran
(Bai & Chapman, 2004) und erhéht die Affinitat fi&* (Radhakrishnast al, 2009).

(7) Mause, denen PIPKIfehlt, zeigen neben endozytotischen Defekten ésigbschnitt 1.6.1)
auch Einschrankungen in der Exozytose an der SgnépisPaoloet al, 2004), wie zum
Beispiel durch einen verkleinerten Pool fusionsketepter Vesikel. Im nicht-stimulierten
Zustand ist die Haufigkeit der spontanen Fusioraptiacher Vesikel mit der prasynaptischen
Membran verringert. Die exozytotische Reaktion S8gnapsen auf starke Stimulation ist im
Vergleich zu Kontroll-Neuronen ebenfalls vermind@t Paoloet al, 2004).

P1(4,5)R ist ein wichtiger Faktor fir den Prozess der Aetagg und den Energie-abhangigen Prozess,
durch welchen die Vesikel fiir die €aermittelte Fusion mit der Akzeptormembran kompete
gemacht werden. Weiterhin erscheint es mdglichs ddé4,5)R zum Beispiel Uber Synaptotagmin

ebenfalls Einfluss auf die €avermittelte Exozytose der Vesikel nehmen kann.

1.7 Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinasen Typ |

In S&ugetieren konnten bisher drei verschieden&KIRE®enzyme ¢, B und y) und mehrere
Splicevarianten identifiziert werden (Giudiet al, 2004; Ishihareet al, 1996; 1998; Loijens &
Anderson, 1996; Schill & Anderson, 2009). Diese p von Lipidkinasen katalysiert die
Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-(4)-pHusp(P1(4)P) an der D5-Position des Inositolrings
zu PI(4,5)B, eine Reaktion, die den Hauptsyntheseweg dies@spRbinositids in Sdugetieren
darstellt (Doughmaet al, 2003; Heclet al, 2007; Weerninlet al, 2004) (vergleiche Abb. 1.13).

Die katalytischen Doméanen der drei PIPKI-Isoenz\stimmen zu ca. 80 % in der Sequenz Uberein,
ihre N- und C-Termini hingegen sind ohne jede Segnemologie (Doughmaet al, 2003). Die
einzige Information zu ihrer mdglichen Struktur koinvon einer partiellen Kristallstruktur der

PIPKIIB, einer nahe verwandten Lipidkinase, welche diesphorylierung von PI(5)P katalysiert. Die
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Struktur der PIPKP konnte als scheibenférmiges Homodimer rontgerddtagiraphisch gelost
werden (Raet al, 1998).

Wahrend PIPKd und PIPKP ubiquitar exprimiert werden (Ishihaed al, 1996; Loijens & Anderson,
1996; Wanget al, 2007; Wenket al, 2001) ist diey-Isoform im Hirngewebe stark angereichert
(Ishiharaet al, 1998; Giudiciet al, 2004), an Synapsen konzentriert (Wenlal, 2001) und bekannt,
eine kritische Rolle in der Clathrin-vermitteltemddzytose synaptischer Vesikel einzunehmen (Di
Paoloet al, 2004). In nicht-neuronalen Zellen kann PIPKls Interaktionspartner von Talin auch an
fokalen Adhasionen gefunden werden (Di Paalal, 2002; Linget al, 2002).

E % Membran E §

Phosphatidylinositol- H, - CH - CH,

Phosphatidylinositol-

(4)-phosphat Q (4,5)-bisphosphat
Pl(4)P 00 ATP ADP Pi(4,5)P,
, —A
2 T o=p.0 PIPKI

Abb. 1.13 Synthese von PI(4,5)Rlurch PIPKI-Isoenzyme

PIPKI-Isoenzyme katalysieren die Phosphorylierung Phosphatidylinositol-(4)-phosphat an der Bdsitior
des Inositolrings zu Phosphatidylinositol-(4,5)ghiesphat. Die Abbildung (modifiziert) stammt ausnighoet
al., 2007.

Zu Beginn dieser Arbeit waren nur zwei humane P{PBplicevarianten bekannt - PIRKp87 und
PIPKIy-p90. Die humane PIPKdp87 umfasst 640 Aminosauren, PIRKIOO enthalt ein zuséatzliches
C-terminales Spliceinsert von 28 Aminosauren. P¥R¥7 und PIPKy-p90 werden sowohl in Maus
als auch in menschlichen Geweben exprimiert. D daitte Splicevariante der PIPKIsoform
identifizierte PIPKY-p93 konnte bisher nur in Maus/Ratte nachgewiesenden (Giudiciet al, 2004)
und verfugt tUber eine Insertion weiterer 26 Aminoea. Kirzlich konnte die Gruppe der PIFKI
Splicevarianten um zwei weitere Mitglieder erwdit@erden, deren Expression bisher jedoch nur in
menschlichem Gewebe gezeigt werden konnte - RHvktiante 4 mit 700 Aminosauren und PNRK
Variante 5 (707 Aminosauren) (Schill & AndersonP2)) Die Spliceinserte dieser PIBKYarianten
(vergleiche Abb. 1.14) haben jeweils ein anderesnEals PIPKYy-p90 zur Grundlage (Schill &
Anderson, 2009).

Fir diese Arbeit war besonders PIRHB0 von Interesse (vergleiche Abb. 1.14A): Zumeain
aufgrund der Dominanz der PIRKIsoform an der Synapse, zum anderen durch ihrengédwirkung,
insbesondere Uber ihren C-Terminus, mit dem AP-Bplex, welche die PIPKdp90-vermittelte

P1(4,5)RB-Synthese beeinflusst. Die im Folgenden geschaddtienntnisse dienten als Ausgangspunkt
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fur die vorgenommene Charakterisierung der molekual&8asis der Interaktion von PIRKH90 tber
ihren C-Terminus mit dem AP-2-Komplex.

Ausgehend von der verstarkten Expression in HirdpanIshiharaet al, 1998; Wenket al, 2001)
wurde vermutet, dass PIRkeine spezifische Rolle als Pl(4,53/nthetisierendes Hauptenzym im
synaptischen Vesikelzyklus hat. Ein eleganter PyFlockoutVersuch bestatigte diese Vermutung:
nachweisbare Einschrankungen der synaptischen Budezin Folge einer inhibierten PI(4,5%)P
Synthese und Defekte in der Exozytose synaptiselesikel (Di Paoloet al, 2004). Der genaue
Regulationsmechanismus der rdumlichen und zeiticAK4,5)B-Synthese in Bereichen Clathrin-
vermittelter Endozytose war unbekannt. Es zeigteh gedoch, dass Talin, ein spezifischer
Interaktionspartner von PIPp90 (Di Paoloet al, 2002; Linget al, 2002), an der Prasynapse
Einfluss auf die Clathrin-vermittelte Endozytosénmen kann (Di Paolet al, 2002; Morgaret al,
2004).

A

N-Terminus katalytische Doméadne C-Terminus

Spliceinsert

B 640

KonsensusYFftd r wvy SE hr ara 1 as sdt IR a c
WRLWEPHAPTWIZWRIIEGEYIACIMCPYPPHVVEPFI] .éT@LCASWSPDETE’GLGAMSECVWS

PIPKWy-p87
Variante 5 . @ﬂYm JRLE GTVEIIRSRFPWEEEAVPLGQQGHAEPRPEAQELTENJVFQKGFG
PIPKIy-p90 LislY SHQE DGE

X nicht konserviert X ahnlich i1 konserviert I ubereinstimmend

Abb. 1.14 Humane PIPKl-Splicevarianten

(A) Bis heute konnten vier verschiedene humane RBHSlglicevarianten identifiziert werden. PIRKp87
PIPKIy-p90, PIPKY-Variante 4 und PIPKtVariante 5. Die PIPKFSplicevarianten unterscheiden sich in it
Spliceinserts. Der C-Terminus von PIRKI90 ist im Vergleich zu PIPKdp87 um 28 zusatzliche Aminoséu
verlangert (hellbau). PIPKdVariante 4 (gelb) und PIPKdVariante 5 (rot) unterscheiden sich zu PIRK9C
durch individuelle SpliceinsertyB) CLUSTALW-Uberlagerung der C-Termini der vier humanIPKly-
Splicevarianten. Die Abbildung (modifiziert) wurdas Anderson & Schill, 2009 entnommen.

Talin interagiert ausschliellich Uber die Aminos@equenz WVYSPL im p90-spezifischen
Spliceinsert mit PIPK/ (siehe Abb. 1.15) (Di Paolet al, 2002; Linget al, 2002). AP-2 als ein
Hauptprotein der Clathrin-vermittelten Endozytose @er Plasmamembran konnte ebenfalls als
Interaktionspartner der PIPKI-Isoenzyme identifizigerden. Die Interaktion von PIPKmit AP-2u
wird Uber die katalytische Doméane der Kinase veahit(siehe Abb. 1.15) und nimmt einen
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Oberflachenbereich von C-pu2 in Anspruch, der veestgn von der Yxs-Bindungsstelle istn vitro
Experimente zeigten, dass die Aktivitdt der PNPKh Komplex mit AP-2u potent stimuliert werden
kann, wenn gleichzeitig Yx®-haltige Peptide aus Frachtproteinen mit C-u2 agiren (Krauset

al.,, 2006). Eine weitere Gruppe identifizierte das RBinosauren umfassende p90-spezifische
Spliceinsert der PIPK4p90 als essentielle Bindungsstelle fir eine Iidgoa der Lipidkinase mit dem
AP-2-Komplex. Im Gegensatz zu den Beobachtungenkraniss und Mitarbeitern (2006) involviert
diese Interaktion von AP-2p und PIRKI90 ein Tyrosin-basiertes Motiv, das ausschlidldin p90-
spezifischen Spliceinsert des PIRIGQ-Terminus zu finden ist (Bairstogt al, 2006) (vergleiche Abb.
1.14 und Abb. 1.15).

Talin
AP-2-Komplex AP-2-Komplex
(uber Bindungsstelle fur (uber das B2-Ohr)
Yxxd-Motive in C-u2)
AP-2-Komplex
(uber C-p2) -

PTDERSWVYSPLHYSAQAPPASDGESDT

[ | katalytische Domane [ \| ] Spliceinsert

Abb. 1.15 Interaktionspartner von PIPKIy-p90

PIPKIy-p90 kann Uber die katalytische Doméane mit ZPinteragieren. Die Interaktionsflache ist veredetr
von der YxxP-Bindungsstelle und kompetitiert nicht die Bindwan Yxxd-haltigen Peptiden. Die PI(4,5P
Synthese durch PIPK4p90 im Komplex mit AP-2u kann durch die gleichiggtBindung von Yxs-haltiger
Peptiden stimuliert werden. Das p90-spezifischec8jpisert der PIPKAp9O0 ist in die Interaktion mit den AP-
2-Doméanenf2-Ohr und C-u2 involviert. Weiterhin interagiert lifamit PIPKIy-p90 Uber das Peptidmo
WVYSPL, das ausschlieRlich im p90-spezifischen&tisert vorhanden ist.

Das Interesse an der Untersuchung der molekulaasis Bler Interaktion von PIP¥&p90 mit AP-2
Uber den Kinase-C-Terminus wurde weiter dadurcleggesrt, dass unmittelbar nach AP-2u @2s
Ohr als weitere AP-2-Domane identifiziert werdemikie, das ebenfalls in die Komplexbildung von
AP-2 und PIPKy-p90 involviert ist (Nakano-Kobayasét al, 2007) (siehe Abb. 1.15). Das AR32-

Ohr interagiert ebenfalls Uber das p90-spezifishkceinsert mit PIPKL Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die PIP¥p90-vermittelte Pl1(4,5°Synthese durch die Wechselwirkung mit dem AP-
2{32-Ohrin vitro moderat stimuliert wird. Eine spezifische Funktidm die PIPKy-Splicevariante
PIPKIy-p90 wahrend der AP-2/Clathrin-vermittelten Endosg synaptischer Vesikel konnte anhand
von FM-Farbstoff-Internalisierungsexperimenten ieukbnen aus dem Hippocampus von Mausen

bestatigt werden (Nakano-Kobayashal, 2007).
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1.8 Aufgabenstellung
PI(4,5)B ist essentiell fur die Clathrin-vermittelte Endtzse und wird in Saugetierzellen

hauptséchlich durch die Isoenzyme der Typ | PIPHtlsstisiert, die das Phospholipid PI(4)P an der
D5-Position des Inositolrings phosphorylieren. PINE90 wird im Hirngewebe stark exprimiert, wo
diese Splicevariante den exo- und endozytotischatuZ synaptischer Vesikel reguliert. Der préazise
Mechanismus der raumlichen und zeitlichen Kontrdés PI(4,5)RMetabolismus ist noch unbekannt,
doch mehren sich Hinweise, dass die direkte Intemakvon PIPKY-p90 und dem AP-2-Komplex
Einfluss nehmen kann. In dieser Arbeit sollte dielekulare Grundlage der Interaktion der PIKI
p90 mit AP-2 und die Bedeutung der unterschiedhcA®-2-Bindungsstellen fir die AP-2/Clathrin-

vermittelte Endozytose in nicht-neuronalen Zelled in Neuronen untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Einwegartikel
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden GE Healthcare, Invitrogen, Merck, Pierce,

Roth, Serva Sigma erworben. Einwegartikel stammtan Amersham, Greiner, Millipore, Sarstedt,

Schott, Conning und Whatman.

2.1.2 Enzyme

Die verwendeten Enzyme stammten von den folgendeatéllern:

Restriktionsenzyme New England Biolabs (NEB)
VENT-Polymerase NEB

Kalberdarm-alkalische Phosphatase (CIP) NEB

T4 DNA-Ligase Fermentas

Dream Tag-Polymerase Fermentas
Phusion-Polymerase Finnzyme
Benzonase-Endonuklease Sigma

Lysozym Roth

2.1.3 Molekularbiologie Kits
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System  oRrega

ProFection Mammalian Transfection System Promega
Nucleospin Plasmid Macherey-Nagel
peqGOLD MicroSpin Cycle-Pure Kit peQLab
NucleoBom Xtra Midi/Maxi Macherey-Nagel
NucleoBond Xtra Midi EF/Maxi EF Macherey-Nagel
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2.1.4 Synthetische Peptide

Die Peptide wurden durch Dr. R. Volkmer (Charitéyl®) synthetisiert.

Tabelle 2.1Verwendete synthetische Peptide

Bezeichnung Peptidsequenz Spezies
minimales PIPKy-p90-Peptid Homo
(Aminosaure 641-653) PTDERSWVYSPLH sapiens
PIPKIy-p90-Peptid YFYFPTDERSWVYSPLH YEYEPTDERSWVYSPLH Homo
(Aminosaure 639-653) sapiens
PIPKIy-p90-Peptid SWVYSPLH SWVYSPLH Homo
(Aminoséaure 646-653) sapiens
Penetratin-PIPK}p90 WT RRMKWKKYFPTDERSWVYSPLH | Homo
(Aminosaure 639-653) sapiens
Penetratin-PIPKFp90 AB2-Bindungsstelle RRMKWKKYAPTDERSWVYSPLH Homo
(Aminosaure 639-653) sapiens
Penetratin-PIPKFp90AB2u2-Bindungsstellen RRMKWKKY APTDERSWVASPAH Homo
(Aminosaure 639-653) sapiens
EGFR-Internalisierungspeptid FYRALM sH;p:?eons
Inaktives EGFR-Internalisierungspeptid FARALM sHa(l)F:?eons

2.1.5 Synthetische Oligonukleotide

Synthetische, anwendungspezifisch hergestellte DMAd siRNA-Oligonukleotide wurden von

MWG Biotech erworben. Eine Auflistung der verwerafeOligonukleotide fiir Sequenzierreaktionen,

PCR und Oligosubklonierung sowie der verwendetBNgis kann im Anhang gefunden werden.

2.1.6 Marker und Ladepuffer

Die folgenden DNA-Marker wurden von Fermentas berog\-DNA/EcoRI + Hindlll Marker,

GeneRuler 1 kb DNA Leiter, GeneRuler 50 bp DNA eeitind Genaxxon (100 bp + 1.5 kb Leiter).
Die Protein-Marker wurden von NEB erworbdmoad range proteirMarker undpre-stained broad

range proteinMarker. 6x DNA-Ladepuffer wurden von Fermentas agék oder selbst hergestellt

(vergleiche Abschnitt 2.2.2).
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2.1.7 Antikorper

2.1.7.1 Primare Antikorper

Die folgenden Antikorper wurden fur ImmunblottinglB)Y, Immunfluoreszenz (IF) und

Immunpréazipitation (IP) genutzt:

2.1.7.1.1 Monoklonale Mausantikdrper

Tabelle 2.2Monoklonale Mausantikdrper

Antigen Klon Quelle/ Firma Verdinnung
o-Adaptin (AP-2) 8 BD Transduction Lab IB: 1:200/ 250/ 500/ 1 000
a-Adaptin (AP-2) AC1-M11 Affinity Bioreagents IB: 1:200
Actin c2 Santa Cruz IB: 1:500
Amphyphysin 1 Amphy #3 De Camilli IB: 1:500
AP50 (AP-2) 31 TDL IB: 1:500
AP180 LP2D11 P. De Camilli IB: 1:1 000
[B-Aktin AC-15 Sigma IB: 1:1 000
1/2-Adaptin 74 BD Transduction Lab IB:1:500/ 5000
B1/2-Adaptin 22D3 E.Ungewickell IB: 1:30
1/2-Adaptin --- T.Kirchhausen IB: 1:2000
CHC X22 Affinity Bioreagents IB: 1:500
CHC TD.1 Hybridoma / ATCC IP
E-Cadherin 36/E-cadherin BD Transduction Lab 2500
Epsi15 17 BD Transduction Lab IB: 1:500
yl-Adaptin (AP-1) 88 BD Transduction Lab IB: 1:5000
HA F7 Santa Cruz IB: 1:250/ 500,

HA HA.11 Babco/ Covance IB: 1:150/ 1 000/ IP
Integrinpl 12G10 Serotec IB: 1:1500
N-Cadherin 32 BD Transduction Lab IB: 1:5000

Talin 8D4 Sigma IB: 1:100

Tubulin B5-1-2 Sigma IB: 1:500

PIP5Ky 12 BD Transduction Lab IB: 1:70
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2.1.7.1.2 Polyklonale Kaninchenantiktrper

Tabelle 2.3Polyklonale Kaninchenantikdrper

Antigen Klon Quelle/ Hersteller Verdinnung
AP50 (AP-2) R11-29 J. Bonifacino IB: 1:1 000
GST - P. De Camilli IB: 1:1200
HA Y-11 Santa Cruz IB: 1:500
PIPKly 4339 M. Kraul3 IB: 1:1500/ IP
Numb --- Abcam IB: 1:400

2.1.7.2 Sekundare Antikorper
Mit Meerrettichperoxidasehprseradish peroxidasédRP) konjugierte sekundare Antikorper 1:1 000

bis 1:20 000 von Dianova kamen beim ImmunblottingnzEinsatz. Fir Immunfluoreszenz wurden
Alexa-Fluor (488, 568, 594 und 647) markierte, sekire Antikbrper 1:100 von Invitrogen verwendet.

2.1.8 Escherichia coli Bakterienstamme

TOP 10 F-mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)p80lacZAM15 AlacX74 deoRnupG
recAl araD139 A (ara, leu)7697 galU galK rpsL(StrR) endAl™
(Invitrogen)

ER2566 FA- fhuA2 [lon] ompT lacz:T7 gene 1 gal sulAW(mcrC-
mrr)114::1S10 R(mcr-73::miniTn10-TetS)2 R(zgb-2T®10) (TetS)
endAl[dcm] (NEB)

BL21 B F—ompT hsd@B—, mB-)dcmt+ Tetrgal A(DE3) endAHte [argU
proL Camr] (Stratagene)

2.1.9 Tierische Zellinien
Cos7 Fibroblasten-ahnliche Zellen aus Nierengewether Grinen

Meerkatze Cercopithecus aethios)

HelLa Epithel-dhnliche Zellen aus einem humanewixkarzinona.
Hek293 Fibroblasten aus menschlichen, embryaridierengewebe.
Flp-In™-293 Hek293-Zellen, die das Tetrazyklin-Regsor-Protein  stabil

exprimieren. Die Proteinexpression wird durch Tatkéin induziert

(Invitrogen).

Hek293FIp-In HA-p87 Flp-In™-293 Zellen, stabil tediziert fur humane PIPK4p87 mit N-
terminalen HA-Tag (Krausst al., 2006).
Hek293FIp-In HA-p90 Flp-In™-293 Zellen, stabil tsdiziert fur humane PIPK4p90 mit N-

terminalen HA-Tag (Krausst al,, 2006)

41



Material und Methoden

2.1.10 Plasmid-Vektoren

2.1.10.1 Bakterielle Expressionsvektoren

pET-28a(+)

GrolRe 5,4 kb

Promoter T7

Fusionsprotein/Tag HisT7, N-terminal

Resistenz Kanamycin

MCS Xhol, Notl, Eagl, Hindlll, Sall, Sacl, EdpBamHI, Nhel, Ndel, Ncol

Eigenschaften prokaryotischer Expressionsvektor

Referenz Novagen

pGex 4T-1

Grolie 4,9 kb

Promoter tac

Fusionsprotein/Tag GST, N-terminal

Resistenz Ampicillin

MCS BamHI, EcoRlI, Smal, Sall, Xhol, Notl

Eigenschaften prokaryotischer Expressionsvektor

Referenz Amersham Bioscience

2.1.10.2 Expressionsvektoren fir Saugetierzellen

pcDNA3.1(+)

Grolie 5,4 kb

Promoter CMV, T7, SV40

Fusionsprotein/Tag kein Tag

Resistenz Ampicillin, Neomycin

MCS Nhel, Pmel, Afll, Hindlll, Asp718, Kpnl, BamHBsIXI, EcoRl,
EcoRV, BstXl, Notl, Xhol, Xbal, Drall, Apal, Pmel

Eigenschaften eukaryotischer Expressionsvektor

Referenz Invitrogen

pcEGFP-MK

GrolRe 5,4 kb

Promoter CMV, T7,5p6, SV40

Fusionsprotein/Tag EGFP, N-terminal

Resistenz Ampicillin, Neomycin

MCS BamHl, Dnpl, EcoRlI, EcoRV, Notl, Xhol, Xbal pal
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Eigenschaften

Referenz

pcHA-MK

Grolie

Promoter
Fusionsprotein/Tag
Resistenz

MCS
Eigenschaften

Referenz

Derivat von pcDNA3.1(+)
Krausst al., 2006

5,4 kb

CMV, T7, Sp6, SV40

HA, N-terminal

Ampicillin, Neomycin

BamHI, Dnpl, EcoRlI, EcoRV, Notl, Xhol, Xhdpal
Derivat von pcDNA3.1(+)

Krausst al, 2006

2.2 Medien, Puffer und Losungen
Gemeinsam genutzte Medien, Puffer und Lésungen evurcach Sambrokk und Mitarbeiter (1996)

angefertigt. Deionisiertes Wasser wurde durch éifiipore-Anlage bereitgestellt und Lésungen,

wenn es notwendig war, autoklaviert (121 °C/20 fnibar). Temperatur-sensitive Komponenten

wurden steril filtriert (0,22:m) und nach dem Autoklavieren zugefiigt. Der pH weutidsofern nicht

anders angegeben, mit HCL oder NaOH eingestellt.

2.2.1 Bakterienmedien
LB

2XYT

Festmedium

1 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) NaCl

1,6 % (w/v) Trypton
1 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl

pH 7,4

LB-Medium
14 g Agar/l

43



Material und Methoden

2.2.2 Puffer und Losungen
Antikérper-Losung 3 % (w/v) BSA
in 1x TBS-Puffer pH 7,6

eine Spartelspitze Na-Azid

10x BASIC pH 7,4 1,2 M NacCl
35 mM KCI
4 mM KHPO,
200 mM TES
50 mM NaHCQ@
50 mM Glukose
12 mM NaSO,
13 mM Cad
12 mM MgCh
pH 7.4 einstellen

10x BASIC pH 5,5 1,2 M NacCl
35 mM KCI
4 mM KHPO,
200 mM MES
50 mM NaHCQ@
50 mM Glukose
12 mM NaSQ,
13 mM Cad
12 mM MgCh
pH 5,5 einstellen

Block-Puffer 3 % (w/v) Milch-Pulver
in 1x TBS-Puffer pH 7,6

Blot-Puffer 20 % (v/v) Methanol
80 % (v/v) 1x SDS-Laufpuffer

2x Bradford-Reagenz 70 mg Coomassie Brillant E:&@50
100 ml 85 % HPO,
50 ml Ethanol
mit ddH,O auf 0,5 | aufflllen

filtrieren
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Coomassie-Entfarberlésung 10 % (v/v) Essigsaure
25 % (v/v) Methanol
mit ddH,O auf 1 Liter auffiillen

Coomassie-Farbelésung 1 % (w/v) Coomassie Brildat G250
10 % (v/v) Essigsaure
25 % (v/v) Methanol
mit ddH,O auf 1 Liter auffiillen

Dissoziationslésung 25 mM HEPES pH 7.4
137 mM NaCl
5 mM KCI
7 mM NagHPO,
6x DNA-Ladepuffer 0,05 % (w/v) Bromphenolblau

0,05 % (w/v) Xylenxyanolblau
30 % (v/v) Glycerol

Fixativ 4% (w/v)para-Formaldehyd (PFA)
4% (w/v) Sucrose
in 120 mM Natriumphosphat-Puffer pH 7.4

Glutamin 200 mM in 0,9 % NaCl

Hochsalz-PBS-Puffer 20 mM pRO, pH 7,4
500 mM NacCl

Homogenisationspuffer 4 mM HEPES pH 7.4

320 mM Sucrose

Imidazol 1 M Imidazol in 1x PBS-Puffer pH 7,4
IPTG 1 MIPTG in 1x PBS-Puffer pH 7,4
1x K/Ca-BASIC-Lbésung 50 ml 10x BASIC pH 7,4

500ul von 1,2 M MgC}

1,3 mlvon 0,5 M CaGl

8,333 ml von 3 M KCI

mit ddH,O auf 500 ml auffillen
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1x Na/Ca-BASIC-Losung

1x BASIC-L6sung NHCI

1x BASIC-L6sung pH 5,5

10x TBE-Puffer

10x TBS-Puffer

5x TE-Puffer

10x PBS-Puffer

4x Sammelgel-Puffer

50 ml 10x BASIC pH 7,4
500ul von 1,2 M MgC}
1,3 ml von 0,5 M CaGl
8,333 ml von 3 M NaCl
mit ddH,0O auf 500 ml auffiillen

50 ml 10x BASIC pH 7,4
500ul von 1,2 M MgC}

1,3 ml von 0,5 M CaGl

8,333 ml von 3 M NECI

mit ddH,0O auf 500 ml auffiillen

50 ml 10x BASIC pH 5,5
500ul von 1,2 M MgC}
1,3 ml von 0,5 M CaGl
8,333 ml von 3 M NaCl
mit ddH,0O auf 500 ml auffiillen

108 g Tris
55 g Borséaure
7,49 EDTA

200 mM Tris
1,4 M NacCl
pH 7.6 einstellen

50 mM Tris pH 8.0
5mM EDTA
pH 8,0 einstellen

80 g NaCl
2 g KClI
14,4 g NgHPO,
2,4 g KHPQO,
pH 7.4 einstellen
mit ddH,0O auf 1 Liter auffiillen

0,5 M Tris/HCI pH 6,8
0,4 % SDS
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10x SDS-Laufpuffer

6x SDS-PAGE Ladepuffer

4x Trenngel-Puffer

PMSF

10x Ponceau

5x Pulldown-Puffer

10x Zytosolischer Puffer

2.2.3 Antibiotika
Ampicillin

Blasticidin S

Chloramphenicol

Doxyzyklin

Gentamicin:

246 mM Tris
1,92 M Glycerin
10 % SDS

375 mM Tris
60 % (v/v) Glycerin
30 % (v/v)B-Mercaptoethanol
18 % (w/v) SDS

eine Spartelspitze Bromphenolblau

1,5 M Tris/HCI pH 8,8
0,4 % SDS

100 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSE)Dimethylsulfoxid

(DMSO)

3 % (w/v) Ponceau S

30 % (w/v) Trichloressigsaure

100 mM HEPES pH 7,4
500 mM NacCl
10 mM MgC}

250 mM HEPES pH 7,2
25 mM KCI
25 mM Magnesiumacetat

1,5 M Kaliumglutamat

50 mg/ml in ddHO, steril filtriert
Arbeitskonzentration 20 bis 60 pg/ml
10mg/ml in HEPES-Puffer, pH 7,%rdtfiltriert
Arbeitskonzentration 10 pg/ml

34 mg/ml in 96 % Ethanol, stalitiért
Arbeitskonzentration 25 bis 70 pg/ml

1 mg/ml in 1x PBS-Puffer, steril fiiart
Arbeitskonzentration 1 bis 2 pg/ml

15 mg/ml in ddi®, steril filtriert
Arbeitskonzentration 20 bis 60 pg/ml
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HygroGold™ 100 mg/ml, in HEPES-Puffer, pH 7,%rifiltriert
Arbeitskonzentration 100 pg/ml
Kanamycin: 10 mg/ml in ddi@, steril filtriert
Arbeitskonzentration 10 bis 50 pg/ml
Penicillin-Streptomycin 10 000 U/ml, 10 000 pgimD,85 % NaCl, steril
Arbeitskonzentration 100 U/ml, 100 pg/ml
Tetracyklin 5 mg/mlin 96 % Ethanol
Arbeitskonzentration 10 bis 50 pg/ml

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Spezifische DNA-Abschnitte wurden mittels Polymer&ettenreaktionolymerase chain reaction,

PCR) amplifiziert. Hierbei reichen schon geringengen an Start-DNA aus, um eine ausreichende
Menge des gewlinschten DNA-Fragmentes zu erhalierPOR wurde fur fortlaufende Klonierungen
von DNA-Fragmenten aus bereits existierenden Ptiemin vitro-Mutagenesenoferlap extension
PCR und fur das Screenen v&scherichia coliKolonien angewandt.

Ein Standard-PCR-Ansatz mit 50 pl Volumen umfasf0 Ing bis 1 pg Start-DNA, 10x
Reaktionspuffer, 200 uM eines jeden Desoxynukledsiphosphates (dNTPs), 1 uM von jedem
Primer und eine Einheit (U) Vent- oder Phusion-Rayase. Generell wurde dem PCR-Ansatz 4 %
(v/v) DMSO hinzugefiigt. Fur die durchgefiihrten KukPCRs wurden 0,25 U Dream Tag-
Polymerase pro 20 pl Reaktionsansatz verwendetd&td-Polymerase-Kettenreaktionen wurden im

T3 Thermocycler (Biometra) durchgefihrt und folgesi&tandard-Programm wurde angewendet:

94 °C 5min initiale Denaturierung

94 °C 30sec Denaturierung

55°C 30sec Annealing 20 bis 30 zZyklen
72 °C 30bis90sec Elongation

72°C 5min finale Elongation

Die Lange eines Syntheseschrittes (72 °C) ist afipaon der LAnge des PCR-Produktes. Hierbei gilt
die Faustregel, dass die Synthesegeschwindigkastr &@NA-Polymerase bei durchschnittlich 1 000
Nukleotiden pro Minute liegt.
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2.3.2 Analytische und praparative Agarose-Gel-Elekt  rophorese
PCR-Produkte oder linearisierte Vektoren wurdererinGréf3e entsprechend durch Agarose-Gel-

Elekrophorese aufgetrennt. Agarose-Gele wurdenoimzkntrationen von 0,7 % bis 3 % Agarose (w/v)
in 1x TBE-Puffer in Abhangigkeit von der GroRe defzutrennenden DNA hergestellt. Vor Beladung
des Agarose-Gels wurde die DNA mit einem entspnedde Volumen von 6x Ladepuffer (siehe
Abschnitt 2.2.2) versetzt. Als Laufpuffer fur didektrophorese 1x TBE-Puffer verwendet und die
Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei einerai@ping von 90 bis 100 V. Anschlie3end
wurden die Agarose-Gele zur Visualisierung der DiNAiInem Ethidiumbromid-Bad (1,5 ml einer 1
%igen Ethidiumbromid-Stammlésung auf 1 Liter 1x TBHffer) inkubiert. Ethidiumbromid (EtBr)
kann durch UV-Licht (254 bis 366 nm) angeregt warded emittiert Licht im orange-roten Bereich
(590 nm), wodurch die DNA im Agarose-Gel sichtbamw

2.3.3 Isolation und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-
Gelen
Nach Durchfiihrung einer praparativen Gel-Elektrapbhe wird das DNA-Fragment der gewiinschten

GroRRe aus dem Agarose-Gel herausgeschnitten uridMNk#emit Hilfe des Nucleospin Plasmid Kits
nach Herstellerangaben isoliert. Die DNA wurde 3aitul ddHO eluliert.

2.3.4 Analytischer und praparativer Restriktionsver dau
Fur alle durchgefiihrten DNA-Restriktionen wurderzfime sowie die entsprechenden Puffer

von NEB benutzt. Fir einen praparativen Restrildi@ndau wurden in der Regel 5 pg DNA,
Plasmid-DNA oder PCR-Produkt verwendet. In anatytesn Ansatzen variierte die

eingesetzte DNA-Menge zwischen 0,5 und 1 pg. J&sdstriktionsverdau setzte sich aus
einer entsprechenden Menge an 10x NEB-Puffer, BBA rig/ml) sowie 10 bzw. 40 U

Restriktionsenzym pro analytischen bzw. préparativédnsatz zusammen. Die

Restriktionsansatze wurden in Abhangigkeit der weeten Restriktionsenzyme fur 5 min
bis 4 h bei 37 °C inkubiert.

2.3.5 Dephosphorylierung des Vektors
Linearisierte Plasmid-DNA wurde vor ihrer Verwendufir Ligationen am 5’-Ende dephosphoryliert,

um einer Selbstligation vorzubeugen. Pro 1 pg MekfdA wurden 0,5 U CIP eingesetzt und die
Anséatze fur 60 min bei 37 °C inkubiert. Im Anscldun die Dephosphorylierung wurde die Vektor-

DNA unter Verwendung des Nucleospin Plasmid Kitshnielerstellerangaben gereinigt.

2.3.6 Oligosubklonierung
DNA-Fragmente kleiner als 50 Basenpaare (bp) wutdmr Oligosubklonierung in die linearisierten

Vektoren eingefiigt. DeAnnealing-Ansatz bestand aus 5 pl 10x Annealinged?(LlO0 mM Tris pH
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7,4; 1 M NaCl), 5 ul eines jeden OligonukleotiddigOs) (100 pM Stammlésung) und 35 pl gdH
und wurde fir 5 min bei 95 °C inkubiert. Im Weiteneurde die Temperatur in 5 °C-Schritten von 95
°C bis auf RT reduziert. Fir die anschlieRende phaylierung der Oligos wurde T4 Polynukleotid-
Kinase (PNK) verwendet. Der Standard-Reaktionsansastand aus 2 pl Oligo-Duplex-Mixtur, 0,3
pl einer 100 uM ATP-Stammldsung, 10 U PNK, 2 pl BMXK-Puffer sowie 14,7 pl ddi®@. Der
Reaktionsansatz wurde fir 30 min bei 37 °C inkubigefolgt von 5 min bei 65 °C. Nach erfolgter
Hitzeinaktivierung wurde dem Reaktionsansatz 18ddH,O hinzugefugt. Fur eine Ligation wurden
jeweils 2 pl der 1:10-Verdinnung sowie 50 bis 1§0das linearisierten, dephosphorylierten Vektors

verwendet.

2.3.7 Ligation
Zwei passende DNA-Enden wurden durch Ligation kewaimiteinander verknipft. Voraussetzung

fur eine erfolgreiche Ligation ist, dass die zubiedenden DNA-Bereiche zueinander passen und eine
Dephosphorylierung des Vektors (siehe Abschnits}.3

DNA-Fragment und Vektor wurden in einem 1:3-Verh#lt ligiert. Weiterhin wurden dem
Ligationsansatz 1 U T4 DNA-Ligase und eine entdmeaede Menge an 10x Ligationspuffer
hinzugefiigt. Durch die Zugabe von ddHwurde ein finales Volumen von 15 pl erreicht. Die
Inkubation der Ligationsanséatze erfolgte Uber Nao#t 8 °C oder fiur 2 bis 4 h bei RT. Zur

Transformation Cd-kompetenter Zellen wurde jeweils der gesamte iogaansatz eingesetzt.

2.3.8 Kolonie-PCR-Screening
Kolonie-PCR-Screening wurde zur Uberpriifung vontBaknkolonien auf das richtige Insert

angewendet. Zu diesem Zweck wurde ein wenig Zeimedteiner Bakterienkolonie zu einem
PCR-Ansatz gegeben (vergleiche Abschnitt 2.3.1)etsten Denaturierungsschritt der PCR
(95 °C) wurden die Zellen aufgebrochen und die DikAgesetzt. Im PCR-Ansatz befindet
sich ein Primer-Paar, das an die flankierenden afskfjuenzen des Inserts bindet. Mit einer
sterilen Pipettenspitze wurde Material einzelner ktBaerenkolonien von einer
Transformationsplatte entnommen und in Vertiefungeer 96-Well-Platte, befullt mit 80 pl
LB-Medium und dem entsprechendem Antibiotikum gegelie 96-Well-Platte wurde fir 2

h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Ein Kolonie-PGRndard-Ansatz bestand aus einer
entsprechenden Menge 10x Reaktionspuffer, 75 pMujdeotid und 1 pM pro Primer und
wurde mit ddHO auf ein entsprechendes Endvolumen aufgefilljedem Ansatz wurden 2
pl Bakteriensuspension hinzugefigt und die PCR ndem unter Abschnitt 2.3.1
beschriebenen Standard-Programm durchgefuhrt. OR-Produkte werden mittels Agarose-
Gel-Elektrophorese analysiert (siehe Abschnitt2).8nd anschlie3end gereinigt (vergleiche
Abschnitt 2.3.3).
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2.3.9 Escherichia coli Ubernacht-Kultur
Um eine flissige LB-Ubernacht-Kulturen anzuimpfeniyden einzelne Bakterienzellen von einer LB-

Platte oder Zellmaterial eineEscherichia coli Glycerol-Stammkultur (siehe Abschnitt 2.3.10)
entnommen. Die Inkubation der Flussigkultur erfeldgtber Nacht (G.N.) bei 37 °C und 200 rpm.

Wenn erforderlich, wurde dem LB-Medium ein oder neebd Antibiotika zugesetzt.

2.3.10 Escherichia coli  Glycerol-Stammkulturen
Zur Herstellung eineEscherichia coli Glcerol-Stammkultur wurden 900 pl einEscherichia coli

Ubernacht-Kultur (siehe Abschnitt 2.3.9) sowie 9fl0sterile Gycerol-Stammkultur Lésung (50 %
Glycerol, 10 mM Tris pH 8,0; 50 mM Mgglin einem Cryo-Gefal3 vermischt und in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Langzeit-Lagerung @glcerol-Kulturen erfolgt bei -80 °C.

2.3.11 Isolierung von Plasmid-DNA aus  Escherichia coli Kulturen fir
Mini-Screens
Um ausreichende Mengen an Plasmid-DNA zu gewinwvemde eine 5 mlEscherichia coli

Ubernachtkultur angelegt (vergleiche Abschnitt @.3.Die gesamte Ubernacht-Kultur wurde
anschlieRend in ein 15 ml Falcon-Gefafd Uberfikirt 5fmin bei 5 000 x g und RT zentrifugiert und
das Bakterienpellet in 100 pl 5x TE-Puffer pH 8, *Puffer (enthalt RNase) geldst. Die Lyse der
Escherichia colizellen wurde durch die Zugabe von 200 ul aus O,RI&DH mit 1 % SDS erreicht.
Durch mehrmaliges Invertieren des Reaktionsgefiffede der Reaktionsansatz durchmischt und fir
5 min bei RT inkubiert. Die Zelllyse wurde durcledfugabe von 150 pl 3 M Kaliumacetat pH 4,8
gestoppt. Das Reaktionsgefald wurde mehrmals ievernd fir 5 bis 10 min auf Eis inkubiert. Im
nachsten Schritt erfolgte die Zentrifugation dedllysats (10 min, 20 000 x g, RT) und die
Uberfuihrung des Uberstands in ein neues 1,5 ml figpéreaktionsgefal. Die Prazipitation der DNA
wurde durch die Zugabe von 800 pl -20 °C kaltegrspanol zum Uberstand erreicht. Nach
Beendigung der anschlie3enden Inkubationszeit fiis 30 min auf Eis, wurde die DNA durch einen
Zentrifugtionsschritt (20 min, 20 000 x g, 4 °C)llpgert, anschlielend mit 500 pl 70 % Ethanol
gewaschen, gefolgt von einem ein weiteren Zentaifiogsschritt (10 min, 20 000 x g, 4 °C). Nach
grundlicher Entfernung des Ethanols wurde das DNAePbei 50 °C getrocknet und in 30 pl sterilem
ddH,O aufgenommen. Fir einen anschlielenden analytisdRestriktionsverdau (vergleiche
Abschnitt 2.3.4) wurden 3 pl der DNA-L6sung verwend

2.3.12 Mini- und Midi-Plasmid-DNA Praparation aus  Escherichia coli
Fur die Minipraparationen von Plasmid-DNA wurden @@ Escherichia coli Ubernacht-Kultur

(vergleiche Abschnitt 2.3.9) bendétigt und das WizBlus SV Minipreps DNA Purification System
Kit nach den Angaben des Herstellers verwendet. Aufreinigung gréRere DNA-Mengen (Midi-

Praparationen) von héherer Qualitat, wie z.B. fértransfektion von tierischen Zellen benétigt wird

51



Material und Methoden

wurden Plasmid-DNA aus 100 bis 150 Edcherichia coliUbernacht-Kultur mit dem NucleoBond

Xtra Midi/Maxi Kit nach Herstellerangaben gereinigtir die Praparation von DNA, die auch fir die
Transfektion von primaren Neuronenkulturen verwénderden kann, wurde die Endotoxin-freie
Variante des NucleoBond Xtra Midi/Maxi Kits verwetdvergleiche Abschnitt 2.1.3).

2.3.13 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren
Die aromatischen Ringe der Nukleinbasen adsorbierefnt von 260 nm. Die Absorption wurde

photometrisch bei 260 nm bestimmt. Die DNA-L6sungrae 1:100 in ddkD mit einem finalen
Volumen von 100 ul verdinnt und in einem Eppend@ioiphotometer vermessen. Die Berechnung

der DNA-Konzentration erfolgte durch die folgendeiGhung (1):

Gleichung 1: c= 'zAsz Verdunnungsfaktor x 50 ng/ul 1 O%Igz 50 ng/pul
2.3.14 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden durch MWG Biotech. dgettihrt. Flr eine Sequenzierungsreaktion
wurden 1,5 pg DNA bendtigt, die vor dem Versand/&G Biotech. bei 50 °C eingetrocknet wurden.
Zur Sequenz-Analyse wurde das DNA STAR Software kétacsowie NCBI Blast Tools
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/yerwendet.

2.4 Mikrobielle Methoden

2.4.1 Kultivierung von Mikroorganismen

2.4.1.1 Escherichia coli
Escherichia colzellen wurden zur Amplifikation von Plasmid-DNA weendet und zu diesem Zweck

in LB-Medium (siehe Abschnitt 2.2.1) angezogen. Zheterologen Genexpression sowie zur
Proteinreinigung wurden diEscherichia coliZellen in 2x YT-Medium (vergleiche Abschnitt 2.2.1)
kultiviert. Das verwendete Medium wurde bei 121f8€ 15 min und 1 bar sterilisiert und, falls es
notwendig war, wurden die folgenden Antibiotikadien angegebenen Endkonzentration dem Medium
nach dem Autoklavieren hinzugefigt: 100 pg/ml Anilanc 50 pg/ml Kanamycin, 25 pg/ml
Chloramphenicol. Generell wurden disscherichia coliin Flissig-Kulturen bei 37 °C und 200 bis
250 rpm oder auf Medium-Platten mit 1,4 % Agar ikigtt.
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2.4.1.2 Préaparation kompetenter Zellen und Transfor  mation

2.4.1.2.1 Herstellung chemisch kompetenter Escheric  hia coli Zellen
Voraussetzung fur eine erfolgreiche Transformat&ind hochkompetente Zellen, die wie folgt

prapariert wurden. 50 ml LB-Medium wurden ragcherichia coliTOP10, BL21 oder ER2566 Zellen
beimpft. Nach dem Erreichen einer optischen Dislote ODyo ~ 0,4 wurden die Zellen fir 10 min bei
5000 x g (4 °C) pelletiert, in 10 ml 0,1 M Ca@suspendiert und anschlieend fiir einen Zeitraum
von 15 bis 30 min bis zu 3 h auf Eis inkubiert. Bmiterer Zentrifugationsschritt folgte (10 min, 5
000 x g, 4 °C), die Bakterien wurden in 2 ml eifigh M CaC}-Losung aufgenommen und aliquotiert.
Die Aliquots wurden entweder sofort fur Transforiroaén verwendet (vergleiche Abschnitt 2.4.2.2),
oder durch den Zusatz von sterilem Glycerol mieeiandkonzentration von 10 % fiir eine Langzeit-
Lagerung vorbereitet. Dazu wurden die Aliquots liis$igem Stickstoff schockgefroren und

anschliel3end bei -80 C gelagert.

2.4.1.2.1.1 Transformation chemisch kompetenter Esc  herichia coli Zellen
Eine Transformation beschreibt den passiven Transfie DNA. Pro Transformationsansatz wurden

100 ul CaGl-kompetenterEscherichia coliZellen verwendet (vergleiche Abschnitt 2.4.2.1je Dei
-80 C gelagerten, Gakompetenten Zellen wurden fiir diesen Zweck auf Bifgetaut und
anschliel3end mit einer Ligationsreaktion oder HO16i0 ng gereinigter Vektor-DNA vermengt. Nach
einer 30-mindtigen Inkubation auf Eis wurden didlefebei 42 °C fur 1 min inkubiert, anschlie3end
erneut fir 5 bis 10 min auf Eis inkubiert. Nach tdubation wurde zu den Zellen 900 ul flussiges
LB-Medium hinzugegeben, gefolgt von einer Inkubatfér 45 bis 60 min bei 37 °C und 200 rpm.
AnschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugafii@n3 min bei 5 000 x g pelletiert, die Bakterien
in ca. 50 ul LB-Medium aufgenommen und anschlief@rfceiner selektiven LB-Platte ausgestrichen.
Die Inkubation der selektiven LB-Platten erfolgteetiNacht bei 37 °C.

2.5 Protein-biochemische Methoden

2.5.1 Expression rekombinanter Proteine in  Escherichia coli
Zur Expression von GST- oder RiBusionsproteinen wurde eine Ubernacht-Kultur mémd

entsprechendeBscherichia colExpressionsstamm beimpft, am darauf folgendenIf2@in 2x YT-
Flissigmedium mit dem entsprechenden Antibiotikuendiinnt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C
und 180 rpm. Wurde eine Qf3dvon 0,6 bis 0,8 erreicht, so konnte die ExpresdenFusionsproteine
durch die Zugabe von IPTG mit einer finalen Koneatidn von 500 uM IPTG induziert werden. Mit
der Inkubation wurde fur weitere 2 bis 4 h fortden. Nach der Induktion der Expression der GST-
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PIPKIy-p90-Konstrukte (Aminoséaure 451-668) wurde die Terapur von 37 °C auf 25°C reduziert
und die Kulturen fir 5 h bei 180 rpm inkubiert. Meakterien wurden anschlie3end sedimentiert (15

min, 6 800 x g, 4 °C) und bis zu ihrer Verwendueg-20 °C gelagert.

2.5.2 Aufreinigung rekombinanter GST- und His  g-Fusionsproteine

2.5.2.1 Proteinreinigung im Batch-Verfahren
In der Regel wurde 1/4 Liter Bakterienkultur in 3Bl 1x PBS-Puffer gel6st sowie PMSF

(Endkonzentration 1 mM), eine Spartelspitze Lysozymd 100 U Benzonase-Endonuklease
hinzugegeben. Wahrend der Reinigung von GST- usglfHlisionsproteinen wurde mit finalen NaCl-
Konzentrationen von 0,2 bis 1 M gearbeitet.

Im nachsten Schritt wurde die Bakteriensuspendioril® min bei 4 °C inkubiert und anschlie3end
Detergenz, Triton X-100 oder CHAPS, hinzugefiigte Binalen Konzentrationen der eingesetzten
Detergenzien lagen zwischen 0,5 bis 1 %. Das Lwsatle nach einer weiteren Inkubation (20 min, 4
°C) fur 1 min sonifiziert (100 %oower, 50 % duty cycl¢ und im Anschluss an eine 15-minltigen
Zentrifugation (6 800 x g, 4 °C) wurde der klaredifiand mit der entsprechenden Affinitatsmatrix
inkubiert. Im Batch-Verfahren wurden GST-bindendeepl@arose (Novagen) und Nickel-
Affinitatsmatrix (Sigma) verwendet, 400 pl der MsatBuspension wurden pro Y% Liter
Expressionskultur eingesetzt. Vor Zugabe des Bigktigsats wurde die Matrix in 10 ml 1x PBS-
Puffer mit 0,1 % Detergenz gewaschen. Die Bindummm \His-Fusionsproteinen an Nickel-
Affinitatsmatrix fand in der Anwesenheit von Imiddznit einer Endkonzentration von 5 bis 10 mM
statt. Die Bakterien-Lysate wurden zusammen mitAdénitatsmatrix fur 1 bis 2 h bei 4 °C inkubiert.
Im Anschluss wurde die Affinitatsmatrix durch Zefugation (3 min, 1 000 x g, 4 °C) sedimentiert
und drei bis vier Mal mit dem Puffer, der auch fiie Bindung der Fusionsproteine an die
Affinitatsmatrix verwendet wurde, gewaschen. Nackmd letzten Waschschritt wurde die
Affinitatsmatrix in ein neues 1,5 ml Eppendorfreakigefal’d tberfihrt. Ab diesem Schritt konnte das
an der Matrix immobilisierte Protein direkt im Expeent verwendet werden (siehe Abschnitt 2.5.5,
Abschnitt 2.5.7 und Abschnitt 2.5.8), oder es gtikine Elution des Proteins von der Matrix.

Wurde das immobilisierte Protein direkt verwendst, wurde der Uberstand bis auf ein Mal das
Volumen der Affinitatsmatrix entfernt. Die Konzeation der Fusionsproteine wurde mittels
Bradford-Assay (siehe Abschnitt 2.5.3) ermitteltm | Fall von GST-C-u2 wurde die
Proteinkonzentration mit Hilfe von SDS-PAGE (veighe Abschnitt 2.5.10) bestimmt. Zur Elution
der an die Affinitatsmatrix gebundenen Proteinedeudie Matrix im doppelten Volumen in GST (20
mM Tris pH 8,0; 100 mM NaCl oder 1x PBS-Puffer; r2®1 reduziertes Glutathion)- oder Hi&00

bis 500 mM NaCl, 300 bis 400 mM Imidazol, 25 % @&sio in 1x PBS-Puffer)-Elutionspuffer
aufgenommen. Die Elution der Fusionsproteine etéofgr 30 min bei 4 °C. AnschlieRend wurde die

Matrix bei 1 000 x g und 4 °C fir 3 min sedimerttiesder Uberstand abgenommen und die
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Affinitatsmatrix erneut im zweifachen Volumen regesdiert. Beide Elutionsfraktionen wurden
vereint und die Proteinkonzentration bestimmt. Bchsten Schritt wurde das Eluat zentrifugiert (20
000 x g, 4 °C, 5 min), um die noch in der Protesolg verbliebene Matrix zu pelletieren. Zur
Entfernung von Imidazol und Glutathion, die Veramo der Salzkonzentration oder des
verwendeten Puffers wurde durch eine Dialyse deteifr-Losung erreicht. Die Dialyse erfolgte tber
Nacht gegen 3x 1 Liter des gewiinschten Puffers. Anschluss an die Dialyse fand ein
Ultrazentrifugationsschritt (15 min, 184 000 x g,°@) statt, um prazipitiertes Protein aus dem
Uberstand zu entfernen. Die Proteinkonzentratiorrdeuerneut bestimmt. Zur Lagerung der
Fusionsproteine wurde der Proteinlésung Glycerd emer Endkonzentration von 20 bis 50 %
beigefugt. Die Proteinlosung wurde anschlieRendquatiert und im flussigen Stickstoff

schockgefroren. Die Aliquots konnten nun bei -80g¥lagert werden.

2.5.2.2 Affinitatschromatographie (  Fast protein liquid chromatography , FPLC)
Fir die Reinigung groRerer Mengen an rekombinan®eoteinen wurde das Akta Liquid

Chromatography System (Amersham Biosciences) bertite Reinigungsschritte wurden bei 4 °C
durchgefuhrt und kommerziell erhaltliche Saulens{Hap, GSTrap,) nach Angaben des Herstellers

verwendet.

2.5.2.3 Ausschlusschromatographie (Gelfiltration)
Im Anschluss an die Affinitadtschromatographie (FPlM@rden die rekombinanten Proteine einem

weiteren  Reinigungsschritt  durch ~ GrofRenausschlugs@tographie  unterzogen, um
Verunreinigungen zu entfernen und/oder einen Pu#ehsel durchzufiihren. Es wurde eine Superdex

200 Saule (Amersham Bioscience) nach Angaben destdflers verwendet.

2.5.3 Bradford-Assay zur Proteinbestimmung
Die Konzentrationsbestimmung einer Proteinlésungnkaach Bradford (1976) erfolgen. In diesem

Assay wird Coomassie Brillant Blau G250 als Fartisterwendet, dessen Absorptionsmaximum sich
in der Gegenwart von Proteinen von 465 nm zu 565 verschiebt. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wurde ein Teil der Proteinfigsl:10 verdinnt und 10 pl der Verdiinnung zu
990 pul einer 1x Bradford-Losung hinzugegeben. Esdlevimmer eine Doppelbestimmung der Proben
durchgefuhrt. Vor der Messung wurden die Probendguthmischt und fir 10 min bei RT inkubiert.
Zunachst wurde die Absorption der 1x Bradford-Ldsais Leerwert bestimmt und dann die Proben
vermessen. Aus den Absoptionswerten konnte mit eHikiner BSA-Standardkurve die

Proteinkonzentration der Proben berechnet werden.
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2.5.4 Photometrische Proteinbestimmung
Die Konzentration von reinen und hoch konzentrieReoteinldsungen wurde durch die Messung der

Absorption bei einer Wellenlange von 280 nmgquantifiziert. Bei dieser Wellenlange absorbieren
die aromatischen Aminosauren Tryptophan und Trpacdsi geringerem MalR3 auch Phenylalanin. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein et Proteinldsung 1:50 bis 1:100 in einem
Volumen von 100 ul verdinnt und in einer Klvetté incm Schichtdicke bei 280 nm vermessen. Die
Konzentration einer Proteinldsung wurde mit Hillesd_ambert-Beer'schen Gesetzes bestimmt. Das
Lambert-Beer’'sche Gesetz (Gleichung 2) beschrabtalisammenhang zwischen der Absorption von

Licht und der Konzentration eines absorbierendéaliastoffes.

Gleichung 2: A=xdxc

A = Absorption; € = molarer, dekadischer Extinktionskoeffizierd; = Pfadlange in cmgc =

Konzentration der absorbierenden Substanz

2.5.5 Quervernetzung von GST-Fusionsproteinen an GS  T-bindende
Sepharose

Als Vorbereitung auf die Affinitatsreinigung polylialer Antikdrper aus Kaninchen-
Antiseren (vergleiche Abschnitt 2.5.12) wurden G8I&ionsproteine nach vorheriger
Reinigung (vergleiche Abschnitt 2.5.2.1) kovalemt@ST-bindende Sepharose gebunden. Als
Crosslinker wurde Disuccinimidylsuberat (DSS) voer& verwendet. DSS reagiert mit
primaren Aminen von Aminoséauren (freieAminogruppe am N-Terminus von Proteinen
odere-Aminogruppen der Lysinreste) unter Bildung einenidbindung und Abspaltung von
N-Hydroxysuccinimid.

Fir eine Crosslinker-Reaktion wurden 2 mg Fusiootgm, gebunden an 800 pl 50 % GST-bindende
Sepharose, mit 2 mM DSS (Stammlésung: 200 mM DSBMSO) versetzt und fir 2 h bei 4 °C
inkubiert. Durch die Zugabe von Tris pH 7,4 (Endkemtration 50 mM) wurde ungebundenes DSS
wahrend einer 20-minltigen Inkubation bei RT gelmmd Nach funf Waschschritten mit
Resuspensionsuffer (50 mM Tris pH 7,4; 150 mM N&0O,mM reduziertes Glutathion) folgte ein
weiterer ohne Glutathion. AnschlieRend wurden ditnatsmatrix in eine 5 ml Einweg-Polyethylen-
Saule (Pierce) Uberfihrt und bei 4 °C bis zur Verueng in Waschpuffer ohne Glutathion mit 0,02 %
Na-Azid gelagert.

2.5.6 Praparation von Proteinextrakten aus Rattenhi  rn
Alle Schritte wahrend der Praparation von Protdiséken aus Rattenhirn wurden bei 4 °C

durchgefinhrt.
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2.5.6.1 Préaparation von Rattenhirnextrakt
In der Regel wurde Rattenhirnextrakt aus 1 bis #eRhirnen hergestellt. Die Organe wurden in 10

ml kalten Homogenisationspuffer (siehe Abschnit2). mit PMSF (Endkonzentration 1 mM) sowie
mammalian protease inhibitor cockt#B pl/ml, Sigma) aufgenommen und mittels einess@leaflon-
Homogensators durch 10 bis 12 Sto3e bei 900 rpnogenisiert. Im néachsten Schritt wurde das
Homogenat fir 10 min bei 1 000 x g zentrifugiertn wmicht homogenisiertes Material, grofRe
Zellbruchstiicke, Myelin sowie Nucleoli zu entfern®urch Zusatz von 5x Pulldown-Puffer (siehe
Abschnitt 2.2.2) wurde der Uberstand auf 20 mM HERH 7,4; 100 mM NacCl, 2 mM Mg&lnd 1

% Triton X-100 eingestellt. Zur Solubilisierung ddembranproteine wurde das Detergenz Triton X-
100 hinzugesetzt. Der Extrakt wurde fur 10 min Bigf inkubiert und anschlie3end fiir 15 min bei 43
500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde aberraalstrifugiert (15 min, 184 000 x g). Wahrend der
letzten beiden Zentrifugationsschritte wurden diehin l6slichen Membranbestandteile und
Zellbruchstiicke entfernt, alle tibrigen solubiliséer Bestandteile befinden sich im Uberstand. Nach
Beendigung des letzten Zentrifugationsschrittesdeudie Proteinkonzentration des Uberstandes

durch den Bradford-Assay bestimmt und fur nachfadteExperimente verwendet.

2.5.6.2 Praparation von Rattenhirnsynaptosomenextra  kt
Wie auch schon bei der Praparation von Proteinktgina aus Rattenhirn wurden alle

Préaparationsschritte bei 4 °C durchgefiihrt. ZupRrétion von Rattenhirnsynaptosomextrakt wurden
Rattenhirne in Homogenisationspuffer (siehe Abdthn2.2.2) mit Zusatz von PMSF
(Endkonzentration 1 mM) unanammalian protease inhibitor cocktafB pl/ml) aufgenommen
(vergleiche Abschnitt 2.5.6.1) und homogenisiedr Dachfolgende Zentrifugationsschritt fir 10 min
bei 1 000 x g diente der Entfernung von nicht hoemigjertem Material, groRen Zelltrimmern,
Myelin und Nucleoli aus dem Homogenat. Der Ubemtamirde abermals zentrifugiert (20 min, 14
600 x g). Die sedimentierten Synaptosomen wurdedGnml Homogenisationspuffer mit PMSF
(Endkonzentration 2 mM) undnammalian protease inhibitor Cockta{3 pl/ml) vorsichtig
resuspendiert und ein weiteres Mal bei 14 600 2@rtin) zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
gewaschenen Synaptosomen in 5 ml Homogenisatidiespufmit zugesetztem PMSF
(Endkonzentration 1 mM) unchammalian protease inhibitor cocktdiB pl/ml) resuspendiert und
durch die Verwendung von 5x Pulldown-Puffer aufediimale Konzentration von 20 mM HEPES pH
7,4; 100 mM NacCl, 2 mM MgGleingestellt. Die Detergenzien Triton X-100 und GF&wurden mit
finalen Konzentrationen von 0,5 bis 1 % eingesezt dienten zur Solubilisierung der Synaptosomen
(20 bis 40 min Inkubationszeit, bei 4 °C). AnscRkad wurden alle nicht l6slichen Bestandteile aus
dem Synaptosomenextrakt durch zweimaliges Zentefeg, zuerst bei 5 000 x g. (15 min) und im
zweiten Schritt bei 184 000 x g (15 min), entfeidr Proteingehalt des Synaptosomextraktes wurde

durch den Bradford-Assay quantifiziert und fizchfolgendd&xperimente verwendet.
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2.5.7 Affinitatsreinigung aus Extrakten von Rattenh irnen (Pulldown)
Rattenhirnextrakt und Synaptosomenextrakt aus Rdtteen wurden wie unter Abschnitt 2.5.6

beschrieben, prapariert und einer bestimmten Mefge GST-Fusionsprotein, immobilisiert durch
GST-bindende Sepharose, hinzugefugt.

Fur GST-Pulldowns wurden 1 bis 3 mg Rattenhirnéktrasowie 0,5 bis 2 mg
Rattenhirnsynaptosomextrakt eingesetzt. Die Memggeamwendeten GST und GST-Fusionsproteine
lag zwischen 20 pg bis 150 pg. Der Pulldown-Ansatzde fur 1 bis 1,5 h bei 4 °C inkubiert und
anschliel3end fir 3 min bei 1 000 x g und 4 °C zewgfiert. Im Folgenden wurde die Matrix drei Mal
mit Pulldown-Puffer mit Detergenz sowie ein weitetdal ohne Detergenz gewaschen. Nach dem
letzen Waschschritt wurde der Uberstand vorsichtig einer Hamilton-Pipette entfernt, die
Affinitatsmatrix in 40 bis 100 pl 1x SDS-Ladepuff@afgenommen und fiir 5 min bei 95 °C erhitzt.
Die Eluate wurde in einer SDS-PAGE aufgetrennt mnittels Western-Blot analysiert.

2.5.8 In vitro- Bindungsexperimente
Die direkte Interaktion von Proteinen wuride vitro durch chromatographische Affinitatsreinigung

untersucht. Hierbei wurde ausschlieBlich rekomhkiearProtein eingesetzt. 7 pg bis 50 ug GST-
Fusionsprotein, gebunden an GST-bindende Sephanasie mit 7 pg bis 20 pg Higusionsprotein

in Pulldown-Puffer (20 mM Tris pH 7,4; 100 bis 180M NaCl, 5 mM Imidazol, 2 mM MgG) mit
0,05 bis 1 % Trixon X-100, CHAPS und Tween20 inlaubilnkubation, Waschen, Elution sowie die
anschlielende Analyse der durchgefuhrten Bindumgsewrente erfolgte wie unter Abschnitt 2.5.7

beschrieben.

2.5.9 Immunprazipitation
Zur Isolation nativer Proteinkomplexe aus Proteirekten transfizierter Zellen (HeLa, Cos7 oder

Hek293) und aus Rattenhirnextrakt wurden Koimmuzpitationsexperimente durchgefihrt. Pro
Ansatz wurden 30 pl Protein A/G Plus Agarose Matanta Cruz Biotechnology) zwei Mal mit je 1
ml 1x PBS-Puffer gewaschen. Die Protein A/G Pluswdge Matrix wurden durch Zentrifugation (3
min, 1 000 x g, 4 °C) sedimentiert und anschlieBend 5 bis 10 pg Antikorper pro
Koimmunprazipitationsreaktion in einem Volumen vbml 1x PBS-Puffer versetzt. Die Bindung der
Antikorper erfolgte entweder fur eine Stunde beidRlEr tber Nacht bei 4 °C.

Nach Abschluss der Reaktion wurden die Matrix zwtal mit IP-Puffer (20 mM HEPES pH 7,4; 100
mM NaCl, 2 mM MgC}) ohne Detergenz und ein weiteres Mal mit 1 % Tri¥6100-haltigen IP-
Puffer gewaschen. Proteinextrakte von Kultur-Zellemden mit 1 % Triton X-100-haltigen IP-Puffer
hergestellt, die Praparation von Rattenhirnexteafblgte wie unter Abschnitt 2.5.6 beschrieben. Im
Regelfall wurden 500 pg bis 1 mg Zellextrakt bzwbis zu 17 mg Rattenhirnextrakt mit der
Affinitatsmatrix in einem finalen Volumen von 1 ki 4 °C fur eine Dauer von 1 bis 6 h inkubiert.

Durch 3-minitige Zentrifugation bei 1 000 x g undG wurde die Protein A/G Plus Agarose Matrix
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sedimentiert und anschlielend drei Mal mit Detezxgmaitigen Puffer gewaschen. Anschliel3end
folgten zwei weitere Waschschritte mit Puffer olidetergenz. Nach dem letzen Waschschritt wurde
der Uberstand vorsichtig mit einer Hamilton-Pipettetfernt und die Matrix mit 40 ul 1x SDS-
Ladepuffer versetzt. Die Proben wurden anschlieffén& min bei 95 °C erhitzt, durch SDS-PAGE

aufgetrennt und mittels Western-Blot analysiert.

2.5.10 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PA  GE)
Polyacrylamid-Gele wurden in Konzentrationen vohig 14 % Acrylamid im Trenngel und 3 % im

Sammelgel unter Verwendung entsprechender Puffergl@iche Abschnitt 2.2.2) hergestellt.
Proteinproben wurden in 1x SDS-Ladepuffer eluignt,5 min bei 95 °C denaturiert und anschlieRend
auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Die Elektroph®regurde in 1x SDS-PAGE-Puffer als
Laufpuffer und 20 bis 25 mA pro Gel durchgefiihradd Beendigung der Gel-Elektrophorese wurde
das Gel entweder fir Immunblotting (siehe Abschgi$.11) verwendet oder die aufgetrennten
Proteinbanden durch Féarbung mit Commassie BrilliBiau G250 (vergleiche Abschnitt 2.2.2)
sichtbar gemacht. Die Entfernung unspezifischerbidgen erfolgte durch Verwendung von

Entfarberlésung.

2.5.11 Immunblotting
Durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine konnten dutlels semi-dry Blotting-Verfahren auf

Nitrozellulose-Membranen Ubertragen werden. Eint Blurde wie folgt ausgebaut: drei Lagen
Whatman Papier, mit Blot-Puffer 1x SDS-Laufpuffeafduchtet, wurden unter einer Nitrozellulose-
Membran platziert. Auf die Membran wurde das SDSSEAGel gelegt, gefolgt von drei weiteren
Lagen feuchtes Whatman Papier. Fir den TransferPdateine aus dem SDS-PAGE Gel auf die
Nitrozellulose-Membran wurde mit 1 mA/éi@#5 mA pro Gel) gearbeitet. Nach Abschluss siesi-
dry-Blotting wurden die Membran 5 bis 10 min mit eifeonceau S LOsung bei RT inkubiert.
Unspezifische Ponceau S Farbungen der Membran vaundé Waschen mit 1 % Essigsaure entfernt,
die gefarbten Proteinbanden durch Scannen dokuenentid die Membran fur 1 h in Block-Puffer
bei RT inkubiert. Anschliel3end wurde die Membrarezial in 1x TBS-Puffer gewaschen und mit
dem ersten Antikorper entweder fir 2 h bei RT dileer Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Antikrper-
Losung (primarer Antikorper verdinnt in Antikdrpedsung) wurde von der Membran entfernt und
fur weitere Anwendungen bei 4 °C gelagert. Im néaihsSchritt wurde die Membran drei Mal mit
Block-Puffer fiir 5 min bei RT gewaschen und ansffdind mit dem sekundaren Antikorper, frisch
verdinnt in Block-Puffer fir 1 h bei RT inkubiertAls sekundare Antikérper wurden
Meerrettichperoxidase bzw. alkalische Phosphaseppeidite Ziege anti-Maus oder Ziege anti-
Kaninchen Antikorper, in Abhangigkeit vom primar@ntikérper, verwendet und 1:5 000 bis 1:20
000 (HRP) bzw. 1:1 000 (AP) in Block-Puffer verdtinanschlieRend wurde die Membran zwei Mal

mit Block-Puffer sowie ein drittes Mal mit 1x TBS#fer gewaschen. Zur Visualisierung des
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sekundaren Antikorpers wurde die Membran mit demsgrachenden Enzymsubstrat inkubiert. Fir
sekundare HRP-gekoppelte Antikorper wurde ECL Dieiakreagenz (Amersham Biosciences) auf
die Membran aufgebracht. Durch die enzymatischekfiteaentstehende Chemilumineszenz durch
das Auflegen eines Chemilumineszenz-Films (HypafiCL, Amersham Biosciences) detektiert und
das Signal durch die Inkubation des Films in Enitbeic und Fixierungslosungen sichtbar gemacht.
Fur sekundare AP-gekoppelte Antikbrper wurde dieddellulose-Membran in TSM-Puffer (100 mM
Tris pH 9,5; 100 mM NaCl, 5 mM Mgég)l gewaschen und bis zur Visualisierung von Farbeand
AP-Entwickler-Losung (84 pl BCIP-Losung (20 mg/mB1 pl NBT-L6sung (50 mg/ml in 70 %
Dimethylformamid (DMF)) in 10 ml TSM-Puffer) inkudit. Die Reaktion wurde durch das Waschen
der Membran mit ddkD gestoppt.

2.5.12 Affinitatsreinigung polyklonaler Antikérper aus
Kaninchenserum
Polyklonale Antikbrper wurden mit einer Antigen-8uzur Verringerung unspezifischer

Kreuzreaktionen affinitatsgereinigt. Zu diesem Zweairde GST-PIPKI-p90 (Aminoséure 451-668)
aus 1/2 Liter Bakterienkultur gereinigt (sieche Asitt 2.5.2.1), an GST-bindende Sepharose unter
Verwendung von DSS (vergleiche Abschnitt 2.5.5)uelen und in eine 5 ml Einweg-Polyethylen-
Saule (Pierce) Uberfuihrt. Die Matrix wurde zwei Mgt 5 ml Waschpuffer A (50 mM Tris pH 7,4;
150 mM NacCl) gewaschen und das Serum bei 184 @DQL% min, 4 °C) zentrifugiert, bevor es in die
Saule transferiert wurde. Die Inkubation erfolgte fwei Stunden bei 4 °C. Vor der Elution der
Antikérper wurde die Matrix drei Mal mit 5 ml Wagahffer B (50 mM Tris pH 7,4; 500 mM NacCl)
gewaschen. Die gebundenen Antikdrper wurden zuhd&zhser eluiert. Dazu wurden 5 ml Glycin-
Puffer (100 mM Glycin pH 2,5) zu der Matrix gegebemd 1 ml Fraktionen in 1,5 ml
EppendorfreaktionsgefaRen aufgefangen, in denenul9@ M Tris pH 7,4 vorgelegt waren.
AnschlielRend wurde die Matrix mit 10 ml 15 mM Tp#l 8,8 gewaschen. Darauf folgend wurden
Antikérper von der Matrix basisch in einem Volumemn 5 ml eluiert. Zur Elution wurde NaOs-
Puffer (100 mM NgCO; pH 11,5) verwendet und die einzelnen Fraktionen 15 ml
Eppendorfreaktionsgefal3en aufgefangen, in dendnjsid00 pul 1M HCI sowie 100 pl 10x PBS-
Puffer befanden. Nach erfolgter Elution wurde diail® mit 15 ml 1x PBS-Puffer gewaschen und die
Matrix in 1 bis 2 ml 1x PBS-Puffer bei 4 °C bis miichsten Verwendung gelagert. Die Konzentration
der Antikorperfraktionen wurde bei 280 nm vermes@eny /1,4 = Proteinkonzentration mg/ml), die
Proben aller Fraktionen auf ein SDS-PAGE Gel auéggn und durch Coomassie-Farbung analysiert.
Elutionsfraktionen mit hohem Antikdrpergehalt unchimalen Verunreinigungen wurden vereint und
Uber Nacht bei 4 °C gegen 3 Liter 1x PBS-Puffetydiart. AnschlieRend wurde die Antikérper-
Losung zentrifugiert (15 min, 184 000 x g, 4 °Qnkentriert und die Proteinkonzentration erneut bei

280 nm bestimmt.
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2.5.13 Herstellung eines Gesamtzellextraktes tieris  cher Zellen aus der
Zellkultur

Fur die Praparation eines Gesamtzellextraktdraugro-Zellkulturen wurde das Medium entfernt und
die Zellen 1 Mal mit 1x PBS-Puffer gewaschen. Atiefend wurden die Zellen aus der Kulturschale
mit Hilfe eines Zellkratzers geldst und sedimenitfdrmin, 200 x g, RT). Das Zellpellet wurde in 2 m
1x PBS-Puffer gel6st, gefolgt von einem weiterentd&ugationsschritt (4 min, 200 x g, RT) und der
Aufnahme der sedimentierten Zellen in 1 ml IP-Pyffiem PMSF ((Endkonzentration 1 mM) und
mammalian protease inhibitor cocktdB pl/ml) zugesetzt waren. Die Zellsuspension wurdel10
StéRen durch einen Cell-Cracker (Kugeldurchmes8dd82 cm) aufgeschlossen. Das Homogenat
wurde zunéchst fir 15 min bei 20 000 x g (4 °C)tdfugiert, im zweiten Zentrifugationsschritt bei
184 000 x g (15 min, 4 °C). AnschlieBend wurde deerstand mit 0,2 % Triton X-100 erganzt und

der Proteingehalt des Gesamtzellextraktes durclBdadford-Assay bestimmt.

2.5.14 Zellfraktionierung tierischer Zellen aus der Zellkultur
Fur die Fraktionierung wurden Zellextrakte zunackse unter Abschnitt 2.5.13 beschrieben,

vorgegangen. Nach Lyse der Zellen mit einem Cedleker wurde das Homogenat bei 1 000 x g
zentrifugiert (10 min, 4 °C). Nach einer erneutemifugation (15 min, 184 000 x g ,4 °C) wurde der
Uberstand mit 1 % Triton X-100 versetzt, gefolgnwa@iner 15-minitigen Inkubation auf Eis. In der

Zwischenzeit wurde das Membranpellet in 1 ml IPf&umit 1 % Triton X-100 aufgenommen, 15

min auf Eis inkubiert und zehn Mal durch eRi&G Kantlezur vollstandigen Resuspension des Pellets
gezogen. Anschlielend wurde die beiden Zellfraktiiprdie Membran- und die zytosolische Fraktion
bei 200 000 x g (15 min, 4 °C) zentrifugiert undv@ls in ein neues Eppendorfreaktionsgefalr
Uberfuhrt. Vor der Verwendung der Zellfraktionen ivachfolgenden Experimenten wurde der

Proteingehalt durch den Bradford-Assay bestimmit.

2.5.15 PIPKI-Aktivierungsassay
Die Aktivitat der PIPKY-p90 kannin vitro untersucht werden. Hierzu wird das Produkt deKPTyp

l, PI(4,5)R radioaktiv durch die Verwendung voy]-f?P-ATP als Substrat markiert und anschlieRend
Uber Diinnschichtchromatographie von anderen Lipg#ggrariert. Das radioaktiv markierte Lipid kann
anschliel3end audioradiographisch erfasst und dizderi werden. Vor dem vitro-Untersuchung der
Kinaseaktivitat steht die Affinitatsreinigung dePRIy. Als Affinitatsmatrix wurde an GST-bindende
Sepharose gebundenes C-u2, ein bekannter Intersiticner der PIPKI (Krausst al, 2006),
verwendet. GST-C-u2 wurde wie unter Abschnitt 255 eschrieben aus 1/4 Liter Bakterienkultur
gereinigt. Fur die Affinitdtsreinigung wurden insgent 50 pg GST-Fusionsprotein und 250 pg
Hek293 Zellgesamtextrakt eingesetzt. Der Zellextrakrde aus Hek293FIp-In-Zellen, die stabil fur
HA-PIPKIy-p87 transfiziert waren, hergestellt (siehe Abstthth5.13). Es wurde der gleiche Puffer
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wie unter Abschnitt 2.5.9 beschrieben, verwendsdpg¢h wurde KCI anstatt NaCl verwendet. Die
Expression von PIPK4p87 steht unter Kontrolle eines Tet-Repressorswindl durch den Zusatz von
Doxyzyklin mit einer Endkonzentration von 1 puM irmlert. Die Zellen wurden in einer 15 cm
Kulturschale bis zur Konfluenz kultiviert und diggfession von HA-PIPKAp87 fur ca. 15 h erlaubt.
Die Bindung von HA-PIPKJ-p87 durch GST-C-p2 fand fir 1 h bei 4 °C statie diatrix
anschliel3end vier Mal mit Pulldown-Puffer (20 mMsTpH 7,4; 100 mM KCI, 2 mM MgG) ohne
Detergenz gewaschen. Nach dem letzen Waschschrittiendie Matrix in 1 mPulldown-Puffer mit 1

% Triton X-100 aufgenommen.

Um den Einfluss von Yx®-Sortiermotiven auf die Aktivitat der Typ | PIPKEu untersuchen, wurde
1/5 der Pulldown-Reaktion zusammen mit 100 uM Refitr 30 min auf Eis inkubiert. Das Substrat
der Kinase, PI(4)P (10 pg pro Ansatz) wurde in Mati/Chloroform/1 M Salzsaure (1:2:0,1)
aufgenommen und vollstéandig eingetrocknet. Derdfijmh wurde anschliel3end in Kinase-Puffer (1x
zytosolischer Puffer mit zuséatzlich 10 puM CaCind 0,2 % Triton X-100; 50 pl pro Ansatz)
rehydratisiert. Die Lipidlosung wurde sonifizie®,% min; 50 %duty cycle 60 % power) und
anschlieBend fir 30 min bei RT inkubiert. Anschéie@ wurde dem Substratgemisch 200 uM ATP
sowiey-*P-ATP (10 pCi pro Ansatz) hinzugefiigt. Pro Realdarsatz wurden 50 pl Substratgemisch
eingesetzt, die Reaktion fand fir 15 min bei 37st&t. Die Reaktion wurde durch den Transfer der
Proben auf Eis gestoppt und den Proben jeweils B0@ethanol/Wasser/konz. Salzsaure (20:20:1)
zugesetzt. Die Proben wurden flr 2 min kraftig dumsscht, 10 min bei RT inkubiert und
anschlieRend mit 550 ul Chloroform versetzt. Bdtesen wurden 30 sec durch kraftiges Schiutteln
gemischt und zentrifugiert (5 min, 1 200 x g, RAnschlielend wurden die wassrige und die
organische Phase jeweils in neue EppendorfreaktidaBe Uberfiihrt und die wassrige Phase ein
weiteres Mal mit 500 ul Chloroform versetzt, 1 rgut gemischt und zentrifugiert (5 min, 1 200 x g,
RT). Die wassrige Phase wurde anschlieRend vermodie beiden organischen Phasen vereinigt und
auf zwei Eppendorfreaktionsgefal3e aufgeteilt. Diganische Phase wurde erneut mit 500 pl
Methanol/Wasser/konz. Salzsaure (20:20:1) verseidtfir 1 min kraftig gemischt. Im Anschluss an
den nachfolgenden Zentrifugationsschritt (5 mir20D x g, RT) wurde die wassrige Phase verworfen
und die organische Phase vollstédndig evaporiertiass eine Lagerung der Proben bei -20 °C bis zu
ihrer Verwendung mdglich war.

Die Auftrennung der Proben erfolgte mittels eindasienaler Diinnschichtchromatographie. Als feste
Phase wurden HPTLC Silica Gel 6Qsf Platten (20 x 10 cm, Merck) verwendet. Vor der
Chromatographie wurden die Platten fir 30 min bEiilReiner 1 %igen Kaliumoxalat-Losung (1 %
(w/v) Kaliumoxalat, 40 % (v/v) Methanol; 60 % (v/dpiH,O, 2 mM EDTA H 8,0) inkubiert und tber
Nacht bei RT getrocknet. Vor dem Probenauftrag wardie Platten fir 1,5 bis 2 h bei 110 °C
getrocknet. Die Proben wurden in 15 pl Chlorofonfgenommen und vorsichtig auf die feste Phase
aufgetragen. Als Laufmittel wurde Chloroform/Acetidiethanol/Eisessig/Wasser (64:30:24:30:13)

verwendet und die Chromatographie nach 4 h gestBpptSilica-Platten wurden anschlieRend fir ca.
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1 h bei RT getrocknet, in Folie eingeschlagen unfl Multisensitive Cyclone Storage Phosphor
Screens(Packard Biosciences) positioniert. Der multisewsitCyclone Storage Phosphor Screen
wurde zuvor fir ca. 10 min auf einem Leuchttischereeriert. Die Exposition erfolgt fir mind. 48 h

unter vollstandigem Lichtabschluss und -80 °C. Detektion und die Quantifizierung des Signals auf
den Cyclone Storage Phosphor Screens erfolgte enit @yclone Autoradiography System (Packard

Biosciences).

2.6 Biophysikalische Methoden

2.6.1 Isothermale Titrationskalorimetrie
Die Methode der isothermalen Titrationskalorimetri@TC) wurde angewendet, um die

Bindungsaffinitdten unterschiedlicher von PIp4B0 abgeleiteter Peptide an die AP-2-Doménen C-
p2 und B2-Ohr zu bestimmen. ITC ist ein klassisches Vedahrum biologische Reaktionen
guantitativ zu untersuchen und thermodynamischeagtireiben. Bei einer Komplexbildung zwischen
zwei Biomolekilen geben die thermodynamischen Datém DissoziationskonstanteKy), freie
Energie {G), Enthalpie fH) und die Entropie A4S Informationen uber die Stabilitdt und
Stochiometrie des Komplexes. Die Messungen wurdgremer VP-ITC (MicroCal, Northampton,
USA) durchgefihrt. Das Kaloriemeter besteht ausrdieferenz- und einer Messzelle.

In der Messzelle wird die Probenlésung vorgelege #onstant gerihrt wird. Der
Interaktionspartner, hier PIP¥p90 abgeleitete Peptide, befindet sich in einent&p und
wird schrittweise in die Messzelle injiziert, sosdadie beiden Bindungspartner vermischt
werden und unter Komplexbildung miteinander intexsan kénnen. Die Referenzzelle ist nur
mit Puffer beflullt und fest verschlossen. Diese l&Zalient als Referenzpunkt fur die
empfindliche Messung einer Temperaturveranderung,ird der Messzelle stattfindet. Die
Temperatur der Zellen ist hoher als die der sorgsmmmostatisierte Umgebung auf, die Gber
einen messbaren Heizstrom kontrolliert wird, um konstant (isotherm) zu halten. Die
Bildung eines Protein/Peptid-Komplexes infolge tigektion des Peptids in die Messzelle
hat eine Veranderung der Temperatur zur Folge.T@mperatur in der Messzelle bei einer
Reaktion wird gemessen und der der Referenz amtfpegli Die dabei entstehende bzw.
verbrauchte Warmeenergie Q wird detektiert. Diear®IReaktionsenthalpi¢H® kann aus
der Flache der Titrationskurve und der Basislirestimmt werden (dargestellt in Gleichung
3):

T2
Gleichung 3: AH® = _[ QdT
T1
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mit  4H° = molare Enthalpie
Q = Warmeenergie
dT = Temperaturdifferenz

Mit der Information Uber die molare Enthalpie lasish die Standard-Gibbs-Energi&® berechnen.
Diese thermodynamische Grofe gibt Auskunft, ob eReaktion freiwillig ablauft (negatives
Vorzeichen) oder Energie hinzugefihrt werden mpssitives Vorzeichen) und lasst sich wie folgt
darstellen:

Gleichung 4: AG° =AH° -TAS= RTIn K,

mit  4G° = Gibbs-Energie

4AH°® = molare Enthalpie

T = Temperatur

4S° = molare Entropie

R = universelle Gaskonstante
Ka = Assoziationskonstante

Anhand von Gleichung 4 wird ersichtlich, dass diebs-Energie und die Assoziationskonstalte
einer Reaktion miteinander in Beziehung stehen. Gigbs-Energie ist von den Stoffmengen der
eingesetzten Reaktionspartner und der gebildeteteiRiPeptid-Komplexe abhangig und erlaubt eine
Aussage uber die Richtung der Gleichgewichtsrenktio

Gleichung 5: Ka = [Protein/Peptid] / [Protein] [Peptid]

Bezogen auf die Wechselwirkung der AP-2-Domanen2Cynd B2-Ohr mit den PIPKp90
abgeleiteten Peptiden kénnen anhand der GroReGléarhgewichtskonstanten Aussagen Uber die
Starke des gebildeten Protein/Peptid-Komplexesfjetr werden. Die Assoziationskonstamdg ist
reziprok zur Dissoziationskonstankg, der Reaktion. Je mehr Protein/Peptid-Komplexeiegen,

desto kleiner ist die Dissoziationskonstalite
Gleichung 6: Kp = [Protein] [Peptid] / [Protein/Peptid]

Die rekombinant hergestellten AP-2-Untereinheitep2ZZund32-Ohr wurden zuvor tUber FPLC und
Gelfiltration (beschrieben unter Abschnitt 2.5.2&d Abschnitt 2.5.2.3) gereinigt. Nach der
Reinigung wurden die Proteine und die Peptide gdgeh Liter Reaktionspuffer (20 mM HEPES pH
7,4; 200 mM NacCl) tber Nacht dialysiert. Nach déalizse wurden die Proteine und die Peptide bei
184 000 x g (15 min, 4 °C) zentrifugiert, die Piok®nzentrationen wurden bei 280 nm bestimmt und
auf Konzentrationen von 60 bis 100 uM (Protein) undi2 bis 1,5 mM (Peptide) eingestellt. Die
Konzentration der Peptide war in der Regel 12 Bisvial starker als die der verwendeten Proteine.

Vor der Messung wurden die verwendeten Losungeer iithren im Vakuum entgast, um Luftblasen
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wahrend des Experiments zu vermeiden. Die Prowimi§ wurde in die Messkammer einer VP-ITC
vorgelegt und die Peptid-Stammldsung in 30 Schwriiten je 10 pl zu dem Protein injiziert. Die
Messung wurde bei 25 °C durchgefiihrt. Die Injektenfiolgte Uber einen Zeitraum von 20 sec
Zwischen zwei aufeinander folgenden Injektionen jlageils ein Intervall von 300 sec, damit die
Kurve nach dem Ausschlag zur Basislinie zuriickketkennte. Die Losung in der Probenkammer
wurde mit 199 rpm durchmischt. Nach Abschluss des#ding wurde das Peptid in 30 Schritten von
je 10 pl in den verwendeten Puffer injiziert, ume dverdiinnungswéarme festzustellen. Alle
Reaktionswarmen wurden beziglich der molaren Mersgemjiziertem Peptid normalisiert und um
den Wert der Verdinnungswarme korrigiert, woduich die aus der Protein-Peptid-Wechselwirkung
resultierende Warme ergab. Die Daten der Titratiomerden unter Annahme einer Stochiometrie von
1 (ein AP-2pB2-Ohr-Molekdl bindet ein PIPKip90-abgeleitetes Peptid) ausgewertet. Die
Anpassung der korrigierten Daten erlaubte eine iBesting der Dissoziationskonstantépf und
wurden aus den Rohdaten in Origin 7.0 unter Verwagdeiner nicht-linearen Regressionsanalyse
nach dem One Set of SitédModell kalkuliert.

2.7 Zellbiologische Methoden

2.7.1 Generelle tierische Zellkultur
Tierische Zelllinien wurden in C&nkubatoren (Thermo Electron) bei 37 °C, 95 % feufthtigkeit

und 5 % CQ kultiviert. Es wurdeDulbecco’s modified Eagle’Bledium (DMEM, Lonza) verwendet.
Hek293-Zellen wurden in DMEM mit 1 g/l Glukose oh@&utamin kultiviert, Cos7- und HelLa-Zellen
hingegen in DMEM mit 4,5 g/l Glukose mit Glutamjedoch ohne Natriumpyruvat. Dem Medium
wurde aufRerdem 10 % Hitze inaktiviertes, fotaleadRiserum (FCS; 30 min bei 56 °C), 1 %
Penicillin-Streptomycin und, wenn erforderlich 1 Gbutamin zugesetzt. Den verwendeten stabilen
Zell-Linien wurden zusatzliche erforderliche Antibka hinzugefiigt (Hek293FIp-In HA-p87 und
Hek293FIp-In HA-p90: 10 pg/ml Blasticidin, 100 pd/hygroGold). Generell wurden die Zellen alle
3 bis 5 Tage passagiert. Hierzu wurden die adhémeftllen durch Trypsin/EDTA (Invitrogen) geldst

und 1:5 bis 1:20 verdiinnt in neue Kulturschalenfiiibet.

2.7.2 Herstellung von Glycerol-Kulturen tierischer Zellen
Zur Herstellung von Glycerol-Kulturen tierischer |lieien wurden die Zellen einer

konfluenten 10 cm Kulturschale mit 2 ml Trypsin/E®Gelodst. Trypsin/EDTA wurde durch
die Zugabe von 8 ml Medium inaktiviert, die Zellsedimentiert (4 min, 200 x g, RT) und
anschlieBend in 3 ml Einfrier-Medium (10 % DMSO, 90 FCS) aufgenommen. Die
Glycerol-Kulturen wurden zunéchst bei -80 °C geftagad nach 1 Tag bis zu einem halben
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Jahr in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.

2.7.3 Transfektion von Plasmid-DNA und siRNAs
Tierische Zellen wurden mit dem Transfektionsreagémvitrogen) Lipofectaminé 2000 mit

Vektoren, die Expression rekombinanter Proteinéidrischen Zellen erlaubten, transfiziert. Hierzu
wurden Zellen mit einer Konfluenz von 80 bis 90 #cim Angaben des Herstellers mit veranderten
DNA und Lipofectaminé 2000 Mengen (2,5 pg DNA und 5 pl Lipofectamin2000 pro 9,5 cf
Well) transfiziert. Die DNA/Lipofectaminé 2000-Komplexe wurden in Opti-MEM (Invitrogen)
prapariert und zu den Zellen in FCS- und Antibiatfkeiem Medium gegeben. Die Zellen wurden fir
4 h bei 37 °C und 5 % GOnkubiert, bevor das Medium gewechselt wurde. AilieBend wurden die
Zellen fur weitere 24 h bei 37 °C und 5 % {fkubiert.

Fiar Transfektionen von siRNA wurde Oligofectaminavitrogen) sowie 30 bis 50 % konfluente
Zellen verwendet. Fur effizientenockdowng> 90 %) wurde die Zellen zwei Mal mit sSiRNA imem

48 h Intervall transfiziert. Pro siRNA-Transfektgansatz wurden 5 pl Oligofectamine und 300 bis
400 pmol siRNA pro 9,5 ciiWell in Opti-MEM préapariert. Vor Zugabe der siRN@ligofectamine-
Komplexe zu den Zellen wurde das Medium gegen F@BAntibiotika-freies Medium ausgetauscht.
Das hierbei verwendet Volumen betrug die Hélfte desherig verwendeten Mediums. Die Zellen
wurden fur 4 h bei 37 °C und 5 % ¢@kubiert und anschlie3end mit 2x DMEM (zweifadienge

an FCS und Antibiotika) versetzt, so dass das Mediinterher wieder eine einfache Konzentration
an FCS und Antibiotika aufwies. Zwischen der ersied der zweiten Transfektion wurden die Zellen
passagiert. Experimente mit sSiRNA-behandelten Aellarden im Allgemeinen 48 h nach der zweiten
Transfektion durchgefihrt. Wurde wahrend der zweifeansfektionsrunde siRNA mit Vektor-DNA
kotransfiziert, so wurde Lipofectamine2000 anstatt Oligofectamine verwendet und die ®wei

Transfektionsrunde 24 h vor dem Experiment durdiigef

2.7.4 Transfektion primérer Neuronen
Primare Neuronen aus dem Hippocamausvitro kultiviert auf Deckglasern in 12-Well Platten

wurden an Tag 8 im vitro-Kultur (DIV8) transfiziert. Pro Well wurden 0,5 (Endotoxin-freie DNA
(siehe Abschnitt 2.3.12) und 1 pl Lipofectamin2000 in jeweils 50 ul Optimem verwendet. Die
DNA/Lipofectamine” 2000-Komplexe wurden zu den Zellen gegeben und fiibei 37 °C inkubiert.
Von den Zellen wurde zuvor die Halfte des Mediumeznt und bis zur weiteren Verwendung bei 4
°C gelagert. Nach der Transfektionszeit wurde dasmdfektionsmedium von den Zellen entfernt und
durch das konditionierte Wachstumsmedium ersetzé Fellen wurden an DIV14 fixiert und

immungefarbt (vergleiche Abschnitt 2.7.7).

2.7.5 Immunfluoreszenzfarbung
Bevor mit der Immunfluoreszenzfarbung begonnen emréionnte, mussten die Zellen auf den
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Deckglasern fixiert werden. Die Fixierung wurde fRikativ (vergleiche Abschnitt 2.2.2) fur 20 bis
30 min bei RT oder bei -20 °C 100 % Methanol furmid herbeigefuhrt. Darauf folgend wurden die
Zellen drei Mal mit 1x PBS-Puffer gewaschen und Bidck-L6sung (1x PBS mit 30 % Ziegenserum
und 0,3 % Triton X-100) zum Blocken und Permeaigiten behandelt. AnschlieRend wurden die
Zellen mit dem ersten Antikdrper in einer mit Pdnafausgekleideten Feuchtigkeitskammer inkubiert.
Fir jedes Deckglas wurden 30 bis 50 ul in Blockhiswerdiinnte Antikdrperlosung bendétigt. Die
Deckglaser wurden mit der Oberseite auf den Antigéiropfen platziert und fiir 1 h bei RT inkubiert.
Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden die Dkidey drei Mal in 1x PBS-Puffer gewaschen und
mit einem sekundaren Alexa-Fluor markierten Antieir (verdiinnt 1:100 in Block-Ldsung) fur 45
min bei RT wund Lichtabschluss inkubiert. Fir die kudbation wurde ebenfalls die
Feuchtigkeitskammer verwendet. Die Deckglaser wuidtei Mal mit 1x PBS-Puffer gewaschen und
anschlieRend auf Objekttragern aufgebracht. Higratde Immumount-Einbettungslésung (Thermo
Electron) mit dem Zusatz von 1 pg/ml DAPI verwendet

Um Hintergrundfarbung durch eine unspezifische Kirper-Bindung zu reduzieren, wurde in
manchen Fallen wéahrend der Immunfluoreszenzfarbumg Hochsalz-PBS-Puffer (vergleiche
Abschnitt 2.2.2) anstatt mit 1x PBS-Puffer gewasche

2.7.6 Immunfluoreszenzfarbung primarer Neuronen
Die Immunfluoreszenzfarbung von Neuronen erfolgielmeinem modifziertem Protokoll. An DIV14

wurden das Medium entfernt und die Neuronen zwel Maz mit 1x PBS-Puffer gewaschen,
anschlieBend mit Fixativ (siehe Abschnitt 2.2.2) R& inkubiert. Das Fixativ wurde nach max. 10
min entfernt und die Zellen zwei Mal kurz mit 1x $®uffer gewaschen. Zu den gewaschenen
Neuronen wurde Permeabilisierungslosung (1x PB%ePufit 0,1 % Triton X-100) gegeben. Danach
folgte eine Inkubationszeit von 10 min bei RT. Dieuronen wurden anschlielend zwei weitere Male
kurz mit 1x PBS-Puffer gewaschen und fir 30 min Biack-Lésung (2 % FCS, 2 % BSA, 0,2 %
Fisch-Gelantine in 1x PBS-Puffer) behandelt. DeteesAntikorper wurde wahrenddessen in Block-
Losung verdinnt und 5 min bei 21 000 x g (4 °C)tdmiert. Wie schon unter Abschnitt 2.7.6
beschrieben, erfolgte die Inkubation der Neuronéndam ersten und dem zweiten Antikdrper in
einer Feuchtigkeitskammer. Pro Deckglas kamen 8®0iul Antikérper-Losung zum Einsatz. Die
Inkubation mit dem zweiten Antikorper erfolgte untkichtabschluss und bei RT (vergleiche
Abschnitt 2.7.6). AnschlieBend wurden die Zelleeid¥al je funf Minuten mit 1x PBS-Puffer
gewaschen, gefolgt von einem finalen WaschschiitddH,O. Wie unter Abschnitt 2.7.6 beschrieben,

wurde Immumount-Einbettungslésung, jedoch ohne DA#Hatz verwendet.

2.7.7 Fluoreszenzmikroskopie und Quantifizierung
Fur Akquisitionen und Analysen von Fluoreszenzbitdeiurde ein Zeiss Axiovert 200M Digital

Research Microscopy System, ausgestattet mit edperiellen Lichtquelle und einem Slidebook
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Digital Microscopy Software Paket von Intelligentndging Innovations, verwendet. Diese
Ausstattung erlaubt quasi-konfokale Aufnahmen dubekonvolution der akquirierten Aufnahmen.
Die Software nutzt den Dekonvolution-Algorithmus zdmkehr optischen Verzerrung, die in einem
Mikroskop stattfindet, wodurch die z-Auflésung &taverbessert wird. Zur Quantifizierung von
Fluoreszenzintensitaten wurden Maskenfunktionen iesostatistischen Funktionen der Software
genutzt. Details zu den vorgenommenen Quantifingea konnen in den Beschreibungen zu den

einzelnen Abbildungen gefunden werden.

2.7.8 Transferrin-Endozytose
Die Internalisierung von Fluoreszenz-markiertemnsfarrin wurde als Endozytose-Ablese-System

verwendet. Humanes Transferrin-Alexa488 wurde voritdogen erworben. Sterile Deckglaser mit
einem Durchmesser von 18 mm wurden mit Matfljédeschichtet (1:50 in Optimem) und bei 37 °C
inkubiert. Anschlie3end wurden die transfiziertexll@h ausgeséat und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Zwei Stunden vor dem Beginn der Transferrin-Aufnehwurde das Medium gewechselt und die
Zellen in Opti-MEM bei 37 °C inkubiert. Das Transferrin wurde mitegifinalen Konzentration von
25 pg/ml in Serum-freiem Medium verdiunnt und fur n bei 21 000 x g zentrifugiert, um
Prazipitate zu entfernen. Die Internalisierung @lesnsferrins wurde fir 20 min bei 37 °C erlaubt.
Nach Beendigung der Inkubation wurden die Zelldors@uf Eis transferiert und die Deckglaser drei
Mal mit kaltem 1x PBS-Puffer mit zusatzlich 10 mMglll, gewaschen. Die Zellen wurden mit
Fixativ (vergleiche Abschnitt 2.2.2) fir 20 min HRT fixiert. In Abh&angigkeit von dem Experiment
wurden die Deckglaser sofort auf Objekttrager fixeder weiter fir Immunfluoreszenz-Féarbungen
verwendet. Fur die Fixierung der Deckglaser aufe®ibjagern wurde Immumount (Thermo Electron,

Langenselbold) verwendet.

2.7.9 Internalisierung Antikdrper-markierter | B1-Integrine
Zur Untersuchung des Effekts von Peptiden, diedams PIPKy-p90 C-Terminus abgeleitetet waren,

auf die AP-2/Clathrin-vermittelte  Endozytose vorf3l-Integrin, wurden  Antikdrper-
Internalisierungsexperimente durchgefihrt. HeLdezelurden auf sterilen 18 mm Deckglasern, die
zuvor mit Matrigel™ beschichtet worden waren (vergleiche Abschnitt1®) ausgesat und bis zur
Konfluenz bei 37 °C inkubiert. Uber Nacht wurder dellen in Opti-MEM bei 37 °C inkubiert.
100 uM Peptide (Stammlésung 10 mM) wurden in HEBERuffertem Opti-MEM geldst, bei 21 000
x g zentrifugiert. Das Medium der Zellen wurde gedas Peptid-haltige Opti-MEM ausgetauscht und
die Zellen fur 35 min bei 37 °C inkubiert. Wahrerdden wurde der monoklongté-Antikorper
(Serotec) in Medium mit 0,5 % BSA aufgenommen (3mlg bei 21 000 x g zentrifugiert und
anschlie3end zu den Zellen gegeben. Die Inkubatibrdem Antikdrper-Medium erfolgte bei 37 °C
fur 40 min. Nach der Inkubation wurden die Zellefost auf Eis transferiert und drei Mal mit kaltem

1x PBS-Puffer gewaschen. Nicht internalisief&-Antikérper wurden von den Zellen durch

68



Material und Methoden

einmaliges Waschen mit 0,5 M NaCl in kalter 0,5 $&igsaure fur 45 sec bei RT entfernt. Die Zellen
wurden weitere zwei Mal mit kaltem 1x PBS-Puffemgschen und mit Fixativ (vergleiche Abschnitt

2.2.2) fur 20 min bei RT fixiert. In Abhangigkeibm dem Experiment wurden die Deckgléaser sofort
auf Objekttrager fixiert oder weiter fur Immunfleszenz-Farbungen verwendet. Fur die Fixierung

der Deckglaser auf Objekttragern wurde Immumouhge(imo Electron, Langenselbold) verwendet.

2.7.10 SynaptopHluorin Assay
Der Zyklus synaptischer Vesikel wurde mit Hilfe dBgporterproteins SynaptopHIluorin (SytpH)

untersucht (Miesenbdakt al.,1998). Die Methode basiert auf der pH-Sensiviitd¢® mutierten GFPs,
das mit der luminalen Doméane des synaptischen ¥ksikein Synaptobrevin 2 (VAMP2) fusioniert
ist und dadurch in das Lumen der Vesikel lokaltsier

Unter Ruhebedingungen wird die Fluoreszenz des GBIPgandig durch den saueren pH (~ 5,5) des
Vesikellumens geldscht. Wird die Synapse in Folges Aktionspotentials angeregt, so fusionieren
synaptische Vesikel Gavermittelt mit der pra-synaptischen Membran, wetiudie SytpH-Molekiile

in Kontakt mit der neutralen bis basischen exttalen Umgebung (pk 7,4) kommen. Dies hat die
Zunahme des Fluoreszenzsignals zur Folge. Das dedi der Fluoreszenz ist durch die Entfernung
des SytpH von der Zelloberflache durch kompensstbd Endozytose und der Ansduerung der
synaptischen Vesikel zu erklaren (vergleiche Abl).2Da die Ansauerung der neu gebildeten
synaptischen Vesikel sehr viel schneller erfolgt Bhdozytose, ist die Verwendung von SytpH eine

gute Methode, um die Endozytose in individuellen&psen zu verfolgen.

Die Praparation der Neuronen aus dem Hippocampudhistar Ratten 24 h nach der Geburt wurde
von Soeng Joo Koo (AG Haucke) durchgefiihrt. An DiWturden die Neuronen nach der Calcium-
Phosphat-Methode unter Anwendung des ProFection rvidian Transfection Systems — mit
SynaptopHIuorin und jeweils einem der drei versdreen mRFP-fusionierten Varianten des PiPKI
p90 C-Terminus kotransfiziert. Als Kontrolle wurdeRFP allein verwendet. Insgesamt wurden pro
Well einer 6-Well-Platte 6 pug DNA mit einer Konzeatton von 1 pg/ul verwendet. Anderungen des

Protokolls werden angegeben.
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Wahrend der Inkubation zur Bildung von DNA-PhospKaprazipitaten (siehe Anleitung ProFection
Mammalian Transfection Systems; Promega) unter taidthluss wurde das konditionierte
Wachstumsmedium von den Neuronen entfernt, bisveiteren Verwendung im Inkubator bei 37 °C
inkubiert und durch 1 ml frisches, minimales, eisias Medium (Minimal Essential Medium; MEM)
ersetzt. Nach der Beendigung der 30-minltigen lakob wurden 200 pl Transfektionslosung
vorsichtig tropfenweise zu den Zellen gegeben. AlsBend wurden die Kulturschalen zur besseren
Verteilung der DNA-Phosphat-Préazipitate auf den letel vorsichtig geschwenkt. Das
Transfektionsmedium wurde nach 45 min Inkubation3@e°C entfernt, die Zellen zwei Mal mit 2 ml
MEM gewaschen und anschliel3end das konditioniedenstumsmedium hinzugeftigt. Die Neuronen
wurden innerhalb von 16 bis 18 h nach der Trangfekfur das life-cell-imaging Experiment

.

verwendet.
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Abb. 2.1 Das Funktionsprinzip von SynaptopHIluorin

Das eingefiigte Diagramm illustriert die [B&nsivitdt des SynaptopHIuorins. Unter Ruhebediggnrwird dit
Fluoreszenz des SynaptopHluorins durch den saukerdgs Vesikel-umens geléscht. Nach Stimulat
fusionieren die synaptischen Vesikel’Gabhéngig mit der Plasmamembran, wodurch die Sgpétitiorin-
Molekile in Kontakt mit der neutralen bis basisckatrazellularen Umgebung (p# 7,4) kommen und eil
Zunahme der Fluoreszenz zu beobachten ist. Dieréduenz des Reperproteins wird in Folge vt
Endozytose und Ansauerung des Vesikels wieder geloBie Abbildung (modifiziert) wurde aus Burroae
al., 2006 entnommen.

Vor dem Start des Experiments wurden die zu untlesuden Zellen aus dem Inkubator geholt und
fur mindestens 10 min RT in 1x Na/C-BASIC-L6sungieli@ Abschnitt 2.2.2) inkubiert.

Wahrenddessen wurde die Warner Perfusions-KammeSiigon-Fett bestrichen und das 25 mm
Deckglas mit den Neuronen auf der Unterseite defuSBlenskammer vorsichtig angedriickt. Die
Kammer wurde anschlieRend mit 230 pl 1x Na/C-BAS&ESung befullt und durch ein weiteres 25
mm Deckglas auf der Oberseite verschlossen. Aredddrfid wurde die Kammer in einer Halterung am

Mikroskop eingesetzt und mit dem Perfusions-Appeaeabunden.
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Abb. 2.2Die SynaptopHIuorin-Fluoreszenz ist pH-sensitiv
In der Abbildung ist der durchschnittliche Verladdr SynaptopHIluorif-luoreszenz von primaren Neurol
aus dem Hippocampus von Ratten, die mRFP exprimiatargestellt. Das Diagramm zeigt die Fluores
von SynaptopHIuorin wahrend der verschieaeBehritte des Perfusionsprotokolls. Die Fluoregzem > 5(
synaptischen Boutons wurde auf die Fluoreszenzeitééndie unter physiologischen @edingungen + SEI
beobachtet wurde, normalisiert.

Zunachst wurden GFP-positive Zellen gesucht. Werde GFP- und mRFP-positive Zelle gefunden,
so konnte mit dem Perfusionsprotokoll gestartetderr Zunachst wurde die Perfusions-Kammer 1x
Na/C-BASIC-LOsung geleitet und mit der Aufnahme Bildern bei RT alle 5 sec bei 200 ms
Anregung bei 488 nm begonnen (siehe Abb. 2.2) DamgptopHIluorin-Pool an der Plasmamembran
und in den Vesikeln wurde durch Anwendungen desjatggischen 1x Na/C-BASIC-Losung, gefolgt
durch eine saure (pH 5,5) (vergleiche Abschnitt2.2ind eine basische (NEI) BASIC-Losung
bestimmt (vergleiche Abb. 2.2). Der Wechsel zu @ufiit einem sauren pH (5,5) l6scht die
Fluoreszenz, wahrend die Neutralisation mit eindkalischen pH das Maximum an Fluoreszenz
zulasst (vergleiche Abb. 2.2). Die Erregbarkeit Neuronen wurde durch die Anwendung von 200
Pulsen bei 100 mA Uberpruft. Fir jedes synapti®tigton wurde die Fraktion des Reporterproteins
SynaptopHIluorin an der Plasmamembran nach folge@deichung kalkuliert: Qutace = [SPHEurtacd

([SpH]surfacéi' [SpH]\/esicle) = (thysio.._ I:acidic)/ (thysio.._ I:acidic) + (Fbasic_ thysio)-
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3 Ergebnisse

Das Phospholipid Phosphatidylinositol-(4,5)-bispstea  (P1(4,5)B) ist an der Plasmamembran
konzentriert und essentiell fir den synaptischesikétzyklus (Cremonat al, 1999; Di Paoleet al,
2004). In Saugetieren wird PI(4,5)Rauptsachlich durch PIPK Typ | mit den Isoenzyraefd und
y synthetisiert (Doughmaset al, 2003; Hecket al, 2007; Weerninket al, 2004). Das Isoenzym
PIPKIy wird verstérkt im Gehirn expremiert (Guidiet al, 2004; Ishiharat al, 1998; Wenket al,
2001) und nimmt im synaptischen Vesikelzyklus einehtige Rolle ein (Di Paolet al, 2004), doch
der genaue Mechanismus der raumlich und zeitlighlierten PI(4,5)RSynthese ist noch immer
nicht komplett verstanden.

Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass antgeakiion von PIPKJ-90 mit dem AP-2-Komplex
verschiedene Interaktionsstellen beider Proteiregiligt sind (siehe Abb. 3.1), die Einfluss aufieei
lokale PI(4,5)RSynthese nehmen kénnen.

PI(4,5)P,

Frachtprotein mit
Yxx®-Motiv

Abb. 3.1 Unterschiedliche Modelle der Interaktion wn PIPKIy-p90 mit dem Adaptorkomplex-2

Unterschiedliche Proteinbereiche konnten idengfizwerden, die in die Interaktion beider InterakEpartne
involviert sind.(A) PIPKIy-p90 interagiert Uber die katalytische Doméane (edlivleu) mit der p2Jdntereinhei
des heterotetrameren APKbmplexes (grtin) und erlaubt die gleichzeitige Rind eines Frachtproteins (orar
an 2 tber ein Yx®-Motiv. (B) Uber ein Yxxb-Motiv, das in dem p90-spezifischen Spliceinsedllfiau) i
C-Terminus enthalten ist, kann PIRKI90 Uber die Yxsb-bindende p2-Oberflaiche mit dem ARKBmplex ir

Wechselwirkung treten(C) Die AP-2-Domang32-Ohr vermittelt die Interaktion von AP-2 zu PIRKI90 unc
involviert Aminoséuren aus dem p90-spezifischericpisert (hellblau).

Krauss und Mitarbeiter hatten 2006 herausgefundass PIPKI mittels ihrer katalytischen Domane
mit der p2-Untereinheit des AP-2-Komplexes intezagfisiehe Abb. 3.1A). Diese Interaktionstelle ist
jedoch verschieden von der postulierten Interaktton PIPKl-p90 mit AP-2p Uber ein Yxx
Internalisierungsmotiv im p90-spezifischen Spliceirt (vgl. Abb. 3.1B), gezeigt von Bairstaynd

Mitarbeitern(2006). In einer weiteren Publikation (Nakano-Kaobslyiet al, 2007) wurde daf2-
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Ohr des AP-2-Komplexes als bevorzugter Interakparsier benannt, dessen Bindung an PYRI90
Uber das p90-spezifische Spliceinsert vermitteldgiehe Abb. 3.1C).

An den genannten Publikationen war auffallig, dass entdeckte Interaktionsflachen als bevorzugt
gegenuber anderen Proteinbereichen identifizierrdam und somit widersprichliche Thesen
bezlglich der Komplexausbildung zwischen AP-2 utidkKPy-p90 zur Folge hatten. Im Folgenden
werden die Ergebnisse dargestellt, die die molekuBasis der Komplexbildung von PIRKp90 mit
AP-2 und den Einfluss des p90-spezifischen Splgmis auf die Internalisierung von

Frachtmolekilen und den synaptischen Vesikelzy&hagakterisieren.

3.1 Wechselwirkung von PIPKI pp90 mit dem AP-2-Komplex — eine
Vielzahl von Mdglichkeiten der Komplexbildung
Ein erstes Experiment sollte klaren, ob PNREOO Uber beide Domanen, die katalytische

(Aminosaure 1-468) und die C-terminale Doméne (@68), mit AP-2 interagieren kann. Eine
chromatographische  Affinitatsreinigung von nativenendogenen AP-2-Komplexen aus
Extraktengereinigter, synaptischer Endigungen aus Ratter(Rattenhirnsynaptosomenextrakt) mit
verschiedenen PIPKHp90-Konstrukten identifizierte AP-2 als Bindungdpar beider PIPKtp90-
Domaénen (vergleiche Abb. 3.2A) (Bairst@wal, 2006; Kraus®t al, 2006; Nakano-Kobayashi et al.,
2007). Interessanterweise erfolgt die Bindung véii2Aan die katalytische Domane effizienter als an
den PIPKY-p90-C-Terminus (siehe Abb. 3.2A).

Zur Uberprifung der an der Bindung von PIpKbeteiligten AP-2-Domanen wurden C-u2
(Aminosaure 157-435)pc (Aminosaure 702-938) — und d@2-Ohr (Aminosaure 715-951) fir
chromatographische Affinitatsreinigung von nativer, endogener PIPKI aus
Rattenhirnsynaptosomenextrakt eingesetzt. Die ARreinheit a-Adaptin  kommt in zwei
ahnlichen Isoformen vor (Robinson, 1989) Fir Experite wurde di@2c-Isoform, die in Gehirn,
Leber und anderen Geweben expremiert wird (Bakl, 1995), verwendet. Das Experiment zeigte,
dass die Lipidkinase PIPiImit AP-2-C-u und32-Ohr in Wechselwirkung treten kann (Bairstetv
al., 2006; Krausset al, 2006; Nakano-Kobayashit al, 2007). Hierbei ist auffallig, dass C-u2
deutlich effizienter als daB2-Ohr endogene PIPKlanreichert (siehe Abb. 3.2B) Dag-Ohr des
Adaptorkomplexes-2 wurde zuséatzlich als Kontroilegesetzt und zeigte keine Bindung an PNPKI
(vergleiche Abb. 3.2BPIPKIy-p90 kann sowohl Uber die katalytische Doméne ath d@iber den C-
Terminus mit AP-2 interagieren, wobei die AP-2-Domé C-u2 ung2-Ohr an der Wechselwirkung

mit PIPKly beteiligt sind.
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Abb. 3.2 Interaktion von PIPKIy mit dem AP-2-Komplex
(A) Rattenhirnsynaptosomenextrakt wurde als Quellenfitive, endogene AP{emplexe verwendet, die n

GST-PIPKY (1-468) und GST-PIPK4p90 (451668) chromatographisch affinitdtsgereinigt wurdAliquots de:
Rattenhirnsynaptosomenextraktes und des affingé¢fggten Materials wurden durch Immunblotting uthel
Verwendung von Antikdrpern gegen AP-2 und Aktin Eientrolle analysiert. Std, 2 % des insgesamt im A
eingesetzten Rattenhirnsynaptosomenextraktes. Unionceau S gefarbte Membran mit molekule
Grolenstandard auf der linken und Markierung defT-G8sionsproteine auf der rechten SeifB) Native
endogene PIPKIwurde aus Rattenhirnsynaptosomenextrakten untew&fetung voroc-Ohr, 32-Ohr und Cp2
als GSTFusionsproteine affinitatsgereinigt. Aliquots des attBnhirnsynaptosomenextraktes und
affinitdtsgereinigten Materials wurden durch Immiatting und der Verwendung von Antikérpern gegeR®lly
und Aktin als Kontrolle analysiert. Std, 0,8 % desnsgesamt im Assay eingeset:
Rattenhirnsynaptosomenextraktes. Unten: Ponceaefé8bge Membran mit molekularem GréRenstandarddet
linken und Markierung der GST-Fusionsproteine arfréchten Seite.

Zum Zeitpunkt der Experimente waren nur zwei hum8pkcevarianten - PIPKdp87 und PIPKy-
p90 - bekannt. Der C-Terminus der beiden humanBiKiSplicevarianten unterscheidet sich durch
einen zusatzlichen, 28 Aminosaure umfassenden Alis¢h PIPKl-p90 (Ishihareet al, 1998). Es
sollte untersucht werden, inwiefern sich die beidemanen PIPKtSplicevarianten in ihrer Fahigkeit
unterscheiden, mit den angebotenen AP-2-Domaneimtetagieren. Zu diesem Zweck wurde die
Bindungsfahigkeit beider PIPiSplicevarianten an die AP-2-Doménen C-p2; undp2-Ohr durch
die Verwendung von Zellextrakten stabil transfi@erHek293FIp-In-Zellen untersucht (siehe Abb.
3.3).

Die durchgefuhrte Affinitatsreinigung bestétigtasd beide PIPKdSplicevarianten - PIPK4p87 und
PIPKIy-p90 - an AP-2-C-p binden (vgl. Abb. 3.2A) (Krawsal, 2006). In dieser experimentellen
Anordnung konnte keine Aussage Uber einen mdglichesétzlichen Beitrag des PIRK3IOO
Spliceinserts zur Bindung an die C-u2-Domane gitmofverden. Weiterhin war ersichtlich, dass
ausschlieB3lich PIPKAp90 zur Interaktion mi2-Ohr fahig ist, wenn auch mit geringerer Effizienz

Vergleich zur Interaktion mit AP-2u (siehe Abb. 8)3 Dies stimmt mit dem Ergebnis der
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chromatographischen Affinitatsreinigung von PIRPKdus Rattenhirnsynaptosomenextrakt tberein
(vergleiche Abb. 3.2B). Somit scheint die BindungnwPIPKl-p90 an die AP-2-Doméan@2-Ohr
durch das Spliceinsert vermittelt zu werden (Nakkobayashiet al, 2007). Die Starke der
Interaktion beider PIPKASplicevarianten mit denc-Ohr Doméane ging nicht Gber das Niveau von
Hintergrundbindung hinaus (vgl. Abb. 3.3B).

A O A O A O A O A O A O A O
%) \'QCb\'QOJ \'éb\'qqu \&\‘\QQ)”J \'Q%\'QO) O \Q%\'QQ’ \'Q%\'Qq‘b \'&\'QQ)
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Abb. 3.3 Das PIPKIly-p90-spezifische Spliceinsert vermittelt die Interktion mit der B2-Ohr-Doméane des
AP-2-Komplexes

(A) Affinitatsreinigung von HA-PIPKJ-p87 und HA-PIPKy-p90 aus Zellextrakten stabil transfizie
Hek293FIp-In-Zellen und Hek-Zellen als Kontrolle ten Verwendung von GST-C-u2 und G8Z-Ohr.
Gebundenes Protein wurde mittels Immunblotting ukerwendung eines HApezifischen Antikdrpers u
Aktin als Kontrolle detektiert. Std, 7,5 % des insayat im Assay eingesetzten Zellextraktes. Untencau .
gefarbte Membran mit molekularem GréRenstandarddacfinken und Markierung der GHusionsproteir
auf der rechten Seite(B) HA-PIPKIy-p87 und HA-PIPKYy-p90 aus Zellextrakten stabil transfizie
Hek293FIp-In-Zellen wurden unter Verwendung von GEFOhr affinitatsgereinigt. Zellextrakt von Flp-
In293-Zellen diente als Kontrolle. Gebundene HR#sionsproteine wurden mittels Immunblotting u
Verwendung eines HApezifischen Antikdrpers und Aktin als Kontrolletektiert. Std, 7,5 % des insgesi
im Assay eingesetzten Zellextraktes. Unten: Ponaefarbte Membran mit molekularem Gréfenstar
auf der linken und Markierung der GST-Fusionspraeiuf der rechten Seite.

Dieser Versuch zeigte, dass sowohl PNRE87 als auch PIPKdp90 mit C-u2 in Wechselwirkung
treten kdnnen, jedoch nur die lange PrEplicevarianten mit dem p90-spezifischen Splicaindas
[32-Ohr des AP-2-Komplexes binden kann.

Zur weiteren Charakterisierung der Proteindoméaram RIPKl-p90, welche in die Komplexbildung
mit AP-2 involviert sind, wurde ein direktes Bindysexperiment durchgefiihrt. Die AP-2-Domanen
C-u2, ac- und B2-Ohr wurden rekombinant als HiBusionsproteine hergestellt und einer

Affinitatsreinigung durch unterschiedliche GST-PIp{90-Konstrukte unterzogen (siehe Abb. 3.4).
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Abb. 3.4 PIPKIy-p90 interagiert tber den C-Terminus direkt mit AP-2-C-p und {82-Ohr

(A) Affinitatsreinigung von rekombinantem Hiac, 81-Ohr, $2-Ohr und -C-u2 mit der katalytischen PIRHI90-
Domaéane (Aminosaure 1-468) als GElisionsprotein. Gebundenes Protein wurde mittelsunblotting unter Verwendui
von His-spezifischen Antikérpern detektiert. Std, 10 % thsgiesamt im Assay eingesetztengHissionsproteins. Unte
Ponceau S gefarbte Membran mit molekularem GroBedatd auf der linken und die markierten GSisionsproteine a
der rechten Seite(B) Affinitatsreinigung von verschiedenen AP-2-Doméandarch den PIPKFp90-C-Terminus
(Aminosaure 451-668) als GST-Fusionsprotein. Geboed Protein wurde mittels Immunblotting unter Viemdung Hig
spezifischer Antikérper detektiert. Std, 10 % desgesamt im Assay verwendeten ¢fsisionsproteins. Unten: Poncee
gefarbte Membran mit molekularem GroRenstandarddauflinken und Markierung der GSusionsproteine auf c
rechten Seite(C) Als Kontrolle wurden die AP-BDomanen durch GST affinitatsgereinigt. Gebundenedein wurd:
mittels Immunblotting unter Verwendung klspezifischer Antikorper detektiert. Std, 10 % desgesamt im Assi
eingesetzten HisFusionsproteins. Das Sternchen markiert BSA, dasdam verwendeten Puffer stammt. Unten: Por
S geféarbte Membran mit molekularem GroRenstandairder linken und Markierung des GST auf der retl8eite.
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Dieser Versuch bestatigte eine direkte Interaktvom AP-2u mit der katalytischen PIRKDH90-
Doméne (Aminosaure 1-468) und dem PNRREOO-C-Terminus (Aminosaure 451-668) (siehe Abb.
3.4A und B) und ist in Ubereinstimmungen mit demavmegangenen Versuchen (vergleiche Abb. 3.2
und Abb. 3.3). Das GST-Fusionsprotein-Ohr zeigte erwartungsgemal weder an die katehgis
Doméne noch an den PIRKp90-C-Terminus Bindung Uber das Niveau von Himamgbindung
hinaus (vergleiche Abb. 3.4A und B). Dieses Experimzeigte, dass C-u2 sowohl von der
katalytischen Domane als auch von dem PI{R¥O-C-Terminus gebunden werden kann. Die
Wechselwirkung mit dem AP-B2-Ohr wird ebenfalls durch den C-Terminus von PNPBI0
vermittelt. Zuséatzlich zu den benannten AP-2-Doméwerden die PIPKtp90-Konstrukte auf eine
mogliche Interaktion mit dgd1-Ohr des AP-1-Komplexes untersucht. Bi®hr-Doménen der beiden
Adaptorkomplexe AP-1 und AP-2 sind zu Uber 80 %nideh (Kirchhausemet al, 1989), wodurch
eine Bindung der PIPKdp90 nicht auszuschlief3en ist, zumal Ling und Nbggter 2007 bereits eine
Bindung von PIPKy-p90 an AP-1 Uber u1B detektierten konnten. Wid\lib. 3.4 gezeigt, konnte
keine Wechselwirkung def1-Ohr-Doméane des AP-1-Komplexes mit PIR4EB0 nachgewiesen
werden. Die Detektion einer moglichen Interaktiomider Proteine blieb auch in weiteren,
nachfolgenden Affinitatsreinigungen (nicht darghgte erfolglos. Dieses Ergebnis schlief3t
grundsatzlich jedoch eine Interaktion von AP-1 EBKIy-p90 nicht aus, die durch andere Domé&nen

des AP-1-Komplexes vermittelt werden kdnnte.

3.2 lIdentifizierung eines minimalen AP-2pu- und  2-Ohr-bindenden
Peptids aus dem PIPKI pyp90-C-Terminus
Die vorangegangenen Versuche zeigten, dass dialktittn von PIPKy-p90 mit den AP-2-Doménen

M2 undp2-Ohr grundsatzlich méglich ist und sowohl die kgtsche Domane und auch den C-
Terminus der Kinase involviert. Das Protein Takme essentielle Komponente fokaler Adhasionen
(Critchley, 2000; Calderwood & Ginsberg, 2003), egt weiterer, wichtiger Interaktionspartner von
PIPKIy-p90 und interagiert Uber eine FERM-Domane mit deminimalen Bindemotiv
647WVYSPL652 im p90-spezifischen Spliceinsert digidkinase (Di Paolet al, 2002; Linget al,
2002). Das Vermdgen aller drei Proteine an dasgp@@ifische Spliceinseru binden, warf die Frage
auf, ob sich die Interaktionsflachen aller dreiehaktionspartner auf einen kurzen Bereich des C-
terminalen PIPKY-p90-Spliceinsertkonzentrieren, oder ob die Interaktionen Uber wotaedliche
Bereiche im Spliceinsevermittelt werden. Um die Interaktionsbereiche ABs2-Komplexes und des
Talins genauer eingrenzen zu kdnnen, wurden verkirzteidfrens des PIPKip90-spezifischen
Spliceinsert hergestellt (siehe Abb. 3.5A) und fur affinitatsmmatographische Reinigungen
eingesetzt (Abb. 3.5 und Abb. 3.6).
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Abb. 3.5 Identifizierung einer minimalen Peptidseqenz im p90-spezifischen Spliceinsert, die Bindungon
endogenem Talin und AP-2 erlaubt

(A) Schematische Darstellung der eingesetzten BHRBO-Spliceinsert-Konstrukte als GFLsionsproteine z
Identifizierung einer minimalen Peptidsequenz, Biiedung von Talin und AP-2 erlaul(B) Affinitatsreinigung
von endogenem Talin und AP-2 aus Rattenhirnextrakiverschiedenen Varianten des Pli§B0spezifische
Spliceirserts (641PTDERSWVYSP651, 641PTDERSWVYSPLH653, EBNYSPLH653
654YSAQAPPASDGES666 und 641PTDERSWVYSPLHYSAQAPPAEIBT668) als GSTusionsprotein
Aliquots des Rattenhirnextraktes und des affinjfétsinigten Materials wurden durch Immunblottingd wttie
Verwendung von Antikérpern gegen AR-Talin und Aktin als Kontrolle analysiert. Std 92 des insgesamt |
Assay eingesetzten Rattenhirnsynaptosomenextraktes.

Der Erwartung entsprechend, konnte Bindung vonveatj endogenem AP-2 und Talin an das
Volllangen-Spliceinsert dd?IPKIy-p90 detektiert werden (siehe Abb. 3.5B). Doch wmgesamt vier
unterschiedlichen Konstrukten interagierte nur 6A2PRSWVYSPLH653 mit beiden endogenen
Proteinen, dem das minimale Talin-Bindungsmotiv (YBPL) und ein Tyrosin-basiertes Motiv
(649YSPL652) mit dem Volllangen-Spliceinsert §¢PKIy-p90 gemeinsam ist (vergleiche Abb. 3.5A
und B). Fur die drei verbleibenden GST-Fusionspmete 641PTDERSWVYSP651,
645RSWVYSPLH653 und 654YSAQAPPASTGES666 konnte wéidle Talin noch fir AP-2 Uber
das Niveau von Hintergrundbindung hinaus eine &kigon bestatigt werden (siehe Abb. 3.5B). Ein
Ergebnis, das Uberraschte, da zumindest das K&hs®845RSWVYSPLH653 hinreichende
Bindemotive zur Interaktion mit AP-2 und Talin ble#itet. Eine mdgliche Erklarung liefert die
guantitative Bestimmung der Dissoziationskonstaffifierdie Interaktion des PIPkKp90 abgeleiteten
Peptids YFPTDERSWVYSPLH mit C-u2 (vergleiche Absth®.8). Aus den Messungen geht hervor,
dass die Wechselwirkung durch einen niederaffidgrvon 6 pM charakterisiert ist. Die raumliche
Nahe des Peptids zum GST-Tag in Verbindung mit dehen Ky konnte die Interaktion der
Bindungspartner bis unterhalb der Detektionsgremgeschréankt haben.

Eine Bevorzugung des Peptids 641PTDERSWVY SPLH&S3Interaktionspartner von AP-2 und
Talin konnte auch in einem direkten Bindungsexpentmmit rekombinanten Proteinen beobachtet
werden (vergleiche Abb. 3.6). Interessanterweisswiaf32-Ohr nur eine sehr schwache Bindung zu
641PTDERSWVYSPLH653Ind dem Volllangen-Spliceinsert auf (vergleiche ABIGB). Aus den
Strukturdaten, dargestellt unter Abschnitt 3.3,tged¢rvor, dass di2-Ohr-Bindungsstelle in dem
641PTDERSWVYSPLH653-Peptid nicht vollstandig warieWauch schon bei der Untersuchung
nativer Interaktionspartner beobachtet werden lenrigte das Peptid 641RSWVYSPLH653 keine
Wechselwirkung mit Talin-FERM und den angeboten&h2ADomanen.
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Abb. 3.6 Die AP-2-Doménen C-p2 un@2-Ohr sowie das Strukturproein Talin interagieren mit der
Aminosauresequenz PTDERSWVYSPLH aus dem PIPK#p90-spezifischen Spliceinsert

(A) Unterschiedliche Konstrukte des PIRKI90spezifischen Spliceinserts (641PTDERSWVYSP
641PTDERSWVYSPLH653, 645RSWVYSPLH653, 54/ SAQAPPASDGES666 ul
641PTDERSWVYSPLHYSAQAPPASDGESDT668) wurden mit gagtem Hig-B2-Ohr inkubiert
Gebundenef2-Ohr wurde mittels Immunblotting unter Verwendudigs-spezifischer Antikorper detektie
Std, 10 % des insgesamt im Assay verwendetegHisionsproteins. Unten: Ponceau S gefarbte Mer
mit Markierung der GST- und Hif$-usionsproteine auf der rechten Se(t®) Die bereits beschrieber
Konstrukte des PIPKdp90-spezifischen Spliceinserts wurden mit geréamy Hig-C-u2 inkubiert
Gebundenes C-p2 wurde mittels Immunblotting untesrviéndung von Hisspezifischen Antikdrpe
detektiert. Std, 10 % des insgesamt im Assay vedetem Hig-C-12. Unten: Ponceau S gefarbte Mem!
mit Markierung der GST-Fusionsproteine auf der teetSeite (C) Inkubation verschiedener Konstrukte
PIPKIy-p90-Spliceinserts mit gereinigtem ktisalin-FERM. Gebundene Talin-FERElemane wurde mitte
Immunblotting unter Verwendung Hispezifischer Antikdrper detektiert. Std, 10 % desgesamt im Assi
verwendeten HigTalin-FERM. Unten: Ponceau S gefarbte Membran Markierung von GST- und His
Fusionsproteine auf der rechten Si

Ausgehend von den Ergebnissen der durchgefuhrtéimitatschromatographien mit nativen und
rekombinanten  Bindungspartnern wurde das 13 Amumesd umfassende  Peptid
641PTDERSWVYSPLH653 als Minimalsequenz identifiziend fand zunachst Anwendung in
Kokristallisationsexperimenten. Alle gezeigten Kstallisationsexperimente sind in Kooperation mit
Dr. Ardeshir Vahedi-Faridi (AG Saenger) durchgefiimrden.
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3.3 Kristallstruktur der AP-2- 2-Ohr-Domaéane im Komplex mit dem
Minimal-Peptid PTDERSWVYSPLH aus dem PIPKI yp90-C-
Terminus

Die minimale Aminosduresequenz PTDERSWVYSPLH au®m @®0-spezifischen Spliceinsert des

PIPKIy-p90-C-Terminus wurde synthetisiert und fir ein Kstallisationsexperiment mit
rekombinantef2-Ohr-Domane unter bekannten Kristallisationsbeadinggn eingesetzt (Edelirg al,
2006a). Die Kokristallisation war erfolgreich undrdKristall von Peptid un@2-Ohr erreichte eine
maximale Auflésung von 1,6 A, wobei die Elektronehten der Aminosduren PTDE in der
Kristallstruktur nicht zu erkennen waren.

His-653 — ¢y X ("
CA ‘3 <

rd J b

Abb. 3.7 Darstellung der rumlichen Anordnung des as PIPKIy-p90 abgeleiteten Minimalpeptids
PTDERSWVYSPLH an der side site der f2-Ohr-Sandwich-Subdoméne

(A) Vereinfachte, atomare Struktur des PIiRK80-Peptids (blau) im Komplex mit d@2-OhrDoméne (grau
Das Peptid bindet an dgde siteder 2-Ohr-Sandwich-Subdoméar{B) Darstelung der raumlichen Anordnu
des PIPKy-p90-Peptids (blau) auf deB2-Ohr-Oberflache, das Uber einen grof3en Bereich Strdwich-
Subdomaéne interagiert. W647 lokalisiert in einefila Bindungstasche.

Der Darstellung in Abbildung 3.7A ist zu entnehmemlass das PIPKdp90-Peptid
PTDERSWVYSPLH an dieside siteder Sandwich-Subdoméane des ARB2Ohrs bindet. Die
Position, die das PIPKp90-Peptid auf def2-Ohr-Oberflache einnimmt, ist &hnlich zu der dés m
[32-Ohr kokristallisierten Peptids SFGDGFADFSTL, das dem Eps15-C-Terminus stammt (Schmid
et al, 2006). Eine Uberlagerung beider Kokristalle ist Abbildung 3.9A dargestellt. Die
Interaktionsflache des PIP¥&p90-Peptids erstreckt sich liber einen ausgedel@@eszich def2-Ohr-
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Sandwich-Subdomane. Die Aminosadure W647 von PJpRD lokalisiert in eine flache
Bindungstasche, die durch K808, A754 sowie Q756R%®hrs geformt wird (Abb. 3.7B und 3.8).
Weitere, wichtige Kontakte involvieren die Aminoséin Y649 und S650 sowie weitere
Wasserstoffbriickenbindungen, die an der Stabilisigr des Peptids beteiligt sind=ur die
Aminosauren Y649 und S650 ist zudem bekannt, dasSubstrate verschiedener Proteinkinasen sind
(Lee et al, 2005; Linget al, 2003). Die stimulationsabhangige Phosphorylieruag S650 durch
Cdk5 unterbricht die Bindung von PIRKHOO an die32-Ohr-Doméane (Nakoano-Kobayastt al,
2007). Die Daten des Kokristalls vof2-Ohr im Komplex mit dem PIPKdp90-Peptid
PTDERSWVYSPLH offenbaren den Grund: S650-OH ist idie Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Peptid-RuckgyatF753 und L770 involviert, die durch eine
Phosphorylierung des Serins unterbunden werdeneg(geb. 3.8).

Arg-645
His-653 ~ o
i;‘\’/'&
/W \‘ “ ‘ \/ = F J ’\{?
QU HISu773/ 3 RJ\N/:,;ﬁ b ’
E \ R o~ Q \“
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Abb. 3.8 Die Aminosauren K808, Q756 und A754 des AR@-Ohres formen eine Bindungstasche, in die
W647 des PIPK-p90-Peptids lokalisiert

VergroRerte Darstellung direkter, molekularer Katga (rot) zwischen dem PIPp90-Peptic
PTDERSWVYSPLH (blau) und dg82-Ohr-SandwictDoméane (grau). W647 bindet in eine Tasche, gel
durch K808, Q756 und A754 de32-OhrDoméane. Uber die gesamte Peptidsequenz w
Wasserstoffbriickenbindungen, dhnlich denenpbialtblattern, ausgebildet.

Das bereits erwahnte Eps15-Peptid formt eine engelWdg, deren raumliche Anordnung stark von
der Position des zentralen Glycinrestes geépragt ist (vergleiche Abb. 3.9A und B). Wichtige
Aminosauren des Eps15-Peptids SFGDGFADFSTL, wellcttie Wechselwirkung mit deid2-Ohr
involviert sind, stellen die drei Phenylalanine, A= und kK dar, die in korrespondierende
Bindungstaschen dg2-Ohrs lokalisieren. Die Uberlagerung beider Kdkilis zeigt, dass W647 des
PIPKIy-p90-Peptids und der Phenylalaninregtdes Epsl15-Peptids dieselbe Bindungstasche auf der
B2-Ohr-Oberflache besetzen (vgl. Abb. 3.9A und C)ie DBindungstasche, welche der

Phenylalaninrest fFdes Eps15-Peptids in Anspruch nimmt, befindet sichnmittelbaren Bereich der
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Bindungsoberflache des PIRKp90-Peptids, wird jedoch durch keinen Aminosawstedes Kinase-
Peptids besetzt (vergleiche Abb. 3.9A, B und D).

Abb. 3.9 Die Interaktion des aus dem PIPKy-p90-C-Terminus abgeleiteten minimalen Peptids
PTDERSWVYSPLH und des Eps15-Peptids SFGDGFADFSTL mider AP-282-Ohr-Doméne wird Uber
einen ahnlichen Oberflachenbereich vermittelt

(A) Darstellung der rdumlichen Anordnung des PNRBA0-Peptids (blau) und des kirzlich charakterisie
Eps15-Peptids (gelb) auf d2-Ohr-Oberflache(B) VergroRerte, isolierte Darstellung einer Uberlagerde:
lang gestreckten PIPk4p90-Peptids (blau) mit dem Eps15-Peptid (gelb), elas enge Windung form(C)
Vergrol3erte Darstellung der Oberflache A2fOhrs-Sandwictsubdoméne einschlief3lich der Bindungstas
die durch Epsl5 Phenylalaninp Eind W647 des PIPKdp90-Peptids in Anspruch genommen wird)
Vergrolierung der zweiten Bindungstasche, in didPthenylalaninrestfeles Eps15-Peptids lokalisiert.
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Die Distanz zwischen Phenylalaninep ihd Ry des Eps15-Peptids betragt sechs Aminosauren. Ein
Vergleich der Aminosauresequenzen des PYRIRID-C-Terminus und der AP-2-Bindungssequenz
von Eps15 fuhrt zur Identifizierung eines zuh®mologen Phenylalaninrestes (F640) im PiRp90-
C-Terminus (siehe Abb. 3.10).

Epsl5 NESEGDGEADESTLSSKVNNED
PIPKIy-p90 DIYEPTDERSWVYSPLHYSAQA

Abb. 3.10 Vergleich der Aminosauresequenzen der kln Peptide aus dem Eps15- und PIPk#p90-C-
Terminus

Vergleich der Aminosauresequenzen des Epsl5-Pefitidb) und des aus dem PIRKIO-spezifische
Spliceinsert stammenden Peptids (tirkis). Die dR¥ienylalaninreste des EpsBBptids sind in R
gekennzeichnet. Phenylalanin F2 und F9 befindétisieinem Abstandon sechs Aminosauren zueinander.
Distanz, die fur die beiden hydrophoben Aminosauréd0 (rot) und W647 (rot) im PIPKBO-C-Terminus
ebenfalls zutrifft. Die beiden Aminosauren Y639 Urt40, um die das PIP¥BO Peptid verlangert wurde, s
grau unterlegt.

Die hydrophobe Aminosaure F640 befindet in einenstAbd von sechs Aminosauren zu W647.
Phenylalanin 640 liegt auRerhalb des p90-spez#iscBpliceinserts und erschien aufgrund seines
Abstandes zu W647 als ein optimaler Kandidat fle 8iesetzung der Bindungstasche, in die
Phenylalanin fFdes Eps15-Peptids lokalisiert. Der Sequenzveltgle#tte zur Folge, dass ein weiteres
PIPKIy-p90-Peptid, verlangert um die Aminosauren 639YF64fAthetisiert, und in einem neuen
Kokristallisationsexperiment  eingesetzt wurde. Bges Peptid wird im Weiteren als
YFPTDERSWVYSPLH-Peptid bezeichnet.

3.4 Phenylalanin 640 ist als weitere Bindungsdeterm inante in die
Komplexbildung von PIPKI  p90 mit AP-2- £2-Ohr involviert
Die Kokristallisation von AP-$2-Ohr mit dem YFPTDERSWVY SPLH-Peptid aus dem PNPp90-

C-Terminus unter bekannten Kristallisationsbedimggum war abermals erfolgreich und der neue
Kokristall erreichte eine Auflésung von 1,83 A.diesem Komplex waren die Elektronendichten aller
Aminosauren des von PIP¥Kp90 abgeleiteten YFPTDERSWVYSPLH-Peptids sichtbser zweite
Kokristall zeigt, dass F640 als weitere Bindungsdainante den Kontakt des PIRKI90-C-
Terminus zunf2-Ohr vermittelt. Diese zusatzliche Kontaktstediein der vorhergesagten Position zu
finden und geht hydrophobe Wechselwirkungen mit demgebenden Aminoséauren A806, Y815,
Q804 und N758 ein (siehe Abb. 3.11).
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Abb. 3.11 Kristallstruktur der 2-Ohr-Doméne im Komplex mit dem PIPKIy-p90-Peptid
YFPTDERSWVYSPLH

(A) Darstellung der Bindung des PIRKI90-Peptids YFPTDERSWVYSPLH (blau) auf @&-Ohr-Oberflach
mit einer Uberlagerung des Eps15-Peptids (g€m).VergroRerte Darstellung direkter, molekularer Kdug
(rot) zwischen dem PIPKdp90-Peptid (blau) und d¢¥2-Ohr-SandwiciSubdomaéane (grau). F640 lokalisier
eine hydrophobe Tasche (Kalotten) geformt durchB@®hr Aminoséduren A806, Y815, Q804 und N758.
molekularen Kontakte zwischen dem PIR4B0-Peptid und den Aminosauren dg2-Ohrs sind in Rc
dargestellt.

Neben der partiellen Uberlappung des Eps15- undPtiisly-p90-Peptids in ihrer Assoziation mit der
B2-Ohr-Oberflache bestehen drei wesentliche Unterdehzwischen den Peptd®-Ohr-Komplexen.
So beansprucht das langgestreckte PyRIRD-Peptid YFPTDERSWVYSPLH einen ungemein
groBeren Anteil dep2-Ohr-Oberflache als das kirzere Eps15-Peptid SFEIBESTL (773,7 A
gegen 395,2 A(sieche Anhang Tabelle F.4 und Tabelle F.5). Esebest jedoch noch weitere
Abweichungen in den Bindungscharakteristika befeptide. Phenylalaningfeles Eps15-Peptids ist
im PIPKIly-p90-Peptid durch E644 ersetzt (vgl. Abb. 3.10)dwrah ein hydrophober Kontakt mit
V813 der p2-Ohr-Doméne verloren geht. E644 wiederum interagiedurch eine
Wasserstoffbriickenbindung mit K808. Ein weiterertdgschied ist ein Serin (S650) anstelle von
Aspartat @ im Epsl15-Peptid. Die Carbonylgruppe der Aspartat $eitenkette bildet eine
Wasserstoffbrickenbindung mit Y815 aus, wohingeg8650 mit L770 und F753 Uber
Wasserstoffbriickenbindungen interagiert.
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3.5 Mutationsanalyen bestétigen die strukturellen D aten der
Komplexbildung des PIPKI yp90 abgeleiteten Peptids

YFPTDERSWVYSPLH mit AP-2- 2-Ohr
Aus der proteinkristallographischen Analyse @2sOhrs im Komplex mit dem PIPkdp90-Peptid

YFPTDERSWVYSPLH ging hervor, dass die Aminosaureédl¥ und K808 in die Komplexbildung
involviert sind (vgl. Abb. 3.11). Ihre Bedeutung fiie Interaktion def2-Ohrs mit PIPKy-p90 wurde

in anschlieBenden Bindungsexperimenten genauerrsuctd. Native, endogene PIRKlaus
Rattenhirnsynaptosomenextrakt wurden unter Verwegdverschiedener AP{22-Ohr-Konstrukte
affinitatsgereinigt. Das Ergebnis belegt, dass Aesstausch von Y815 und K808 gegen die
Aminoséaure Alanin einen vollstandigen Bindungsverlmur Folge hat, und bestatigt die Bedeutung
beider Aminosauren fur die Komplexformation @2-Ohr und PIPKJ-p90 (siehe Abb. 3.12A).

&
" & & B GST-PIPKIy-p90 .
o 451-668
q,'OQ «’\;OQ q,'o&\ ( ) - \c/{?q'
R KRR F ¥ A& x
A K . PR SR A
K F P PP & F L P E
— —— PIPKlY - WWPWM» == Talin FERM (His,)
Aktin
B2-Ohr (His,)
< | ———
WP — GST-2-Ohr
S —GsT

Abb. 3.12 Bestatigung der strukturellen Daten durchMutation essentieller Aminoséauren, die in die
Bindung der B2-Ohr-Doméane mit dem PIPKIy-p90-C-Terminus involviert sind

(A) Affinitatsreinigung nativer, endogener PIBRKBhus Rattenhirnsynaptosomenextrakt unter Verwer
verschiedener  GSPB2-OhrKonstrukte.  Aliquots des  Rattenhirnsynaptosomeadétdr und  de
affinitdtsgereinigten Materials wurden durch Immiatting und der Verwendung von Antikérpern gegeRRly
und Aktin als Kontrolle analysiert. Std, 7,5 % deinsgesamt im Assay eingesetzrte
Rattenhirnsynaptosomenextraktes. Unten: PonceaféBoge Membran mit Markierung der GE&Usionsproteir
auf der rechten Membransei@®) GST-PIPK-p90 (Aminosaure 45668) WT oder mutierte Varianten wurc
mit Hiss-Talin-FERM oder Higp2-Ohr inkubiert. Gebundenes Talin-FERM od@2-Ohr wurden durc
Immunblotting und der Verwendung von klntikdrpern analysiert. Std, 50 % (Talin-FERM) oder % (32-
Ohr) des insgesamt im Assay eingesetzteg-Hisionsproteins.

Umgekehrt verursachte die Mutation kritischer, ar @indung zurf2-Ohr-Doméne beteiligter
Aminosauren des PIPKp90-C-Terminus, namentlich F640, W647 oder Y64 Kombination mit
L652 gegen Alanin bzw. Phenylalanin, einen Verldst Interaktion mit rekombinanter, gereinigter
[32-Ohr-Domane (vgl. Abb. 3.12B) und belegt ihre Riokin der Interaktion mit der AP-g2-Ohr-

Domane.
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Zuséatzlich zu dem Einfluss der unterschiedlicherPKR}-p90-C-Terminus-Mutanten auf die
Interaktion mit AP-282-Ohr wurde ihr Effekt auf die Bindung der TalinfREB-Domane analysiert
(siehe Abb. 3.12B). Den Erwartungen entsprechenwte nach dem Austausch von W647 zu Alanin
keine Bindung der Talin-FERM-Domane detektiert vegrdDi Paoloet al, 2002; Morgaret al,
2004). Die Mutation F640A hingegen hatte keinend®® in Kombination mit L652A nur einen
geringen, negativen Einfluss auf die Interaktiont Walin-FERM. Uberraschend war hingegen, dass
die Mutation des Tryptophans 647 zu Phenylalanir64W) die Interaktion mit Talin-FERM nur
leicht einschrankte und somit das Ergebnis vondail®und Mitarbeitern (2002) nicht bestéatigte. Die
Strukturdaten  des  kristallisierten  Komplexes von -2@2-Ohr mit  PIPKY-p90
YFPTDERSWVYSPLH konnten mittels der durchgefihrtdntationsanalysen verifiziert werden.
Weiterhin weisen die Versuchergebnisse darauf Hass die Bindungsstellen der Talin-FERM-

Doméne und de32-Ohrs im PIPKy-p90-C-Terminus teilweise Uberlappen.
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3.6 Kiristallstruktur von AP-2-C-py2 im Komplex mit d em Peptid
SWVYSPLH aus dem p90-spezifischen Spliceinsert der  PIPKly
Zu Charakterisierung der molekularen Basis derrdttéon von AP-2u mit dem PIPkKp90-C-

Terminus wurde ein sieben Aminosauren langes PeWVYSPLH, korrespondierend zu der
Primarsequenz Aminosaure 646-652 von PiPpQ0, synthetisiert und far
Kokristallisationsexperimente mit gereinigtem E-unter bekannten Kristallisationsbedingungen
(Kittler et al, 2008) verwendet. Der Kristall zeigte eine matenauflosung von 2,6 A, die
Elektronendichten aller Aminosauren des PNp90-Peptids SWVYSPLH waren in der

Kristallstruktur zu erkennen.

A

His-653

Abb. 3.13 Kristallstruktur von AP-2-C-u2 im Komplex mit dem PIPKIy-p90-Peptid SWVYSPLH

(A) Oberflachendarstellung von AP-2-C-u2 mit dem PNpA0-Peptid SWVYSPLH (blau), das langgestre
Uber die bekannte Yx-Motiv-Interaktionsflache mit der AP-2-Untereinhdiiteragiert. (B) Vereinfachte
atomare Struktur der Interaktionsflache des PIRIN0-Peptids (blau) im Komplex mit AP-24€2 (grau)
W647 lokalisiert als dritte, spezifische Bindungstminante in eine hydrophobe Bindungstasche (ikaiytdie
von Glu-391, GIn-318 und Pro-393 der AP-2-Untereibf12 geformt wird.

Das PIPKY-p90-Peptid SWVYSPLH interagiert mit C-u2 tber @inausgedehnten Bereich, der
bekanntermalien die Wechselwirkung mit ¥xkotiven (Owenet al, 1998; 2001; Collinst al,
2002) vermittelt (vergleiche Abb. 3.13). Die Bindumon SWVYSPLH an C-u2 erfolgt Uber einen
three-pin-plug Mechanismus, der zum ersten Mal von Owen und biigern 2001 im Fall der
Interaktion von P-Selectin mit AP-2-C-u2 beschriebgurde. Derthree-pin-plug Mechanismus
unterscheidet sich votwo-pin-plugMechanismus (Owen & Ewans, 1998) durch die Existeiner
zusatzlichen Bindungsdeterminante, die in die akiéon mit C-u2 involviert ist. W647 stellt im
PIPKIy-p90-Peptid SWVYSPLH die dritte Kontaktstelle nebé49 und L652 dar (siehe Abb. 3.13).
Wichtige, in die Bindung von SWVYSPLH involviertenfinosauren von AP-2-C-u2 sind D176,
W421 und R423 (siehe Abb. 3.14). Das verwendet&RtB90-Peptid entspricht von den Abstanden
der hydrophoben Aminosauren (WxY®x dem Peptid YGYECL, das aus dem zytoplasmatischen
Bereich dery2-Untereinheit des GABARezeptors stammt und ebenfalls tUber eitiere-pin-plug
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Mechanismus an C-u2 bindet (Kittletr al, 2008). Im Kokristall von C-pu2 und dem Peptid YEYE
besetzt ein Tyrosinrest die hydrophobe Bindungba&@sgeformt durch D391, Q318 und P393, die im
SWVYSPLH-Peptid durch W647 in Anspruch genommerdwugl. Abb. 3.14B).
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Abb. 3.14 Die Interaktion von AP-2-C-p2 und dem PIKI y-p90-Peptid SWVYSPLH involviert W647 als
zuséatzlichen Peptidkontakt

(A), (B) VergroRerte Darstellung der Interaktionsflache B#2KIy-p90-Peptids SWVYSPLH (Aminosaure 646-
653, blau) im Komplex mit AP-2-C-u2 (grau) mit eirgberlagerungB) des kiirzlich charakterisierten Pep
YGYECL (gelb), das dem zytoplasmatischen Bereichy@edUntereinheit des GABARezeptors zugehort. W6
lokalisiert in eine hydrophobe Tasche (Kalottergfogmt durch die AR2p Aminoséduren D391, Q318 und P:
Dieselbe hydrophobe Tasche in AP-2p akkomodierh ain Tyrosin des vom GABARezeptors abgdteter
Peptids EYECL. Direkte, molekulare Kontakte zwischen der®illy-p90-Peptid (blau) und AP-2jgrau) sind ii
Rot dargestellt.

Der Kokristall von C-pu2 mit dem Peptid SWVYSPLH giel eindeutig, dass PIPKp90 Uber ein

Yxx®-Motiv im p90-spezifischen Spliceinsert mit AP-2ZuWechselwirkung treten kann.

3.7 Die Interaktion von PIPKI pp90 und AP-2 involviert
verschiedene Interaktionsflachen
Die Kristallstrukturen der AP-2-Doméanen C-u2 ufg-Ohr im Komplex mit Peptiden aus dem

PIPKIy-p90-C-Terminus (vgl. Abb. 3.11 und Abb. 3.13) sriganschaulich, dass Uber den PIPKI
p90-C-Terminus eine Interaktion mit beiden AP-2-Io®n vermittelt werden kann. Die bereits
identifizierten Interaktionsbereiche schlieRen mdaie Existenz weiterer AP-2-Interaktionsflachen
im C-Terminus der PIPKAp90 nicht aus. Daher wurden zur Identifizierung uere
Interaktionsbereiche Affinitatsreinigungen mit usthiedlichen Mutanten-Konstrukten des PHRKI
p90-C-Terminus durchgefuhrt.

Zunachst wurde die Fahigkeit ausgewahlter P{RIQ0-C-Terminus-Mutanten untersucht, mit
endogenen, nativen AP-2-Komplexen aus Rattenhiraleixizu interagieren (vgl. Abb. 3.15A). Ein
Austausch von F640, involviert in die Interaktioit ®P-232-Ohr zu Alanin, hatte in Kombination
mit Y649A, beteiligt an der Bindung beider AP-2-Démen, eine Schwachung der Wechselwirkung
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mit endogenem AP-2 zur Folge. In zwei weiteren Mtdéa wurde W647, eine Aminosaure, die
ebenfalls eine essentielle Rolle in der Interaktidhbeiden AP-2-Domé&nen einnimmt, gegen Alanin
ausgetauscht und in Verbindung mit Y649A und Y64%52A verwendet. Auch diese PIRKH9O0
Mutanten zeigten eine verminderte Bindungsfahigheitten jedoch keinen vollstandigen Verlust der
Wechselwirkung mit AP-2 zur Folge. Demnach ist ARaRig, weiterhin mit dem PIPK4p90-C-
Terminus zu interagieren, auch wenn alle essestidiminosauren, die an der Bindung an C-u2 bzw.
die p2-Ohr-Domane beteiligt sind, gegen Alanin ausgetfatusurden.

Dieselben PIPKFp90-C-Terminus-Konstrukte wurden zur Affinitdtsngung rekombinant
hergestellter AP-2-Doménen (C-u2 ug@-Ohr) sowie Talin-FERM eingesetzt (vgl. Abb. 3R%is

D). Das Experiment zeigte, dass der Austausclskhér, an der Bindung beteiligter Aminosauren, die
Interaktion mit C-p2 reduzierte, aber nicht komplisruptierte (siehe Abb. 3.15B). Im Fall von
gereinigtem B2-Ohr fuhrte die Einfluhrung von F640A/Y649A und W®&4Y649A auch in
Kombination mit L652A zur vollstdndigen Eliminiergrer Bindung an den PIP§Kp90-C-Terminus
(vgl. Abb. 3.15C). Die Bindung der Talin-FERM-Don&@an den PIPKAp90-C-Terminus wurde
unterbrochen, wenn W647A in Kombination mit weiterdutationen zur Affinitatsreinigung
eingesetzt wurde. Der Austausch von F640 zusamnitevia#h9 gegen jeweils ein Alanin hatte keinen
Einfluss auf die Assoziation mit Talin-FERM (siefBb. 3.15D).

Das Bindungsexperiment bestétigte, dass sich digluBigsbereiche vof2-Ohr und Talin-FERM
Uberschneiden; ein Austausch der Aminosduren F6#D W647 disruptiert die Interaktion des
PIPKIy-p90-C-Terminus mit dem AP82-Ohr. Der Ersatz von W647 gegen Alanin im PNRED0-
C-Terminus fihrt zum Verlust der Fahigkeit mit TaFERM zu interagieren. Uberraschend hingegen
war, dass die Mutation von Aminosauren, die belaf@uhlisselpositionen in der Interaktion mit C-

K12 einnehmen, keine vollstandige Unterbrechundrderaktion mit AP-2u zur Folge hatte.

Im Fall aller in diesem Experiment untersuchtenk®{Pp90-Konstrukte (Aminosaure 451-668) war
eine Wechselwirkung mit AP-2u moéglich, auch wen@ Bindung an die PIPKdp90-C-Termini zu
gewissen Anteilen in Abhangigkeit von den Mutationerringert war. Dieses Ergebnis erklart die
Fahigkeit nativer AP-2-Komplexe trotz Mutation wiger p90-Spliceinsert-spezifischer
Aminosauren an den PIP§Kp90-C-Terminus zu binden und deutet gleichzeitif die Existenz

mindestens einer weiteren AP-2u-Interaktionsfldthe
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Abb. 3.15 Die Bindungsstellen fir Talin und die AP2-Doméanen C-p2 und32-Ohr im PIPKI y-p90-C-
Terminus Uberlappen

(A) Affinitatsreinigung von nativen, endogenem AP-2Zs drattenhirnextrakt unter Verwendung von GST-
PIPKIy-p90 (Aminosaure 451-668) WT oder Mutanten. Aliquotles Rattenhirnextrakts und des
affinitdtsgereinigten Materials wurden durch Immiatting und die Verwendung von Antikdrpern gegen
PIPKIly und Aktin als Kontrolle analysiert. Std, 5 % dasgesamt im Assay eingesetzten Rattenh{B)jsGST-
PIPKIy-p90 (Aminosaure 451-668) WT und bereits verwendétitanten wurden mit gereinigtem kg2-Ohr
inkubiert. GebundenB2-Ohr-Doméane wurde durch Immunblotting und die Vamdung von HisAntikdrpern
analysiert. Std, 10 % der insgesamt im Assay e#tgtn 32-Ohr-Doméane. Unten: Ponceau S gefarbte
Membranen, Angabe molekularer Standardgewichtelaufinken und der GST-Fusionsproteine auf dertegth
Membranseite. Durch Ponceau S Farbung kann gebesdB@-Ohr nicht visualisiert werden, da
Degradationsprodukte der PIRKp90-Konstrukte das Hig-usionsprotein Uberdecke(C) GST-PIPKi-p90
(Aminosaure 451-668) WT oder Mutanten wurden mitregegtem Hig-C-u2Aminosdure inkubiert.
Gebundenes C-u2 wurde durch Immunblotting und diewéndung von HisAntikdrpern analysiert. Std, 50 %
des insgesamt im Assay eingesetztens-Hissionsproteins. Unten: Ponceau S gefarbte MembraAngabe
molekularer Standardgewichte auf der linken und @8iT-Fusionsproteine auf der rechten MembransgiXe.
GST-PIPK-p90 (Aminoséaure 451-668) WT oder Mutanten wurdéngareinigter Hig-Talin-FERM-Domane
inkubiert. Gebundendes Talin wurde durch Immunbigtund die Verwendung von Hi&ntikdrpern analysiert.
Std, 50 % des insgesamt im Assay eingesetztegRdisionsproteins. Unten: Ponceau S gefarbte Merahran
Angabe molekularer Standardgewichte auf der linkemd der GST-Fusionsproteine auf der rechten
Membranseite.
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Daher wurde die Primarsequenz des P{RpA0-C-Terminus auf weitere, potentielle AP-2-C-p2-
Interaktionssignale untersucht. Tatsachlich korgiteweiteres, putatives YgxMotiv, gebildet von
den Aminosauren 497-500, identifiziert werden (sié&lbb. 3.16A).
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Abb. 3.16 Der PIPKIy-90-C-Terminus enthéalt ein zweites, proximales Yx®-Motiv

(A) Schematische Darstellung von PIRKIO0 mit beiden Yxsb-Motiven, YSPL (proximal) und WVYSF
(distal) im C-Terminus(B) Affinitatschromatographische Aufreinigung rekbinanter Bindungspartner 1
GST-PIPKK-p90 (Aminosaure 451-668) WT oder Mutanten-Kongtnk Gebundenes Hi€-p2, Hig-Talin-
FERM oder Hig32-Ohr wurde durch Immunblotting und der Verwendwog His-spezifischen Antikorp
analysiert. Std, 50 % (Talin, C-u2) oder 10 8-Ohr des insgesamt im Experiment eingesetzten- His
Fusionsproteins. (C)  Affinitatsreinigung  von  nativen, endogenen  AR@mplexen au
Rattenhirnsynaptosomenextrakt mit verschiedenen -BIFKIy-90-Konstrukten (Aminosdure 4568), W1
und Mutanten. Aliquots des Rattenhirnsynaptosomenkbds sowie des affinitatsgereinigtem Materialsdeu
durch Immunblotting und der Verwendung von AP-2alifi- und AktinAntikérpern analysiert. Std, 10 % «
insgesamt im Experiment eingesetzten Rattenhirqggsamenextraktes.

Um den Einfluss dieses zweiten, proximalen ®otivs im PIPKl-p90-C-Terminus auf die
Bindung an AP-2u zu untersuchen, wurden Y497/L3RGnasowie in Kombination mit W647, Y649
sowie L652 des distalen Sortiermotivs gegen Alaausgetauscht und die neuen PNRPREDO-
Konstrukte zur Affinitatsreinigung der rekombinamtBindungspartner C-uB2-Ohr-Doméne sowie
Talin-FERM eingesetzt. In Abbildung 3.16B ist dastgdlt, dass die Mutation von Y497A und L500A
allein keinen Einfluss auf die Interaktion allemwendeten HigFusionsproteine hat. Y497A/L500A
in Verbindung mit W647A/Y649A/L652A, Schlisselamgduren fur die Interaktion aller drei
Bindungspartner, eliminierte nicht nur - wie erveart die Bindung vor32-Ohr und Talin-FERM,
sondern auch von C-p2. Auch native, endogene ARPHexe aus Rattenhirnsynaptosomenextrakt
verloren durch den Austausch von Y497, L500, W64549 und L652 zu Alanin bis auf das Niveau

von Hintergrundbindung ihre Fahigkeit mit dem PIRB0-C-Terminus zu interagieren (vergleiche
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Abb. 3.16C). Wurden nur die Aminosauren F640, W6/49 und L652, allein oder in Kombination
mutiert, so war weiterhin eine Detektion von gelemeim, endogenem AP-2 mdglich, wenn auch mit
unterschiedlich starkem Effekt in Abhangigkeit vaten ausgetauschten Aminoséuren. Den
Erwartungen entsprechend, konnte keine Wechselngrkuon endogenem Talin mit dem (2
(Y497/L500/W647/Y649/L652)-bindungsdefizienten PIRHRO0-C-Terminus  detektiert werden
(siehe Abb. 3.16C). Auch alle anderen Konstrukémesh ein zu Alanin verandertes W647 gemeinsam
ist, waren unfahig, eine Bindung mit Talin einzugehund bestétigen somit vorangegangene
Experimente (vergleiche Abb. 3.12 und Abb. 3.15¢ Blutationen F640A und Y497A/L500A haben
hingegen keine Auswirkungen auf die Talin-Wechsedwig.

Nach den Ergebnissen der durchgefuhrten Mutatiamsd Bindungsexperimente involviert die
Assoziation des PIPKIp90-C-Terminus mit AP-2u zwei YxxInternalisierungsmotive, ein
proximales YPTL (Aminosaure 497-500) und ein desalVVYSPL-Peptid (Aminoséaure 647-652).
Eine Dysfunktion des proximalen YPTL-Motivs durclkndAustausch von Y497 und L500 gegen
Alanin hat keine offensichtlichen Auswirkungen aig Interaktion von AP-2u mit dem PIPKH90-
C-Terminus, wohingegen die Mutation der Schliisselagiiuren W647, Y649 und L652 des distalen
WVYSPL-Motivs zu einer sichtlichen Reduktion der-2R-Bindung fuhrt.
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3.8 Quantitative Bestimmung der Dissoziationskonsta nten fur die
Interaktion von aus dem PIPKI yp90-C-Terminus abgeleiteten
Peptiden mit den AP-2-Doménen C-p2 und  2-Ohr

Um weitere Einblicke in die Interaktion der PIRKI90 mit den AP-2-Domanen C-u2 ug-Ohr zu

gewinnen, wurden Dissoziationskonstanten quantitatittels isothermaler Titrationskalorimetrie
(ITC) in Kooperation mit Georg Krainer (AG KelleBestimmt. Fir die ITC-Messungen wurden
synthetische WT- unfi2-Ohr (F640A)-bindungsdefiziente PIBKp90-Peptide (Aminoséaure 639-652)
sowie rekombinantes C-u2 ufi@d-Ohr verwendet. Die PIPKdp90-Peptide hatten eine zusatzliche
Penetratin-Sequenz (RRMKWKK) (siehe Abb. 3.17A), s spater auch in Zellexperimenten
einsetzen zu kdnnen (siehe Abschnitt 3.11 und 3.12)

Die ITC-Messungen ergaben einég-Wert von 9 uM fir die Wechselwirkung des WT-PIpHR0-
Peptids mit AP-2-C-pu2. Fir die Interaktion v@R-Ohr mit demselben Peptid wurde eine
Dissoziationskonstante von 157 pM bestimmt (vechiei Abb. 3.17 B bis E). Die ins Peptid
eingefiihrte Mutation F640A hatte eine deutliche widsung auf die Wechselwirkung mit d@2-
Ohr-Doméne, die sich in einer Erhéhung #gswWerts von 157 pM auf 746 puM widerspiegelte und
die kritische Rolle des Phenylalanins 640 fur diegeraktion bestatigte (vergleiche Abb. 3.11 und
Abb. 3.12). Der Austausch von F640 gegen Alaninehaghezu keinen Einfluss auf die Bindung zu
C-u2 mit einenkKp-Wert von 11 uM (siehe Abb. 3.17 B bis E).

Mit einem Wert von 9 uM ist die Interaktion des WWIPKIy-p90-Peptids mit AP-2-C-u2
thermodynamisch gegentber d@2+Ohr mit 157 pM begunstigt und die Inaktivierungy 82-Ohr-
Bindungsstelle im PIPKAp90 abgeleiteten Peptid RRMKWKK-YAPTDRRSWVY SPLHtteawie
erwartet einen dramatischen Effekt auf die Intaoaktmit AP-2£2-Ohr-Doméne (746 pM)
(vergleiche Abb. 3.17).

Die Dissoziationskonstante des PIRBO0-Peptids ist mit 9 uM im Vergleich zu den 48§ der
Assoziation des YEYECL-Peptids aus g2fUntereinheit des GABARezeptors (Kittleet al, 2008),
das ebenfalls Gber einémree-pin-plugMechanismus mit AP2-C-u2 interagiert, deutlich éduch
der Kp-Wert des TGN38 Yxsb-Motivs, das uber einentwo-pin-plug Mechanismus an
phosphorylierten AP-2-Rumpf bindet, das eher dediBgingen in der Zelle entspricht, liegt mit 72
nM ebenfalls deutlich unterhalb der 9 uM flr daBH-p90-Peptid (Honingt al, 2005).
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Abb. 3.17 Quantitative Bestimmung von Dissoziation®nstanten fir die Interaktion von Penetratin-
PIPKI y-p90-Peptiden mit den AP-2-Doménen C-p2 un@2-Ohr

(A) Schematische Darstellung der verwendeten, systietn Peptide aus dem C-Terminus von PyRIQ0
Die Peptide verfigen N-terminal Uber ein zusatdicPenetratiiReptid RRMKWKK (griin). Die Mutatic
desp2-Ohr (F640A)-bindungsdefizienten PIRKHI0-Peptids ist in Rot eingezeichn@®)-(C) Heizleistun
Ap aufgetragen gegen die Zdi). Die einzelnen Datenpunkte ergeben sich ausnjiektlon der synthetisch:
PIPKIy-p90-Peptide zup2-Ohr-Domane (B) und C-u2 (158-43®)). Die ITCMessungen wurden bei 25
durchgefuhrt(D), (E) Integrierte, normalisierte und um die Verdunnuné@swe korrigierte Reaktionswaér
(Q) aufgetragen gegen die molaren Protein/Peptid-digrisse R). Die Reaktionswéarmen, die aus
Injektion des Peptids zB2-Ohr (Kreise) oder C-u2 (Quadrate) resultiertenrdgn an ein “ne-set-of-site's
Model angepasst und die DissoziationskonstarKghrittels linearer Regression berechnet.
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Eine mdgliche Erklarung fur diese vergleichsweisedrigaffinen Wechselwirkungen kénnte die
Gegenwart der Penetratin-Sequenz innerhalb des eveleten Peptids darstellen. Um diese
Moglichkeit zu untersuchen, wurden die quantitati®estimmungen der Dissoziationskonstanten
durch ITC mit einem WT-PIPK4p90-Peptid ohne das stark basische Penetratiigléighe Abb.
3.18A) wiederholt. Daraus resultierte ép-Wert von 6 uM fur die Interaktion mit C-u2 bzw. A

fur dasf32-Ohr (siehe Abb. 3.18B und C).
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Abb. 3.18 Quantitative Bestimmung der Dissoziatiori®nstanten der Interaktion des WT-PIPKIy-p90-
Peptids YFPTDERSWVYSPLH ohne Penetratin mit den AP2-Doméanen C-p2 undd2-Ohr

(A) Schematische Darstellung des verwendeten synthetisPIPKy-p90-Peptids YFPTDERSWVYSPLH a
dem C-Terminus der Kinasg€B) Auftragung der Heizleistung4p) gegen die Zeitt]. Die einzelne
Datenpunkte resultieren aus der Injektion des sfistthen PIPKp90-Peptids z{2-Ohr und C-u2. Die ITC-
Messungen wurden bei 25°C durchgefuli@) Die integrierte, normalisierte und um Verdinnungsng
korrigierte ReaktionswarmeQj wurde gegen die molaren Protein/Peptid-Verh&@mif) aufgetragen. D

Reaktionswarmen, die aus der Injektion des Pepmidsp2-Ohr Domane (Kreise) oder 2 (Quadrate
resultierten, wurden an ein rie-set-of-sitésModell angepasst und die Dissoziationskonstargtés) mittels
linearer Regression berechnet.

Die Verwendung des WT-PIPip90-Peptids in Abwesenheit der Penetratin-Seqaeiute, dass die
zusatzlichen basischen Aminosauren der im ersteau¢k verwendeten Peptide, die Interaktion des
Peptids mit den AP-2-Doménen, insbesondere mit f2Ohr-Doméane, negativ beeinflussten
(vergleiche Abb. 3.17 und Abb. 3.18). Diese relaj®ringe Auswirkung des Penetratins auf die
Wechselwirkung des PIPp90-Peptids mit C-pu2 bestatigt den niedrigaffingp-Wert dieser

Interaktion.
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Die ermitteltenKp-Werte weisen darauf hin, dass zumindastitro die Interaktion des PIPKdp90-

C-Terminus mit AP-2-C-u2 gegeniber dBOhr thermodynamisch bevorzugt ist.

3.9 Der Einfluss unterschiedlicher Interaktionsflac hen auf die
Komplexbildung von PIPKI  p90 mit dem Adaptorkomplex-2

Die Daten der Kristallstrukturen sowie anschliefeedutationsanalysen zeigten, dass der AP-2-
Komplex sowohl tber dag2-Ohr als auch Uber C-p2 mit dem C-Terminus derKRH#p90
interagieren kann. Die Interaktionsflachen der éeid\P-2-Doméanen im PIPKp90-C-Terminus
sind Uberlappend undn vitro wird AP-2-C-u2 (6 pM) der2-Ohr-Doméane (22 pM)
thermodynamisch bevorzugt. Es gab jedoch keinerDbagzuglich des Einflusses unterschiedlicher
Mutationen im C-Terminus der PIP{p90 im Volllangen-Kontext auf die KomplexbildungtmP-2.
Daher wurde zunachst eine Affinitatsreinigung vorteuschiedlichen HA-PIPKdp90-Konstrukten
aus transient transfizierten Cos7-Zellen mit G&FOhr und C-pu2 durchgefuhrt (siehe Abb. 3.19). In
den untersuchten PIP¥%p90-Konstrukten waren Aminosauren mutiert, welaheder Bindung von
2-Ohr (F640A; AB2-Bindungsstelle) und C-pu2 (Y497A/L500A/W647A/Y64RA52A, ABR2u2-
Bindungsstellen) des AP-2-Komplexes beteiligt sisiéhe Abb. 3.19A). Eine Inaktivierung dé2-
Ohr-Bindungsstelle innerhalb des PIRKIO0-C-Terminus (F640AAR2-Bindungsstelle) hatte den
Verlust der Bindung an GSB2-Ohr zur Folge, die Interaktion mit GST-C-2u wacht beeinflusst
(vergleiche Abb. 3.19B und C). Wurden das proximald das distale YxxMotiv einschlief3lich der
32-Ohr Bindungstelle innerhalb des PIRKI90-C-Terminus durch Mutation ausgeschaltet
(Y497A/L500A/W647AIYB49A/L652A; AB2u2-Bindungsstellen), konnte neben dem
Bindungsverlust an dg¥2-Ohr eine Verringerung, jedoch kein Verlust dercaelwirkung mit C-p2
detektiert werden (siehe Abb. 3.19B und C).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass an demkeabildung zwischen PIPKdp90 und AP-2
zumindest teilweise Bereiche aul3erhalb des C-Tewsneteiligt sind. Die Quantifizierung von zwei
unabhangig durchgefuhrten Experimenten veransaiduheben den beschriebenen Folgen der
eingefuihrten Mutationen auf die AP-2-PIRKI90-Komplexbildung, dass die Bindung von PIpKI
p90 Uber AP-2-C-u2 mit ca. 16 % Bindung des eingése Materials effizienter erfolgt als ber das
[32-Ohr mit ca. 5 % (vergleiche Abb. 3.19C).
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Abb. 3.19 Die Komplexbildung von PIPKK-90 mit AP-2 involviert Interaktionsbereiche aul3ertalb des
PIPKI y-90-C-Terminus

(A) Darstellung der verwendeten PIRKI90-Konstrukte WT,ABR2-Bindungsstelle (F640A) und\p2u2-
Bindungsstellen (Y497A/L500A/W647A/Y649A/L652A).(B) Affinitdtsreinigung von HA-PIPK}-p90-
Varianten aus Lysaten transient transfizierter €oslfen unter Verwendung von GST, GB2-Ohr und GST-
C-p2. Aliguots der Zelllysate und des affinitatsgeigten Materials wurden durch Immunblotting uner d
Verwendung von Antikdrpern gegen HA und Aktin alsritrolle analysiert. Std, 12 % der insgesamt ima&ss
eingesetzten Zelllysate. Unten: Ponceau S geféMetmbranen, Angabe molekularer Standardgewichtedauf
linken und Markierung der GST-Fusionsproteine aaf ichten MembranseitéC) Quantifizierung der totalen
Menge (% des insgesamt verwendeten Materials) arPHXIy-p90-Varianten, die an GST-C-p2 (links) und
GSTf2-Ohr (rechts) affinitdtsgereinigt wurden. Darsteli reprasentativer Daten untefB). Zur
Quantifizierung wurde ImageJ verwendet. Das Ballegrdmm zeigt Durchschnittswerte =+ der
Standardabweichung (n = zwei unabhangige Expergpent
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3.10 Selbstaktivierung der PIPKI  }p90 im Komplex mit AP-2u
Die Kristallstruktur von C-pu2 im Komplex mit demA¥XIy-p90-Peptid SWVYSPLH zeigte, dass die

Interaktion der beiden Proteine das distale WVY3Ritiv im Kinase-C-Terminus involviert.
Darlber hinaus ist bekannt, dass die Aktivitdt BEPKIy-p90 durch ihre Bindung von AP-2u bei
gleichzeitiger Bindung von YxR-haltigen Frachtproteinen stimuliert werden kanrra{iéset al,
2006). Dies fuhrte zu der Frage, ob eine ErhohusrgRIPKl-p90-vermittelten PI(4,5Synthese
durch das distale WVY SPL-Motiv mdglich ist.
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Abb. 3.20 Stimulation der PIPKIy-p87-vermittelten P1(4,5)P-Synthese durch das distale WVYSPLMotiv
aus dem PIPKIy-p90-C-Terminus

(A) Daten von zwei unabhangigen Experimenten wurderQuantifizierung der HA-PIPKAp87vermittelter
[*%P]-PI(4,5)B-Synthese in An- oder Abwesenheit der dargestePeptide verwendet. Lysate HA-PIRKI87
stabil transfizierter Hek293FIp-In-Zellen wurderéipariert und in An- oder Abwesenheit von 3 pMgHisp2
und 100 uM der dargestellten Peptide, PI(4)P ugd®*P]-ATP inkubiert. Das CTReptic
(YFPTDERSWVYSPLH) stammt aus dem PIP¥Kp90-CTerminus und entspricht der Primarsequ
Aminosaure 639-652. Die Aminosauresequenz desbyReptids (F\RALM) entstammt dem EGF-Rezeptor-
C-Terminus und interagiert, im Gegensatz zum ®septid (EARALM), einer C-pu2bindungsdefiziente
Variante des FYRALM-Peptids, ebenfalls mit p2: Die extrahierten Lipide wurden |
Diinnschichtchromatographie separiert und die Meage generiertem *{P]-PI1(4,5)B quantitativ durc
Phosphorimage Analyse analysiert. Das Balkendiagraigt Durchschnittswerte + Standardabweichung
zwei unabhangige Experimente). Die Daten wurden dief Menge an generierteni’P]-PI(4,5)R in
Abwesenheit von Peptiden normalisigi®) Affinitatsreinigung von HA-PIPKy-p87 aus den Lysaten ste
transfizierter Hek293FIp-In-Zellen Uber GST und GSTi2. Aliquots des Zelllysates und
affinitdtsgereinigten Materials wurden durch Immiatting und die Verwendung von Antikérpern gegen
und Aktin als Kontrolle analysiert. Std, 10 % desgesamt im Assay eingesetzten Zelllysates.

Diese Fragestellung wurde angegangen, indem dektkfes distalen WVYSPL-Motivs aus dem p90-
spezifischen Spliceinsert auf die enzymatische VAtiti von PIPKY-p87 im Komplex mit AP-2u
untersucht wurde (siehe Abb. 3.20 und 3.21).

99



Ergebnisse

PIPKIy-p87 ist eine PIPKtSplicevariante, der das p90-spezifische AR32p@hr-bindende
Spliceinsert und somit das distale WVYSPL-Motiv ltelFiur das folgende Experiment wurden
Zellextrakte HA-PIPKy-p87 Uberexpremierender, stabil transfizierter F&Ep-In-Zellen verwendet.
Die enzymatische Aktivitdt der in diesen Lysaterthaltenen PIPKFp87 wurde dann in der
Anwesenheit von C-u2 und Peptiden untersucht (g@tge Abb. 3.20). Die Synthese von Pl(4 5P
Zellextrakt konnte in Anwesenheit von C-u2 und démPeptid YFPTDERSWVYSPLH aus dem
PIPKIy-p90-C-Terminus stimuliert werden (vergleiche ABI20A).
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Abb. 3.21 Das distale WVYSPL-Motiv aus dem PIPKy-p90-C-Terminus stimuliert PIPKI y-p87 im
Komplex mit AP-2-C-u2

(A) Quantifizierung der PIPK4p87-abhangigen PI(4,54#3ynthese aus zwei unabhangigen Experime
Lysate HA-PIPKY-p87 stabil transfizierter Hek293FIp-In-Zellen ward prapariert. HA-PIPKip87 wurd:
affinitatschromatographisch an GSTp@- angereichert und in Hinblick auf seine Aktivitéitersucht. GS
fungierte als Negativkontrolle. Radioaktiv-markestP1(4,5)R, synthetisiert in An-oder Abwesenheit vt
Peptiden und den Substrateff?P]-ATP sowie PI(4)P, wurde mittels Diinnschichtchrorgeaphie aufgetren
und anschlieBend einer quantitativen Phosphorimagalyse unterzogen. Die Daten reprasenti
Durchschnittswerte + Standardabweichung. Die Datarden auf die Menge ari?P]-P1(4,5)B normalisiert
das durch PIPKAp87, gebunden an GST-p2, in Abwesenheit von Peptigeneriert wurdgB) Aliquots de
affinitatsgereinigten Materials wurden zur Uberpirif des Effekts der verwendeten Peptide auf dikilBs
des Komplexes von PIPb87 und Cg2 verwendet. Das affinitdtsgereinigte Material deur mit
einsprechenden Peptidmengen fiir die Dauer des &asaays inkubiert und anschlieRend intensiv gewa:
Ein Aliquot des Materials wurde Uber eine SDS-PA&Hgetrennund durch Immunblotting und Verwendt
Aktin- und HA-spezifischer Antikdrper analysiert. Std, 10 % degyesamt im Assay eingesetzten Zelllys
Unten: Durch Ponceau S gefarbte Membran mit Angldyemolekularen StandardgrofRen auf der linker
Markierung der GST-Fusionsproteine auf der recteite.

Eine vergleichbare Stimulation der Kinaseaktivié@n PIPKl-p87 konnte durch die Zugabe von
Hiss-C-p2 und einem Yx®-Peptid (FYRALM) aus EGF-Rezeptor-C-Terminus zu PIpHB7-
haltigen Zellextrakten detektiert werden (vergleichbb. 3.20A). Wurde hingegen ein nicht-
funktionales, mutiertes Ax®-Peptid, das zu einer Interaktion mit C-u2 nichtigéist, verwendet, so
konnte die PIPK}-p87-vermittelte PI(4,5PSynthese nicht potent gesteigert werden (vergiekibb.
3.20A). Der Nachweis von PIP#p87 im Extrakt erfolgte durch eine Affinitatsregning von HA-
PIPKIy-p87 aus dem verwendeten Zellextrakt mittels GSE2qvergleiche Abb. 3.20B).
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Ahnliche Ergebnisse fiir die Stimulation der PIp§B7-Kinaseaktivitat konnten beobachtet werden,
nachdem die kurze Splicevariante der PNRKbform mittels GST-C-u2 affinitatsgereinigt unir f
anschlielende Kinaseaktivitdtsassays eingesetztewigiche Abb. 3.21). Die Aktivitat von PIRKI
p87 im Komplex mit GST-C-pu2 konnte nur durch dersata funktionaler Yxsb-Peptide aus den C-
Terminus von PIPKFp90 und dem EGF-Rezeptor (vergleiche Abb. 3.21Adlgreich stimuliert
werden. Die PI(4,5PSynthese in Anwesenheit des mutierten @®Reptids konnte hingegen wie
schon bei der Verwendung von PIRKI87-haltigen Zellextrakten nicht gesteigert wer@esrgleiche
Abb. 3.20A und 3.21A). Zusétzlich wurde uberproft,der Komplex von PIPK4p87 und GST-C-pu2
auch nach dem Zusatz und der anschliel3enden Intnbait Yxx®-Peptiden besteht. Dies konnte
positiv bestatigt werden (siehe Abb. 3.21B).

Die durchgefihrten Kinaseaktivitdtsassays zeigiass die PIPKtp87-abhangige PI(4,5Synthese
durch das WVYSPL-Motiv-haltige Peptid aus dem PNPEI0-spezifischen Spliceinsert stimuliert
werden kann. Dieses Resultat ist in Ubereinstimmung den Ergebnissen durchgefiihrter
Kinaseaktivierungsassays, in denen der Effekt vox@¥otiven aus Frachtproteinen auf die
Aktivitat von PIPKl-Splicevarianten im Komplex mit AP-2u untersuchtrdes (Krausset al, 2006).
Daruber hinaus sind die aus den Kinaseaktivitéésageswonnenen Erkenntnisse in Einklang mit dem
Modell, dass ein Komplex aus PIRKHI90 und AP-2 zur Bereitstellung eines spezifiscR§d,5)B-
Pools im Rahmen des synaptischen Vesikelzyklusdggn kénnte.
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3.11Inhibition der Bi-Integrin-Internalisierung durch Peptide aus
dem PIPKI yp90-C-Terminus

Die Aufnahme des Transferrin-Rezeptors in die Zedldolgt Uber ein klassisches Y&x
Internalisierungsmotiv, das die AP-2/Clathrin-vettaiie Endozytose unterstitzt (Bonifacino & Traub,
2003). Uber AP-2- und Clathrin-vermittelte Endoagdkonnen jedoch auch Transmembranproteine
aufgenommen werden, deren Internalisierung nichter Gbeine konventionelle Yx&-

Erkennungssequenz vermittelt wird, wie es fur dignahme vor;-Integrin der Fall ist.

Integrine sind heterodimere Transmembranrezeptaden,aus einem- und einerf-Untereinheit
bestehen und den mechanischen Kontakt der Zelle ddé® Aktinzytoskelett zur extrazellularen
Matrix (ECM) oder zu Nachbarzellen vermitteln (Hgn2002). Der Kontakt zwischen den Integrinen
und dem Aktinzytoskelett ist jedoch nicht direkbndern wird durch das fokale Adh&sionsprotein
Talin, Interaktionspartner von PIPKp90, vermittelt (Legate & Fassler, 2009; Moseral, 2009).
Der dynamische Auf- und Abbau fokaler Adhéasioneielsgine zentrale Rolle in der Regulation der
Zelladhasion, -matilitat und -ausbreitung. Das meanproximale NPxY-Motiv deB1-Integrins kann
durch die PTB-Domanen (Calderwoed al, 2003) der endozytotischen Adaptorproteine Numdb un
Dab2 erkannt werden. Numb und Dab2 wechselwirkear Bf*-2-Bindemotive mit der AP-@-Ohr-
Doméne (Santolingt al, 2000; Morris & Cooper, 2001). Da PIRKp90 Uber die Interaktion mit
Talin ebenfalls im Bereich fokaler Adhasionen arefien ist (Di Paolcet al, 2002; Linget al, 2002),
stellte sich die Frage, ob die AP-2- und Clathrmmittelte Internalisierung vop;-Integrin PIPK{-
p90 involviert und die Aufnahme vdh-Integrin in Zellen durch dominant-negativ wirkeneg Kly-
p90-Peptide blockiert werden kann. Dieses und olaemde Experiment (siehe Abschnitt 3.12) wurde
in Kooperation mit Dr. Michael Krauss (AG Hauckeirchgefuhrt.

Eine vollstandige Inhibition dgs;-Integrin-Internalisierung war nicht zu erwartem, dele Integrine,
einschliellich B;-Integrin, Uber Clathrin-unabhéngige, endozytoisckorgénge in die Zelle
aufgenommen werden (Caswetlal, 2009; Caswell & Norman, 2008; Ulrich & Heisenhe2§09).

Zur Untersuchung des Effekts der verschiedenen RiP8-Peptide auf die Internalisierung vAp
Integrin wurden HelLa-Zellen fir 35 min mit Penatré®IPKIy-p90-Peptiden inkubiert (vergleiche
Abb. 3.22A). AnschlieBend folgte eine Inkubatiorr d@ellen fur 40 min bei 37°C in Anwesenheit
monoklonaler ant@l-Integrin-Antikdrper gerichtet gegen die extraziie Proteindoméne.
Nachfolgend wurden die Zellen drei Mal mit kaltem RBS-Puffer gewaschen, nicht internalisierte
[B1-Integrin-Antikdrper wurden von der Zelloberflactierch das einmalige Waschen mit 0,5 M NacCl
in kalter 0,5 % Essigsaure fur 45 sec entfernt. Zaéen wurden gewaschen, fixiert, permeabilisiert

und durch Immunfluoreszenzfarbung analysiert.
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Penetratin-PIPKIY-p90-Peptid WT: RRMKWKK -YFPTDERSWVYSPLH
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Abb. 3.22 Peptide aus dem PIPKFp90-C-Terminus inhibieren die Internalisierung vonp1-Integrin

(A) Darstellung der Aminosduresequenz der verschieddPi@Kly-p90-Peptide (WT,AB2- und AB2u2-
Bindungsstellen). Die verwendeten Peptide verfligieer eine Nierminale Penetratinsequenz (griin), welche
Aufnahme der Peptide in die Zellen vermitteln sell&u Alanin mutierte Aminosauren der Peptide smdRof
hervorgehoben(B) Vor der Inkubation mit je 100 uM Peptid wurden dHeLa-Zellen tber Nacht in Serum-
freiem Medium kultiviert. Die Inkubation mit den Been erfolgte fir 35 min bei 37°C. Die Inkubatidei
Zellen mit einem monoklonalen arfit-Integrin-Antikdrper (5 ug/ml) erfolgte Gber weitere 40 mimsg&hliel3en
wurden die Zellen dreimal mit kaltem 1x PBS-Puff@waschen. Nicht internalisierfil-IntegrinAntikdrper
wurden von der Zelloberflache durch Waschen mit\d,BlaCl in kalter 0,5 % Essigsaufér 45 sec entferr
anschlielBend weitere zwei Mal mit kaltem 1x PB#fer gewaschen und mit 4 % Paraformaldehyd fum2
bei RT fixiert. Die Menge an internalisierti-Integrin-Antikérpern wurde durch Epifluoreszelikroskopie
(Axiovert 200M; Carl Zeiss, Inc.) quantifizieiC) Quantifizierung der durchschnittlichen Fluoreszpnz Zelle
Die Analyse der Daten von > 120 Zellen pro Experitrerfolgte mit der Slidebook 4.0.10 Software (ligent
Imaging Innovations, Inc.). Die Daten reprasentief@urchschnittswerte + Standardabweichung (n
unabhéngige Experimente).

Das WT-PIPKY{-90-Peptid hatte eine dominant-negative Wirkung dig Internalisierung der
Antikérper-markierten Bi-Integrine in HelLa-Zellen. Die Integrin-Internaéisiing wurde nicht
vollstandig blockiert, sondern nur um ca. 50 % meltt (siehe Abb. 3.22B und C). Die Inaktivierung
der 32-Ohr-Bindungsstelle resultierte ebenfalls in eiNerminderung der Antikbrperaufnahme, die

jedoch weniger effizient im Vergleich zum WT-PIRKI0-Peptid war (vergleiche Abb. 3.22B und C).
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Das B2u2 (F640A/Y649A/L652A)-bindungsdefiziente PIRKIO-Peptid hatte keinen negativen
Einfluss auf die Internalisierung vdBy-Integrin und war in seinem Effekt dem des verwégide
Kontrollpeptids ahnlich (vgl., Abb. 3.22B und C).

Diese Ergebnisse zeigten, dass Peptid-vermitteliterferenz mit der AP-2-PIPkdp90-
Komplexbildung die Internalisierung zu inhibiereermag. Dieser Effekt ist gréf3tenteils von der
Fahigkeit der Peptide abhédngig, an AP-2p zu bindgihrend die Assoziation mit d¢2-Ohr-
Doméne nur einen geringen Beitrag zu leisten sth8iie zellularen Effekte korrelieren mit den
Affinitaten dieser Peptide fiir AP-2u und @&sOhr.

3.12 Abhangigkeit der S-Integrin-Internalisierung von AP-2 und
PIPKIly

Das vorangehende Experiment hatte gezeigt, daskimalisierung eines Anteils vdh-Integrin
durch PIPKY{-90-Peptid-Varianten beeinflusst werden kann. Dieraktion von AP-2 und PIPid
p90 wird durch die PIPKAp90 abgeleiteten Peptide eingeschrankt und wickt segativ auf dig8;-
Integrin-Internalisierung aus. Somit wére zu eremrtdass die Entfernung von endogenem RIPKI
p90 und AP-2 aus dem System durch RNAIi ebenfallsereiinhibitorischen Effekt auf die
Internalisierung voiB;-Integrin haben sollte.

Um diese Frage zu beantworten, wurden HelLa-ZellgsiRNA gegen PIPKtund AP-2u behandelt.
Um unspezifische Effekte, verursacht durch die $tektionsmethode, ausschliel3en zu kénnen, wurde
zusatzlich eine humane Kontroll-siRNAcfambledl ohne gezielte Expressionsreduktionsfunktion
verwendet (siehe Abb. 3.23). Die Inkubation mit demnoklonalen antgl-Integrin-Antikorper
erfolgte wie in Abschnitt 3.11 beschrieben. Die &attlung der Zellen mit siRNA gegen AP-2u war
zu ca. 90 % und fur PIPKIzu ca. 80 % erfolgreich und konnte durch Westdoi-Bnalysen von
Zellextrakten nachgewiesen werden (siehe Abb. 3238 C). DiescrambledKontroll-siRNA hatte
auf die Expression beider endogener Proteine k&irmvirkung und glich somit der unbehandelten
Probe (vergleiche Abb. 3.23B).

Die Verminderung der AP-2-Expression hatte eineuRedn der Aufnahme vof,-Integrin in die
Zellen zur Folge, die mehr als 50 % im Vergleichdan Kontrollzellen und unbehandelten Zellen
betrug. Eine ahnliche Auswirkung auf die Interrialighg der antP;-Integrin-Antikérper konnte in
Zellen detektiert werden, in denen die P{REpression reduziert worden war (vergleiche AbB3B
und C).
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Abb. 3.23 Die Reduktion von endogenem AP-2 und PIAK-p90 inhibiert die Internalisierung von B1-
Integrin in HeLa-Zellen

(A) Zur Reduktion der Expression von endogenem AP RIiPKly wurden HelLaZellen zwei Mal mit siRN:
transfiziert. Ca. 24 h nach der zweiten Transfekiurden die Zellen 2 h in Serufmeiem Medium kultiviert
Nachfolgend wurde zu den Zellen monoklonaler-B1-IntegrinAntikérper gegeben und mit der Inkubation
weitere 40 min fortgefahren. AnschlieRend wurdenillen drei Mal mit kaltem 1x PBBuffer gewaschen u
mit 4 % Paraformaldehyd fir 20 min bei RT fixidbie Menge an internalisiertgd-Intergin-Antikdipern wurd:
durch Epifluoreszenz-Mikroskopie (Axiovert 200M; iC&Zeiss, Inc.) quantifiziert(B) Quantifizierung de
durchschnittlichen Fluoreszenz pro Zelle (A.U.)eDAnalyse der Daten von > 120 Zellen pro Experi
erfolgte mit der Slidebook 4.0.10 fBsare (Intelligent Imaging Innovations, Inc.). DI@aten reprasentier
Durchschnittswerte + Standardabweichung (n = 2 baéagige Experimente)C) Immunblotting von Hela-
Zellextrakten 24 h nach der zweiten Transfektioh StRNA mit Antikdrpern gegen AP-2, PIPKund Clathri
als Kontrolle.

Die Reduktion von endogenem AP-2 und PWPKlurch die Anwendung von siRNA hatte eine
sichtbare Inhibition def3;-Integrin-Endozytose zur Folge, die flr beide HRrmtevon ahnlicher
Effizienz war (vergleiche Abb. 3.23B). Ahnliche Etmisse konnten auch durch die Anwendung des
WT-PIPKIy-90-Peptids erzielt werden (vergleiche Abb. 3.22m1 uC), wodurch eine Rolle von
PIPKIy-90 in der AP-2-abhédngigen Endozytose vPgintegrinen unterstitzt wird. In dieser
Versuchsanordnung ist jedoch nicht auszuschliefass die stark reduzierte Expression von

endogenem AP-2 und/oder PIRKI90 Auswirkungen auf andere Internalisierungspsseeoder
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Effektorproteine hat, die ebenfalls einen Beitrag Internalisierung vorf;-Integrin in die Zellen

leisten und damit auch zur beobachteten Inhibitieitragen.

3.13Der PIPKI yp90-C-Terminus inhibiert die Endozytose
synaptischer Vesikel
PIPKIy-90 ist an Synapsen konzentriert und nimmt im axod endozytischen Zyklus synaptischer

Vesikel primarer Neuronen eine wichtige Rolle dbi Paoloet al, 2004; Wenket al, 2001). Der
Verlust der PIPKy-Expression in Mausen hat eine signifikante Behindg der Clathrin-abh&ngigen
Endozytose synaptischer Vesikel zur Folge, woduiehRuckfihrung synaptischer Vesikelproteine
von der prasynaptischen Seite der Plasmamembraningart wird (Di Paolcet al, 2004). Ahnliche
Beobachtungen konnten auch fir die Uberexpressiem RIPKY-p90-C-Terminus in primaren
Neuronen aus dem Hippocampus gemacht werden (Nd&alayashiet al, 2007). Die Moglichkeit
der Uberexpression in Neuronen bot die Gelegenbgign mdglichen dominant-negativen Effekt
verschiedener Varianten des PIR®RD-C-Terminus auf den endozytischen Zyklus sysaptr
Vesikel funktionell zu analysieren. Dies geschaHliuisammenarbeit mit Soeng Joo Koo (AG Haucke).
Zu diesem Zweck wurde SynaptopHIuorin verwendet.

Um den Effekt verschiedener Varianten des P{FP3Q-C-Terminus auf den endozytotischen Zyklus
synaptischer Vesikel zu untersuchen, wurden prinNgaronen aus dem Hippocampus von Wistar
Ratten préapariert. Die Neuronen aus dem Hippocangiud endogen aktiv, d.h. der exo- und
endozytotische Zyklus synaptischer Vesikel findethain Abwesenheit stimulatorischer Impulse von
aullen statt. Nach vierzehn Tageninnvitro Kultur wurden die Neuronen unter Anwendung der
Calcium-Phosphat-Methode mit SynaptopHluorin undejés einem der drei verschiedenen mRFP-
fusionierten Varianten des PIPK®0-C-Terminus kotransfiziert (siehe Abb. 3.24C)s Xontrolle
wurde mRFP verwendet. Die pH-abhangige FluoresdeazSynaptopHIluorin wurde zur quantitativen
Analyse der SynaptopHIuorin-Fraktionen an der V&siknd Plasmamembran genutzt. Es wurden nur
synaptische Boutons verwendet, die aktiv waren, sidh elektrisch stimulieren lieBen (vergleiche
Abb. 3.24A).

Die Veranderung der SynaptopHIluorin-Fluoreszenzdewturch den Wechsel zwischen Puffern mit
unterschiedlichen pH-Werten herbeigefuhrt und ddifehcell-imaging dokumentiert. Beispiele fr
die Veranderung der SynaptopHluorin-Fluoreszenzrunerschiedenen pH-Bedingungen sind in
Abbildung 3.24A dargestellt. Bei physiologischen @H#) tragt nur die SynaptopHIluorin-Fraktion an
der Plasmamembran zur Fluoreszenz bei, die Fluemestes SynaptopHIuorins synaptischer Vesikel

wird durch die dort herrschenden sauren Bedingugeéischt.
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Abb. 3.24 Einfluss verschiedener Varianten des PIPK~p90-C-Terminus auf die Endozytose, der an der
neuronalen Plasmamembran expositionierten Synaptopldorin-Molekiile

(A) Fluoreszenz des SynaptopHlIuorin vor (links ober dinekt nach der Stimulation mit 200 Aktionspotaler
(200 AP), um die Aktivitdt der Neuronen zu UberpriifDer Wechsel zu Puffer mit sauerem pH (5,5)Hbde
Fluoreszenz (unten links), wohingegdie Neutralisation mit einem alkalischen pH dasxvieum an Fluoresze!
zulasst (unten rechts). MaRstab 10 um. Die Flueresgerte sind farbkodiert und entsprechen der kalkbsu
der rechten SeitgB) Die relativen Fluoreszenzwerte, die vor und naeh Idsung der Fluoreszenz geme:
wurden, dienten als Grundlage zur Berechnung delsalitaisses von plasmamembranstandigem SynaptopHl
zu vesikuldren SynaptopHluorin. Die Daten wurdem die mRFPKontrolle normalisiert und aufgetrager
Standardabwehung des Probendurchschnitts (n = 4 Experimer€entrolle = 670 synaptische Boutons,
Neuronen; WT = 621 synaptische Boutons, 10 NeuroAB2-Bindungsstelle = 463 synaptische Bouton
Neuronen unAp2p2-Bindungsstelle = 548 synaptische BoutonsNeéuronen. Die Fehlerbalken geben
Standardabweichung des Probendurchschnitts anrdlent 0,0177; WT £ 0,0337AB2-Bindungsstelle + 0,02!

undAB2u2-Bindungsstellen + 0,0215; *P < 0,01; **P < @PQC) Schematische Darstellung der verwendeten C-

terminalen PIPKJ-p90 Konstrukte (Aminosaure 451-668), WAR2- undAB2u2-Bindungsstellen, die an mR
fusioniert sind(D) Transferrin-Internalisierung von HelLa-Zellen, dié¢ onterschiedlichen mRFP-PIPKkp90-C-
Terminus-Konstrukten (WT oder Mutanten) trimsrt worden. Die Zellen wurden 20 min mit 25 p
Alexa'®® -markiertem, humanen Transferrin inkubiert. Ansdbtied wurden die Zellen drei Mal mit kaltem
PBS-Puffer gewaschen und bei RT fixiert. Die Merage internalisiertem Transferrin von > 50 2ell prc
Experiment wurde durch Epifluoreszektikroskopie (Axiovert 200M; Carl Zeiss, Inc.) quditiert. Die Analyse
der Daten erfolgte mit der Slidebook 4.0.10 Sofawgmtelligent Imaging Innovations, Inc.). Die Da
reprasentieren Durchschnittswerte + Standardabwaglkin = 3 unabhéngige Experimente).
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Der Wechsel zu einem Puffer mit sauren pH (5,5)zZoatFolge, dass nun auch die Fluoreszenz des
SynaptopHIluorin der Plasmamembran geldscht wirdjunch die synaptischen Boutons lifie-cell-
imaging nicht mehr sichtbar sind. Ein Puffer mit alkalisol pH resultiert in der Visualisierung der
vesikularen SynaptopHluorin-Fraktion (vergleiche bAb 3.24A). Die Quantifizierung der
SynaptopHIluorin-Fluoreszenz in Abhéangigkeit vom pdibt Aufschluss Uber die relativen
Verhaltnisse von vesikularem SynaptopHluorin zusPlamembran-standigem SynaptopHIluorin in
den synaptischen Boutons (vergleiche Abb. 3.24B).

Synaptische Boutons, die den WT-PIRRD-C-Terminus Uberexpremierten, wiesen eine Siguife
Erhéhung der SynaptopHluorin-Fraktion um mehr als % auf (vergleiche Abb. 3.24B). Die
Akkumulation des SynaptopHIluorin deutet darauf diass die Endozytose synaptischer Vesikel durch
den WT-PIPKY-90-C-Terminus beeintréchtig wird und stimmt mindgeobachtungen von Nakano-
Kobayashiet al, 2007 tberein. Die Expression des PNR8O-C-Terminus ohne funktionel[E-Ohr-
Bindungsstelle (F640AM32-Bindungsstelle) inhibierte ebenfalls signifikardie Endozytose
synaptischer Vesikel, wenn auch mit leicht reddereEffizienz. Die SynaptopHIluorin-Fraktion an der
Plasmamembran in synaptischen Boutons, die den IPFKC-Terminus mit inaktiver32u2-
Bindungsstellenexpremierten (Y497A/L500A/W647A/Y649A/L652A\B2u2-Bindungsstellen) lag
deutlich unter dem Niveau der SynaptopHluorin-Foakt die durch denf32-Ohr (F640A)-
bindungsdefizienten PIPK90-C-Terminus verursacht wurde. Das SynaptopHIluorin-Niveau der
mRFP-Kontrolle konnte dennoch nicht erreicht werd@mrgleiche Abb. 3.24B). Es bleibt
herauszufinden, ob die beobachtete geringe Inbibitier SynaptopHIuorin-Endozytose in Neuronen
durch die Sequestrierung anderer, bisher unbeka®itelungspartner des PIPK®0-C-Terminus
verursacht wurde, oder unspezifische Effekte wigleggelt.

Die Daten, die aus der Untersuchung der Synaptaphikiraktion an der Plasmamembran in
Abhéangigkeit von der Prasenz verschiedener Vamaiés PIPK}-90-C-Terminus gewonnen wurden,
unterstreichen die physiologische Bedeutung der pderausbildung zwischen AP-2 und PIRIIO0

im endozytotischen Zyklus synaptischer Vesikel. eobachtete Inhibition der synaptischen
Endozytose war sowohl von der AP-2u Bindungsstalke auch von der Fahigkeit der PIR{I0-C-
Terminus-Konstrukte mit AP-B2-Ohr zu interagieren, abh&ngig. Der Einfluss deP-2u-

Bindungsstelle ist jedoch starker als die @2/Ohr-Bindungsstelle allein.

Der Effekt der unterschiedlichen Konstrukte deskP{FO0-C-Terminus (Aminoséure 451-668) wurde
zusatzlich auf die Aufnahme von Fluoreszenz-matdwerTransferrin in HeLa-Zellen untersucht (vgl.
Abb. 3.24D). Zellen, die den WT- odB2-Ohr (F640A)-bindungsdefizienten PIRKIO-C-Terminus
Uberexpremierten, zeigten keine signifikante Irfiobi der Transferrin-Endozytose. Die Transferrin-
Aufnahme in Zellen, die das PIPK®0-C-Terminus-Konstrukt mit inaktivef2-Ohr- und p2-
Bindungsstelleexpremierten (Y497A/L500A/W647A/Y649A/L652A\3212-Bindungsstellen) glich
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ebenfalls der von Kontroll-Zellen. Im Gegensatz ZRetycling synaptischer Vesikelproteine konnte
fur Zellen, die derf32u2 (Y497A/L500A/W647A/Y649A/L652A)-bindungsdefiziten-PIPK{-p90-

C-Terminus Uberexpremierten, keine Einschrankungeshelozytose des Reporterproteins festgestellt
werden (siehe Abb. 3.24D).

Die beobachteten zellularen Effekte in HelLa-Zeléemd in Ubereinstimmung mit der spezifischen

Rolle von PIPKY-90 in der Regulation des Recycling synaptischesikéd.
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4 Diskussion

4.1 Die Komplexbildung von PIPKI  pp90 und AP-2 involviert
mehrere Interaktionsstellen
In der vorliegenden Arbeit wurde die molekulare iBater Interaktion der C-terminalen Doméane der

PIPKIy-p90 mit AP-2 untersucht und basierend auf den lifrigeen ein hypothetisches Modell der
Komplexbildung von PIPKFp90 und AP-2 erstellt.

Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass die ékteon von PIPKy-p90 mit dem AP-Z32-Ohr Uber
eine Bindungsstelle vermittelt wird, die mit demvdalin und AP-2u Gberlappt (vergleiche Ergebnisse
Abb. 3.15). Der Kontakt involviert die Aminosaure640, W647 sowie Y649 und S650 des PNRKI
p90-C-Terminus und die Sandwich-Subdoméaneff#®hrs (vergleiche Ergebnisse Abb. 3.11). Das
[32-Ohr setzt sich aus der Plattform- und der Sarntth8icbdomé&ne zusammen und dient zusammen
mit dema-Ohr der Anreicherung akzessorischer Proteine (vkdPe& Ritter, 2005; Traub, 2009).
Die side siteder Sandwich-Subdoméane ist eine autonome Kontaktl neben ddpp siteder 32-
Ohr-Plattform-Subdoméane, die von akzessorischenteiren wie Epsl5, AP180/CALM und
Amphiphysin erkannt werden kann (Schmedl al, 2006). Die Interaktion des von PIRK390
abgeleiteten Peptids YFPTDERSWVYSPLH erfolgt tberee ausgedehnten Bereich d&2-Ohr
Sandwich-Subdomane und &ahnelt in der Position der Eps15-Peptids (Schmet al, 2006), ist
jedoch nicht damit identisch (vergleiche Ergebnigdab. 3.11). Dies kdnnte dazu dienen, der
Lipidkinase einen privilegierten Zugang zur endoiagthen Maschinerie zu gewahren. Obwohl| das
PIPKIy-p90-Peptid Uber einen groRen Oberflachenbereichdern 32-Ohr interagiert (vergleiche
Anhang Tabelle F.4), ist die Assoziation mit einkgaWert von 22 pM (siehe Ergebnisse Abb. 3.18)
niederaffin — ein Wert, dem Affinitdten anderereitktionsmotive an die Interaktionsstellen der

undB2-Ohr-Doméanen nahe kommen (Edeletgl, 2006a; Praefcket al, 2004; Schmicet al, 2006).

Die Interaktion des von PIPKp90 abgeleiteten Peptids mit AP-2u ist ebenfallscld einen
niederaffinenKp-Wert von 6 pM charakterisiert und somit thermodyiscth gegentuber der Bindung
desP2-Ohrs (22 uM) bevorzugt (vergleiche Ergebnisse .Ab8). Die Interaktion von AP-2u und
dem PIPKy-p90-Peptid YFPTDERSWVYSPLH wird Uber ein konvengties YxxP-Motiv
vermittelt, das die Aminosauren W647, Y649 und L&b®lviert (vergleiche Ergebnisse Abb. 3.14)
und daher einenthree-pin-plugMechanismus entspricht (Oweat al., 2001). Der Aminosaurerest
W647 ist dafur bekannt, essentiell fir die Intei@ktzon PIPKY{-p90 mit dem Strukturprotein Talin in
fokalen Adhasionen oder an der Synapse zu seiR#Dloet al, 2002; Linget al, 2002).
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Mit 6 pM (siehe Ergebnisse Abb. 3.18) ist die Ial¢ion des PIPKtp90-Peptids
YFPTDERSWVYSPLH mit AP-2u schwécher als die Asstiaiades Yxxp-Motivs YGYECL aus
dery-Untereinheit des GABARezeptors, fur die eine Affinitat von 42,2 nM ettt wurde (Kittler

et al, 2008). Auch die Dissoziationskonstante fur diedaktion des Yxsp-Motivs aus TGN38 mit
phosphoryliertem AP-Rumpf liegt unterhalb von 6 uM (Honingt al, 2005). DieKp-Werte der
Interaktion des PIPKAp90-Peptids mit den AP-2-Doménen C-p2 @#Ohr wurden im Rahmen
dieser Arbeit durch ITC bei 25°C bestimmt. Die Agation des Yx®-Motivs aus TGN38 an
phosphorylierten AP-Rumpf hingegen wurde durch die Anwendung einer @md/lethode, der
Biacore SPR qurface plasmon resonanc&echnologie ermittelt. Ein weiterer Unterschieesteht
darin, dass Honing und Mitarbeiter (2005) das TGIR8®tid zur Vermessung an PI(4;5altige
Liposomen konjugiert hatten. Weiterhin kommt hindass die Bindung von AP-2u an Pl(4 Sl
offene Konformation des AP-Komplexes unterstitaswine erhdhte Affinitdt zu Ydx-Motiven zur
Folge hat (Fingerhuet al, 2001; Honinget al, 2005; Ricottaet al, 2002). Auch die Bindung des
YGYECL-Peptids aus degr-Untereinheit des GABARezeptors an C-pu2 wurde durch Biacore SPR
Technologie untersucht (Kittleat al, 2008). Da die Affinitaten der verschiedenen ®xiklotive zu
AP-2u durch unterschiedliche Methoden und unterscléedenen experimentellen Bedingungen

bestimmt wurden, lassen sich #ig-Werte nur unter Vorbehalt miteinander vergleichen.

Die Affinitatsreinigungen verschiedener PIRKIO-Konstrukte mit AP-2u un@2-Ohr offenbarten,
dass die Komplexbildung von AP-2 und PIR¥D auch Interaktionsflachen aufRerhalb des RHPKI
90-C-Terminus involviert (vergleiche Ergebnisse ABHL9). Ein potentieller Kandidat hierfir ist die
katalytische Doméne der PIRKp9O0, die unldngst als Interaktionspartner der ABPrZereinheit p2
identifiziert werden konnte (Kraust al, 2006). Die Wechselwirkung der katalytischen PNRBE90-
Doméne mit AP-2u wird durch eine gleichzeitige Rind von YxxP-Motiven - aus Frachtproteinen
(Krausset al, 2006) oder aus dem PIRKp90-C-Terminus (siehe Ergebnisse Abb. 3.20 und)3.2
nicht eingeschrankt. Die Interaktion der katahfiese PIPK{-p90-Doméne mit C-p2 ist durch einen
Kp-Wert von 0,5 pM charakterisiert, der mittels Bise&PR Technologie bestimmt wurde (Kraess
al., 2006). Aufgrund der unterschiedlichen Methoded emperimentellen Bedingungen lassen sich
auch hier die Affinitaten der beiden PIBKI90-Domanen nur eingeschrankt miteinander vergbeic

so dass die Erstellung einer Hierarchie der Weuwhdelngen spekulativ ware. Jedoch konnte
beobachtet werden, dass die Affinitdtsreinigung eadogenem AP-2 (ber die katalytische PNPKI
p90-Doméne effizienter erfolgt als Gber den PNRpI0-C-Terminus (vergleiche Ergebnisse Abb. 3.2).
Daraus lasst sich schlie3en, dasf3@€hr-Bindungsstelle von PIPp90 eine, im Vergleich zu den
pn2-Bindungsstellen in der katalytischen PIRRKKO0-Doméane und im C-Terminus (siehe Ergebnisse
Abb. 3.4 und Abb. 3.19), untergeordnete Rolle inKiemplexbildung mit AP-2 einnimmt.
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Die thermodynamisch gegeniiber AP-2u weniger begbezBindung def2-Ohrsin vitro (vergleiche
Ergebnisse Abb. 3.18) schliel3t jedoch nicht auss degulatorische Ereignisse wie Phosphorylierung
die Verfugbarkeit oder die Affinitdt der beiden 2RJntereinheiten beeinflussen und dadurch unter
bestimmten Bedingungen die Interaktion mit d@&-Ohr favorisiert ware.Dieser Fall kdnnte
eintreten, wenn AP-2 in der basalen, geschlosskpaformation vorliegt und die Bindungsstelle fur
Yxx®-Motive durch die Lokalisation von C-pu2 in einer uBe an der AulRenseite des AP-2
Komplexes verborgen wird (siehe Abb. 4.1A) (Colleisal, 2002). In diesem Szenario ware die
Bindung von2-Ohr gegeniiber AP-2u durch den PIRKOO-C-Terminus bevorzugt. Die Interaktion
mit AP-2 Uber dasB2-Ohr koénnte einer initialen Anreicherung von PIPKp90 an Orten
endozytotischer Aktivitat dienen. Weiterhin kanrelgpliert werden, dass d[g-Ohr-Bindungsstelle
im weiteren Verlauf der Reifung der Clathrin-umbéti Vesikeln (Edelingt al, 2006b) durch AP-2-
Interaktionsflachen, die PIPp90 effizienter als dief32-Ohr-Sandwich-Subdoméne binden,
stabilisiert und/oder abgel6ést werden (siehe AbbB4ind C). Ferner fanden Nakano-Kobayashi und
Mitarbeiter (2007) heraus, dass die Interaktion RKIly-p90 mit derf2-Ohr-Doméne des AP-2-
Komplexes die Aktivitdt der Kinase ivitro stimuliert. Im Kontext einer initialen Anreichemgirvon
PIPKIy-p90 Uber dag2-Ohr kdnnte dieser Aktivierungsmechanismus diedBitlg von AP-2 an die
Plasmamembran zusatzlich stabilisieren und zur Riekung weiterer PI(4,5)hindener,
akzessorischer Proteine, die Wechselwirkungen raith@in, AP-2 und/oder weiteren Komponenten
der Proteinhille eingehen kdnnen, beitragen (Bal@s; Edelinget al, 2006a; Honinget al, 2005;
Lemmon, 2003; Schmid & McMahon, 2007). Thieman Wtitarbeitern (2009) beobachteten, dass
Clathrin die Bindung von PIPK4p90 an dagf32-Ohr negativ reguliert. Ahnliches wurde auch fiir
Eps15 beobachtet (Cupegtal, 1998). Diese Beobachtungen unterstitzen die Vieimgy dass das
[32-Ohr einer initialen Anreicherung von PIBKI90 dient, weiterhin, dass die Assoziation von AP-
mit Clathrin gegentber der Bindung von akzessoesdProteinen bevorzugt wird. Dartiber hinaus ist
unléngst bekannt, dass die Anlagerung von Clathidrkatalytische Aktivitét der Proteinkinase AAK1,
die den Ubergang von der basalen, geschlossenefor§mtion zur offenen AP-2-Konformation
fordert, unterstitzt (Connet al, 2003; Jacksoet al, 2003). Die Phosphorylierung von T156 durch
AAK1 erleichtert in Kombination mit der Bindung voiP-2-C-pu2 an PI(4,5die Erkennung von
Yxx®-Motiven (Fingerhutet al, 2001; Olusanyeaet al, 2001; Ricottaet al, 2002), die aus
Frachtproteinen (Honingt al, 2005) oder aus dem C-Terminus von PR30 stammen kdnnen.

Ein direkter Beweis ist nicht verfligbar, doch kangezeigt werden, dass die Koimmunprazipitation
von AP-2 und PIPKl aus Zellmembranfraktionen, die Frachtproteine aieh, effizienter als die aus
zytosolischen Fraktionen ist (Kraussal, 2006). Liegt PIPK§-p90 im Komplex mit AP-2u vor, so
kann die PI(4,5)Psynthetisierende Aktivitat durch die gleichzeitigmdung von YxxP-Motiven aus
Frachtproteinen (Krauset al, 2006), oder potentiell durch das distale WVYSPbtM aus dem
Kinase-C-Terminus (vergleiche Ergebnisse Abb. B2 Abb. 3.21) stimuliert werden.
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Abb. 4.1 Hypothetisches Modell der Komplexbildung von PIPKk-p90 und AP-2

(A) Die Interaktion von PIPKFp90 Uber ihren C-Terminus mit der Sandwich-Subdwmmndes AP-Z32-Ohrs
kdnnte einer initialen Anreicherung der Kinase ate® endozytotischer Aktivitat dienen. Die Inteiiaktist mit
22 uM relativ schwach und konnte im Verlauf der fRReg der Clathriramhillten Vesikel durch weite
Bindungsstellen stabilisiert und/oder abgelost wardB) Liegt AP2 in der offenen Konformation vor, so ke
PIPKIy-p90 uber die katalytische Doméane mit AP-2u in Véebhirkung treten und die Interaktion Uber @2s
Ohr unterstutzen. Die Yx&-Bindungstelle der AP-2p1-Oberflache kdnnte durch distale WVYSPLMotiv det
Kinase (C) in Anspruch genommen werden.

Diese mogliche Autostimulation der PIRK90-vermittelten PI(4,5Synthese konnte dazu
beitragen, Frachtproteine, deren AP-2/Clathrin-\itette Internalisierung unabhangig von Y$x
Sortiersignalen erfolgt, in die Zellen aufzunehmiés.bedarf jedoch noch weiterer Untersuchungen,
um dieses hypothetische Szenario zu prifen. Eie fiagendes Experiment ware die Untersuchung
der Interaktion von WT- un@2-Ohr (F640A)-bindungsdefizienter PIRKIO0 an endogene AP-2-

Komplexe unter phosphorylierenden und nicht-phosgiemenden Bedingungen.
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4.2 Regulation fokaler Adhasionen durch PIPKI  yp90
Frachtproteine, die in Abhangigkeit von AP-2/Clathjedoch unabh&angig von YsxSortiersignalen

in Zellen aufgenommen werden kénnen, giddintegrine.1-Integrine interagieren nicht direkt mit
AP-2, sondern kénnen indirekt tber ihre Interakimib den endozytotischen Adaptorproteinen Numb
und Dab2 internalisiert werden (Chao & Kunz, 2088himura & Kaibuchi, 2007; Morris & Cooper,
2001; Santoliniet al, 2000: Teckchandanet al, 2009). Integrine sind Bestandteile fokaler
Adhasionen, deren Bildung abhdngig von lokaler B)@-Synthese ist (Hyes, 2002). Talin, ein
Strukturprotein und bekannter PIRKI90-Interaktionspartner, vermittelt den Kontakt dietegrine
zum Aktinzytoskelett der Zelle (Hyes, 2002). DiePRIly-p90-vermittelte PI(4,5)Synthese wird
durch Interaktion der Lipidkinase uber die Aminagequenz WVYSPL im Spliceinsert der p90-
Isoform mit Talin-FERM stimuliert (Di Paolet al, 2002; Linget al, 2002; Linget al, 2003) und
fordert den Aufbau fokaler Adhasionen. Umgekehttédiae Sequestrierung von PI(4,55n Verlust
des Kontakts der Zelle zum Substrat zur Folge (#attal, 2001).

Aufgrund der Notwendigkeit des dynamischen Auf- uAbbaus fokaler Adhasionen fir die
Zellmotilitat in Verbindung mit der Dominanz diesBiPKIly-Splicevariante in fokalen Adh&sionen
(Di Paoloet al, 2002; Linget al, 2002) erscheint es durchaus mdglich, dass di€/&Rithrin-
abhangige Internalisierung vdii-Integrin PIPKy-p90 involviert. Die zusatzlichen AP-Z42-Ohr-
Bindungsstellen im C-Terminus von PIRKI90 kénnten die Lipidkinase an Orte endozytotische
Aktivitat an fokalen Adhasionen konzentrieren (Veiche Abschnitt 4.1). Unterstutzung erfahrt die
Hypothese durch die dominant-negative Wirkung Jaestener PIPM:-p90-Peptide aus dem Kinase-
C-Terminus auf die Internalisierung Antikorper-nmiarker B,-Integrinein HelLa-Zellen (vergleiche
Ergebnisse Abb. 3.22). Die starkste Inhibition fetntegrin-Internalisierung wird durch das WT-
PIPKIy-90-Peptid mit intakter p2- un@2-Ohr-Bindungsstelle erreicht (vergleiche Ergebmisdb.
3.22). Das dig32-Ohr-Bindungsstelle von PIPB0 ebenfalls Einfluss auf die Internalisierung der
Antikérper-markierterf3;-Integrine nimmt, zeigt die leicht eingeschrankikibitorische Wirkung im
Vergleich zum WT-PIPKJ-90-Peptid (vergleiche Ergebnisse Abb. 3.22). Dieldachtete Inhibition
der Internalisierung Antikdrper-markiert@s-Integrine durch die PIPKI90-Peptide korreliert mit den
Affinitaten der Peptide zy82-Ohr-Doméne und C-p2 (vergleiche Ergebnisse AulB)3 Weiterhin
wird die Hypothese einer initialen Anreicherung v&iPKNl-90 in Bereichen endozytotischer
Aktivitat Uber das(2-Ohr unterstitzt. Die Inhibition durch das WT- ufi@-Ohr (F640A)-
bindungsdefiziente PIPKI90-Peptid mit jeweils intakter p2-Bindungsstelleist darauf hin, dass die
Internalisierung vonp;-Integrin ein YxxP-Signal involvieren konnte. Die PI(4,58ynthese in
Abhangigkeit von PIPKFp90 im Komplex mit AP-2u erfordert die Bindung enYxx®-Motivs an
AP-2u (Krausset al, 2006), das weder durch Numb, noch durch Dab2itgestellt werden kann.

Dadurch ergibt sich womdglich die Notwendigkeitesranderweitig zur Verfligung gestellten ¥«x
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Motivs. PIPKl-p90 wurde das erforderliche Sortiersignal in Fales distalen WVYSPL-Motivs aus
dem p90-spezifischen Spliceinsert intramolekulatrégen.

Bi-Integrine werden jedoch nicht ausschlieBlich duréfP-2/Clathrin-vermittelte Endozytose
internalisiert. Zahlreiche Integrine, einschlieBlider (;-Integrine, werden auch Uber Clathrin-
unabhangige Mechanismen, die Caveolae/Detergeistene® Membran-Mikrodoménen und die
kleine GTPase Arf6 involvieren, internalisiert (Bnoet al, 2001; Ezrattyet al, 2005; Nget al,, 1999;
Uplaet al, 2004; Waryet al, 1996; Waryet al, 1998). Der AP-Znockdowrresultierte in einer, um
ca. 50 % verminderte@;-Integrin-Internalisierung (siehe Ergebnisse Abl233 Dieses Ergebnis
zeigt, dass ein Teil d€¥;-Integrine in Abhangigkeit von AP-2 und Clathririe drerbleibende Halfte
unabhangig von diesen beiden Proteinen, interedisiverden kann. Derknockdown von
PIPKIly wirkte sich ebenfalls inhibierend, mit vergleichbi@r Effizienz wie der AP-Rnockdown,
auf die (3;-Integrin-Internalisierung aus (vergleiche Ergebaid\bb. 3.23). Jedoch kafig-Integrin in
HelLa-Zellen auch in Abhangigkeit von Membran-Mikondinen in Verbindung mit der kleinen
GTPase Arf6 internalisiert werden (Brovat al, 2001). Fur die Internalisierung Arf6-abhangiger
Frachtproteine wig;-Integrin ist die Aktivierung von Typ | PIPK-Isoforen und die Kontrolle der
PI(4,5)R-Synthese durch den Aktivitatsstatus von Arf6 essknund konnte in Hela-Zellen in
Abhangigkeit von PIPKd gezeigt werden (Browet al, 2001). Direkte Beweise fehlen bisher, dass
PIPKIy-p90 in Arf6-abhangige Endozytose involviert isbdd es konnte gezeigt werden, dass Arf6-
GTP in vitro direkt mit PIPKY interagiert und die PIPKdvermittelte PI(4,5)FSynthese stimuliert
(Hondaet al, 1999; Krausst al, 2003). Weiterhin sind die fokalen Adhasionen tioburonaler
Zellen Orte, an denen PIPKpI0 konzentriert zu finden ist (Di Paadb al, 2002; Linget al., 2002).
Tragt die Interaktion von PIPKlund Arf6 unabhéangig von AP-2/Clathrin zu der Intdisierung von
Bi-Integrin bei, so kann ein Einfluss dieses Aufnatmaehanismus auf die beobachtete inhibifite
Integrin-Internalisierung in HelLa-Zellen nicht aasghlossen werden. Weiterhin ist in Betracht zu
ziehen, dass PI(4,5Rn zahlreiche zellulare Prozesse involviert iggsdnicht zuletzt durch die
sekundaren Botenstoffe DAG, sland PI(3,4,5)F denen PI(4,5Pals Ausgangsverbindung dient.
Daher kann ebenfalls nicht ausgeschlossen weradess,sekundare Effekte in Folge der Reduktion der
PIPKIly-vermittelten PI(4,5)RSynthese durch RNAI auftreten kdnnten, die ebéntahen negativen
Einfluss auf die3;-Integrin-Internalisierung nehmen (Haucke & Di Rgd2007; Krauss & Haucke,
2007a; Poccia & Larijani, 2009; Yin & Janmey, 200Bgr genaue Umfang der PIRKBeteiligung

an der AP-2/Clathrin-abh&ngigen Internalisierung @gIntegrin verbleibt demnach ungewiss, jedoch
zeigte die Reduktion der endogenen PNREXpression, dass die PIBKIsoform Anteil an der
endozytotischen Remobilisierung von Integrinen nimiine mdgliche Funktion von PIPKin der
endozytotischen  Remobilisierung  der Integrine  wirdauBerdem  durch  schwere
Herzentwicklungsdefekte bei PIPKknockoutMausen bekréftigt, verursacht durch eine vermiteder

Zellmigration in Folge einer gestorten Assembligrfwkaler Adhasionen (Wargg al.,2007).
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Die Interaktionen von PIPKIp90 mit AP-2 und Talin involvieren partiell Ubgsj@ende
Bindungsstellen (vergleiche Ergebnisse Abb. 3.1&% Diskussion Abb. 4.2A). Da eine gleichzeitige
Interaktion der Bindungspartner auszuschlieRerk&tn angenommen werden, dass diese vielféltigen
Interaktionen wahrend des Auf- und Abbaus fokaledh@sionen reguliert sein kénnten. In
Ubereinstimmung mit dieser Annahme konnte gezeigiden, dass die Interaktion von PIR#PR0
und Talin durch Phosphorylierung reguliert wird rgjiet al, 2002; 2003; Leet al, 2005). An
fokalen Adhésionen erfolgt die Phosphorylierung WiPKIly-p90 an Y649 (Y644 in Maus) in
Abhangigkeit von der Proteinkinase Src (vergleigiid. 4.2B). Diese Phosphorylierung hat keinen
negativen Einfluss auf die Interaktion von PIRBO und Talin (Linget al, 2003; Leeet al, 2005),
jedoch konnte phosphoryliertes Y649 die Interaktidar Lipidkinase mit AP-2 erschweren.
Unterstitzt wird diese Vermutung durch Bairstow iitarbeiter (2006), die zeigen konnten, dass die
Phosphorylierung von Y649 einen negativen Einflaiggdie Interaktion von PIPKIp90 mit AP-2u
hat. Weiterhin weisen die Daten der Kristallstruktu von AP-2p darauf hin, dass die
Phosphorylierung von Y649 aufgrund elektrostatisekigstoRungen und sterischer Behinderung eine
Interaktion mit AP-2u unterbinden wiirde. AhnlicHesinte zuvor schon fir die Interaktion anderer
Tyrosin-basierter Motive mit AP-2u gezeigt werd@oijifacino & Traub, 2003; Kittleet al, 2008;
Owenet al, 1998; 2004). Der Einfluss von phosphoryliertemd¥6uf die Bindung zuP2-Ohr-
Doméne hingegen st bisher unbekannt. Y649 st Hurdie Ausbildung einer
Wasserstoffbriickenbindung mit der K808-Seitenketteder Bindungsstabilisierung mit dgi@-Ohr
involviert (siehe Ergebnisse Abb. 3.11). Da derdphatrest ebenfalls negativ geladen ist, kdnnte die
elektrostatische Wechselwirkung zwischen beiden rmaséureresten Y649 und K808 bestehen
bleiben, mdglicherweise sogar einen stabilisieran@énfluss auf die Interaktion nehmen. Die
Interaktion von Talin und PIPK4p90 wird durch die Phosphorylierung von Y649 disieirt und die
Kinase weiterhin aktiviert, was sich positiv aué dhssemblierung fokaler Adhasionen auswirkt. In
diesem Fall erscheint eine Wechselwirkung von PYHI90 mit phosphoryliertem Y649 mit dem AP-
2-Komplex nur tber da@2-Ohr mdglich. Die Y649-phosphorylierte PIRKI90 kann wiederum als
Substrat fur die Phosphatase Shp-1 dienen. Shefagiert direkt mit PIPKAp90 (Bairstowet al,
2005) mit der Folge, dass die Affinitat von PIRKIO0 zu Talin verringert wird. Lage Y649
dephosphoryliert vor, so wére eine Interaktion &BKIly-p90-C-Terminus mit AP-21 und eine
Autoaktivierung der Lipidkinase méglich.

In Folge der verminderten Interaktion von PIRHB0 mit Talin wirde weniger P1(4,5)Bynthetisiert,
die fokalen Adhasionen destabilisiert und die egtiische Remobilisierung vofl1-Integrin in
Abhangigkeit von AP-2, Clathrin und PIPKbH90 gefordert werden. Die Dephosphorylierung von
Y649 wirde die Phosphorylierung von S650 (S645 aul) ermdglichen (siehe Abb. 4.2C). S650 ist

als weitere Aminosaure im PIPKp90-C-Terminus in die Regulation der Interaktiamvralin mit
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der Kinase involviert. S650 kann sowohl durch Prgierichtete Proteinkinasen als auch durch MAPK
phosphoryliert werden (Lest al, 2005).
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Abb. 4.2 Phosphorylierungsstellen im p90-spezifischen Spliresert von PIPKIy-p90

(A) Partiell Gberlappende Bindungsstellen im C-Termidas PIPK{-p90 vermitteln die Interaktion mit AR-
und Talin. (B) Y649 im p90-spezifischen Spliceinsert von PIEB0 kann durch Src und and

Tyrosinkinasen als Phosphorylierungsstelle erkametden.(C) S650 im p90-spezifischen Sgdinsert vo

PIPKIy-p90 kann z.B. durch Proligerichtete Proteinkinasen oder MAPK phosphoryliegrden. Ein

Phosphorylierung von S650 schlie3t aufgrund elskattsscher AbstoRung eine Phosphorylierung von Yig%

umgekehrt aus.
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Eine S650-Phosphorylierung innerhalb der Talin-Bseijuenz WVYSPL inhibiert durch
elektrostatische Abstol3ung eine Y649-Phosphoryigiund umgekehrt (Leet al, 2005). Liegt S650
phosphoryliert vor, so ist eine Internaktion vo®RIy-p90 mit Talin nicht mdglich. Die PIPK4p90-
vermittelte PI(4,5)RSynthese wird durch Talin nicht weiter stimulieind fordert die
Destabilisierung und den Abbau der fokalen Adh&smorDoch nicht nur Talin, sondern auch die
Wechselwirkung von PIPK4p90 mit der AP-2-Untereinhei2-Ohr wird durch Phosphorylierung an
S650 behindert (Nakano-Kobayagtial, 2007). Die Daten aus der Kristallstruktur @2-Ohr im
Komplex mit dem PIPKFp90 abgeleiteten Peptid YFPTDERSWVYSPLH offenbaden Grund:
S650-OH ist in die Ausbildung von Wasserstoffbrirddadungen mit dem Peptidriickgrat um gz
Ohrreste F753 und L770 involviert, die durch eif@$phorylierung des Serins unterbrochen werden.
Hingegen ist S650-OH in dem Kristall von AP-2-C-jii2 Komplex mit dem PIPKtp90-Peptid
SWVYSPLH nicht an der Interaktion mit AP-2u begtilund zeigt von der Proteinoberflache weg
(vergleiche Ergebnisse Abb. 3.14). Weiterhin iss dtiiheren Publikationen bekannt, dass die
Mutation S650F keinen dramatischen Effekt auf diteraktion mit der p2-Untereinheit des AP-2-
Komplexes hat (Bairstowt al, 2006; Linget al, 2007).

Die kombinierten Daten lassen die Vermutung zusdier Aufbau fokaler Adhasionen durch die
Wechselwirkung der PIPKI mit Talin und der Abbau durch deren Interaktiont mém AP-2-
Komplex reziprok reguliert werden kann. Die Phogpglierung von Aminosaureresten im PIRKI
p90-C-Terminus erscheint als ein moglicher Mechaas zur Modulation der erforderlichen Protein-

Protein-Wechselwirkungen.

4.3 Endozytose synaptischer Vesikel
An chemischen Synapsen, wo synaptische Vesikehemidivitatsabhangigen Zyklus aus Exo- und

Endozytose ausgesetzt sind, ist die endozytotiscla¢hrin-abhangige Maschinerie zusammen mit der
p90-Splicevariante der PIPKKkonzentriert vorzufinden. Aus diesem Grund istnebe liegend zu
spekulieren, dass die zusatzlichen APR22Dhr-Bindungsstellen im PIPk90-C-Terminus dazu
dienen kénnten, die Kinase an Orten endozytotisékavitat an der aktiven oder praaktiven Zone zu
konzentrieren (vergleiche Abschnitt 4.1).

Die physiologische Relevanz der Interaktion von APund PIPKYy-p90 konnte durch
SynaptopHIluorin-Experimente bestatigt werden (w@ofle Ergebnisse Abb. 3.24) und ist in
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Di Patlal 2004 sowie Nakano-Kobayastt al,
2007. Die Uberexpression von WT- ur@R-Ohr (F640A)-bindungsdefizienten PIRKIO-C-
Terminus-Konstrukten schrankte die Endozytose depoRerproteins SynaptopHluorin (SytpH)
signifikant ein (vergleiche Ergebnisse Abb. 3.Z3ig Inhibition der SytpH-Endozytose durch @&
Ohr (F640A)-bindungsdefiziente PIPK®0-C-Terminus-Konstrukt war im Vergleich zum WT-
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PIPKIy-90-C-Terminus leicht vermindert (vergleiche Ergsba Abb. 3.24) und unterstutzt die
Hypothese, dass die Sandwich-Subdomane des BRQhrs als initiale Kontaktstelle fir PIP§Kp90

an Orten reger endozytotischer Aktivitat dienenrkénDa auch Talin an der Prasynapse zu finden ist
und durch die Interaktion mit PIP¥p90 Einfluss auf die Clathrin-vermittelte Endozagonehmen
kann (Di Paolcet al, 2002; Morgaret al, 2004), ist ein Beitrag von Talin zur beobachtdtdrbition

der Endozytose von SytpH nicht auszuschlielRen. digf Mdglichkeiten der Regulation der
verschiedenen PIPKp90 Interaktionspartner wird im weiteren Verlaubnv Abschnitt 4.3
eingegangen. Weiterhin war aufféllig, dass tro&ktivierung aller bekannten AP-2-Bindungsstellen
im PIPKW-90-C-Terminus das SytpH-Niveau der mRFP-Kontr@le der Plasmamembran nicht
erreicht werden konnte (vergleiche Ergebnisse Al324). Die beobachtete, signifikante
Akkumulation von SytpH an der Plasmamembran istliolbgrweise durch die Existenz eines bisher
unbekannten PIPK490 Bindungspartners zu erklaren, der ebenfallflu&s auf die AP-2/Clathrin-
vermittelte Endozytose an der Synapse nehmen kadndassen Identitat naherer Untersuchungen

bedarf. Ein unspezifischer Effekt der Proteintbpregsion ist jedoch ebenfalls nicht auszuschliel3en.

Die potente Inhibition der SytpH-Endozytose duréh\WT- oder32-Ohr (F640A)-bindungsdefiziente
C-terminale Domane der PIPK®0 deutet darauf hin, dass ein bestimmter Antgilaptischer
Vesikelproteine in Abhangigkeit von YsxMotiven internalisiert werden kdnnte. Hierbei ist
interessant, dass die Erkennung vieler synaptischesikelproteine nicht (ber klassische,
endozytotische Internalisierungsmotive erfolgt @ Haucke, 2007). Yx®-Motive, die in der
zytoplasmatischen Doméne des Vesikelproteins S\f@nden wurden, deuten darauf hin, dass die
Internalisierung synaptischer Vesikelproteine ptiédin auch Uber konventionelle Sortiermotive
vermittelt werden konnte (Haucke & De Camilli, 199%indeutige Nachweise, dass die ¥x
Motive direkt an der Internalisierung von SV2 bigeisind, fehlen bisher.

Beispiele fur synaptische Vesikelproteine, die UBeachtprotein-spezifische, Yshunabhangige
Sortiermechanismen in Clathrin-umhillte Vesikel tisot werden, sind der VGLUT1 und
Synaptotagmin 1 (Jung & Haucke, 2007). VGLUT1 erkeiiber eine Prolin-reiche Sequenz im C-
Terminus die SH3-Domane des akzessorischen Proiiwdephilin, das die Internalisierung des
Transporters in einem AP-2- und D/ExxxL[L]-Motiviadngigen Mechanismus vermittelt (Voglmaier
et al, 2006). Die Internalisierung von Synaptotagmin rfolgt Uber einen Cluster basischer
Aminosauren in der C2A-Doméane, der durch die p-Hogiedomane des synaptischen
Adaptorproteins Stonin 2 erkannt wird. Stonin 2 deirim assoziiert effizient mit dem APe2Ohr
(Diril et al, 2006; Juncet al, 2007). Das distale WVYSPL-Motiv von PIPKH90 im Komplex mit
AP-2u konnte daher durch eine Autostimulation démakeaktivitéat die AP-2/Clathrin-vermittelte
Endozytose synaptischer Vesikelproteine wie Syragtoin 1 und VGLUT1 unterstitzen. Ein
ahnlicher Mechanismus wurde auch fur die AP-2/Clathermittelte Internalisierung vopil-Integrin

postuliert (vergleiche Abschnitt 4.2).
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Es ist seit langem bekannt, dass synaptische Mpsitteine und konventionelle Frachtproteine wie
zum Beispiel der Transferrin-Rezeptor in Neuronex meuroendokrinen Zellen nicht gemeinsam
transportiert werden (Linstedt & Kelly, 1991). Ader Mdéglichkeit der PIPKAp90 Uber das distale
WVYSPL-Motiv mit der Yxx®-erkennenden p2-Oberflache zu interagieren, esjiit die Frage, ob
Uber diesen Mechanismus maoglicherweise konventeriahchtproteine wie Transferrin- und EGF-
Rezeptoren von der Sortierung in prasynaptischéh@aumhdillte Vesikel ausgeschlossen werden
kénnten. Nach dem jetzigen Wissensstand kann dhiesge nicht eindeutig und nur unter Vorbehalt
beantwortet werden. Eine Mdglichkeit ware, dassvkotionelle Frachtproteine unabhangig von
PIPKIy-p90 uber einen AP2/Clathrin-vermittelten Mechanisnendozytiert werden. So konnte in
nicht-neuronalen Zellen gezeigt werden, dass kdiaglle YxxP-haltige Frachtproteine wie EGF-
und Transferrin-Rezeptoren vermittelt durch PI®@Klnd PIPKB internalisiert werden kdnnen
(Bairstowet al, 2006, Barbiereet al, 2001, Padromet al, 2003). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass Uberexpression des WT-PIRRD-C-Terminus die Internalisierung von SytpH potieibiert,

die Endozytose von fluoreszierendem Transferringdégen nicht signifikant einschrankt (siehe
Ergebnisse Abb. 3.24). PIP&KIlund PIPKB werden auch in Neuronen exprimiert (Di Paetoal,
2004, Wenlet al, 2001), doch im Gegensatz zu PIRRB0O konnte noch keine Funktion an Synapsen
nachgewiesen werden.

Wie schon erwéhnt, verfligt das synaptische Vesi@wm SV2 Uber zwei Yx®-Motive in der
zytoplasmatischen Doméne, deren Funkiionvivo unbekannt ist. Haucke und De Camilli (1999)
konntenin vitro zeigen, dass die Bindung von Ydhaltigen Peptiden aus TGN38 und SV2 an AP-2u
die direkte Interaktion mit Synaptotagmin 1 férd&@ynaptotagmin 1 kann nicht nur indirekt Gber das
Adaptorprotein Stonin in Abhangigkeit von AP-2 uf@hthrin internalisiert werden (siehe oben),
sondern direkt Uber ein Cluster basischer Aminagéste in der C2B-Domédne mit AP-2y,
verschieden zur Y>®-Bindungsoberflache, interagieren (Chapnaral, 1998; Gras®t al, 2004;
Haucke & De Camilli, 1999; Haucket al, 2000). Demnach scheint es mdglich zu sein, dass
synaptische Vesikelproteine in Abhangigkeit von \emtionellen Yxxp-Motiven undClustern
basischer Aminosauren kooperativ internalisiert dear konnten. Welche Folgen héatte dieser
kooperative Internalisierungsmechanismus fur dieraktion der PIPKFp90 mit dem AP-2-Komplex?
Die Interaktion von PIPKAp90, sowohl Uber die katalytische Domane (0,5 |(ausset al, 2006)

als auch den C-Terminus (6 uM, 22 uM) mit AP-2digtch Dissoziationskonstanten im pM-Bereich
charakterisiert, wie sie fur die Ausbildung tramsez Interaktionen typisch ist (Mielet al, 2004,
Owenet al, 2004; Traub, 2009). Dies ist in Ubereinstimmuniy der Beobachtung, dass PIRKI
hauptsachlich au3erhalb von Clathrin-umhullten I&tmen zu finden ist (Krausst al, 2006). Diese
Beobachtung ermutigt daher zu der Spekulation, déssverdrangung von PIPilaus Clathrin-
umhillten Vesikeln Uber einen kooperativen Intéei@lungsmechanismus synaptischer

Vesikelproteine in Abhangigkeit von YsxMotiven moglicherweise gefordert werden kdnnte.
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Moglicherweise tragt das distale WVYSPL-Motiv niaiir zur Autoaktivierung von PIPK4p90 im
Komplex mit AP-2u bei, sondern fordert zunachstRiiedung weiterer synaptischer Vesikelproteine
an AP-2u wie zum Beispiel Synaptotagmin 1 Uber doh& Aminosaure-Cluster. Da sowohl
Synaptotagmin | als auch PIRKpHI0 mit AP-2u Uber eine von der Y@Bindestelle verschiedenen
Oberflache interagieren, konnen elektrostatischastéd®ungen und sterische Behinderungen nicht
ausgeschlossen werden, die mdglicherweise eingabileserenden Einfluss auf die Bindung von
PIPKIy-p90 nehmen. Im Verlauf der Reifung Clathrin-umteillVesikel dissoziiert PIPKdp90 von
AP-2, oder wird moglicherweise durch Yhaltige synaptische Vesikelproteine verdrangt. térei
Versuche werden jedoch notig sein, um Einblickdigse hypothetischen Szenarien zu erhalten. Eine
Reduktion der endogenen Expression von PPKihd PIPKBin Neuronen durch RNAi mit
anschlielender Untersuchung der Transferrin-Aufreahwéire ein nahe liegendes Experiment.
Weiterhin ware interessant, eine mogliche Freisegzuon PIPKY-p90 im Komplex mit AP-2u und
Synaptotagmin | durch Yx®-haltige Vesikelproteine zu untersuchen.

PIPKIy-p90 gehdort zu den Dephosphinen, einer Gruppe etatescher, nicht verwandter Proteine,
die stimulationsabhé&ngig phosphoryliert oder dephosyliert an Synapsen gefunden werden kdnnen
(Cousin & Robinson, 2001). Unter RuhebedingungeqtliPIPK{~-p90 an der Synapse an S650
phosphoryliert vor (vergleiche Abb. 4.2C). In dies®hosphorylierungsstatus ware wie schon unter
Abschnitt 4.2 beschrieben eine Interaktion mit alind AP-2 in der basalen, geschlossenen
Konformation nicht mdglich. Wird die Synapse dussh Aktionspotential angeregt, so wird S650 der
PIPKIy-p90 durch die Cé&-abhangige Phosphatase Calcineurin dephosphoryherteine Interaktion
mit AP-2 und Talin ist mdglich. Talin kénnte an d&mapse PIPKAp90 in Bereiche endozytotischer
Aktivitat rekrutieren und AP-2 die Kinase aktiviareEbenso wie in fokalen Adhé&sionen nicht-
neuronaler Zellen kann an Synapsen eine gleicgeeitnteraktion von Talin und AP-2 bei
Uberlappenden Bindungsstellen im PIR4PO-C-Terminus nicht gleichzeitig stattfinden. iEisdaher

zu vermuten, dass die Regulation der Interaktiam REPKN-p90 mit Talin und AP-2 an der Synapse
den Aminosaurerest Y649 (vergleiche Abschnitt 4t WAbbildung 4.2) involviert. Unter nicht
stimulatorischen Bedingungen, d.h. einer eingestitest Interaktion von Talin und AP-2, konnte die
Kinase in andere Bereiche an der Synapse wie diecakone rekrutiert und zur PI(4,5)8ynthese
stimuliert werden. Die Defekte in der Exo- und &grdozytose synaptischer Vesikel, die in PNRKI
knockoutNeuronen detektiert werden konnten (Di Paetial, 2004), unterstiitzen diese Hypothese.
Der Bedarf und der regulative Einfluss an PI(4;5)P Bereichen der Exozytose zeigt sich zum
Beispiel in der Bindung von PI(4,5)Burch Synaptotagmin 1 (Mikoshiled al, 1999; Schiavet al,
1996), den putiven G4Sensor der SNARE-vermittelten Endozytose, CAPS\MI und MINT2,
Interaktionspartner von Munc18 (Okamoto & Sudh@®17).
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4.4 Beitrag weiterer PIPKI pSplicevarianten
Zusatzlich zu den bereits bekannten humanen Splimgten war die Identifizierung von zwei

weiteren PIPKy-Varianten (Variante 4 und 5) moglich (Schill & Aerdon, 2009). Eine zuséatzliche
PIPKIy-Splicevariante (PIPKAp93) konnte bisher nur in Maus und Ratte nachgsswmieverden und
unterscheidet sich durch 26 zusatzliche Aminosawandem p90-spezifischen Spliceinsert von
PIPKIy-p90 (Guidici et al, 2004). Das p93-spezifische Spliceinsert untenbridie 32-Ohr-
Bindungsstelle des p90-spezifischen Spliceins&uwsnit verfluigt PIPKY-p93 in seinem C-Terminus
noch Uber das distale Ysbx und das Talin-Motiv. Die Spliceinserte der hunmanBIPKIy-
Splicevarianten 4 und 5 dieser PIRfiarianten haben jeweils ein anderes Exon als RHPRO zur
Grundlage (Schill & Anderson, 2009). Variante 4ltteuRer Phenylalanin 640 keine weitere
Gemeinsamkeit mit PIPKdp90. Variante 5 verfugt in seinem spezifischenicepisert Gber eine
potentielle B2-Ohr-Bindungsstelle und ein potentielles Talindingsmotiv der Sequenz
647WIYSPRH.

Somit verfligt keine der anderen bisher identifizer PIPK{-Splicevarianten tber das komplette
Inventar C-terminaler AP-2[32-Ohr-Bindungsstellen. Da weder fur PIRKIO3, noch fir PIPKH
Variante 4 und 5 Bindungspartner bzw. genaue Foné&ti identifizierten werden konnten, wére es
von grolem Interesse, ob und wie eine Interaktigrbakannten Interaktionspartnern der P90

mdglich ist.

4.5 Ausblick
Durch ihr distales WVYSPL-Motiv verfiigt PIPip90 im Komplex mit AP-2u Uber die Mdglichkeit

zur Autoaktivierung, die fur nicht Yxk-vermittelte, AP-2/Clathrin-abh&éngige Internalisiegen von
Frachtmolekilen in nicht-neuronalen Zellen und amapsen von Bedeutung sein kénnte. Dieser
Aktivierungsmechanismus kdnnte auch zur Interredisig weiterer, noch unbekannter
Frachtmolekile beitragen. Da PI(4,8)Bas Produkt der PIP¥p90 nicht nur fir die Endozytose
synaptischer Vesikel von Bedeutung ist, sonderrh dlic Exozytose synaptischer Vesikel benttigt
wird, waren weiterfihrende Studien zu einer moglichAktivierung von PIPK#p90 von grofem
Interesse, auch um den Beitrag der Kinase an deryiosse synaptischer Vesikel aufzuklaren (Di
Paoloet al, 2004). Auch ware es interessant zu untersuchedjeoFreisetzung von PIP¥p90 aus
synaptischen Vesikeln durch eine kooperative latigsierung von synaptischen Vesikelproteinen in
Abhangigkeit von Yx®- und Clustern basischer Aminosauren geférdert arerkdbnn. Auch eine
Charakterisierung der neu identifizierten PlSblicevarianten hinsichtlich ihrer bevorzugen
Interaktionspartner und ihres eventuellen Einflasseif den exo- und endozytotischen Zyklus

synaptischer Vesikel erscheint reizvoll.
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ARH
ATP
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DMEM

Absorption
Angstrém, Langeneinheit
Aktin-bindendes Protein adtin binding protein}L
Adaptor-assozierte Kinase adaptor-associated kinasg 1
Abbildung
Adenosindiphosphat
a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsaure
AP180 N-terminale Homologiedoman®R180 N-terminal homology
Adaptorprotein-Komplexe
alkalische Phosphase
Aktionspotential
Adaptorprotein
assembly proteimit einer apparenten Molekilmasse von 180 kDa
ADP-Ribosylierungsfakto™DP-ribosylation factoy
autosomal recessive hypercholesterolemia protein
Adenosintriphosphat
Adenosintriphosphatase
physikalische Einheit fir Druck
Bin-Amphiphysin-Rvs-Domaéane
Bicinchoninséaurehcinchoninic acidl
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
Basenpaare
Bovines Serumalbumimbd@vine serum albumjn
buried surface area
beziehungsweise
Konzentration der absorbierenden Substanz
circa
Cyclin-abhangige Proteinkinase 5
clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia protein
Caveolin
komplementare DNAdomplementary DNA
Caenorhabditis elegans
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-pemsulfonat
Kalberdarm-alkalische Phosphatasadf(intestine alkaline phosphatgse
Clathrin-assoziierte Sortierproteinathrin-associated sorting proteins
(clathrin-independent carrigr
Clathrin-vermittelte Endozytoseldthrin mediated endocytasi
Clathrin umhdlltes Vesikel lathrin coated vesicle
Kohlenstoffdioxid
Hullprotein-Komplexdpat protein complex
carboxyterminal
Pfadlange in cm
Dalton
Diacylglycerol
Diacylglycerol Kinase
4,6-Diamidino-2-phenylindol
bidestilliertes Wasser
Gibbs-Energie
molare Enthalie
Tagein vitro (days in vitrQ
Drosophila melanogaster
Dulbeccos modifiziertes Eagle’s Medium
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DMF

DMSO

DNA

DNase
dNTP

AS

DSS

daT

DTT

ECL

E. coli
EDTA

€

EE

EGF

EGF-R
EH-Domane
ENTH-Domane
ER

et al.

EtBr

etc.

EtOH

Eps15
Epsin

FCS
FERM-Domaéane
FPLC

g

g
GABA
GABA,
GAK
GEEC

GFP
V- P-ATP
GPCR
GPI

GST
GTP

HBSS
HC
HEPES
HIP1
HIP1R
Hissg
H->0
HRP
Hsc70
IB

IF

I9G
IP

IP;

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

Desoxyribonuklease
Desoxynukleosid-Triphosphat

molare Entropie

Disuccinimidylsuberat

Temperaturdifferenz

Dithiothreitol
verstarktes Chemilumineszenz Reagemhénced chemoluminescence
Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

molarer, dekadischer Extinktionskoeffizient

frihes Endosomerdrly endosom
Epidermis-Wachstumsfakt@pjdermal growth factgr
EGF-Rezeptor

Eps15-Homologiedoméane

Epsin N-terminale Homologie-DomaBpgin N-terminal homology domain

Endoplasmatisches Retikulum
und andereet alii)
Ethidiumbromid
et cetera
Ethanol
EGF-Rezeptorproteinsubstrat 15
Epsl5-interagierendes Protein
Fetales Kélberserumet@l calf serum
4.1-ezrin-radixin-moesin-Doméne
Fast Frotein Liquid Chromatography
-fachem der Erdbeschleunigung
Gramm
y-Aminobuttersdure
y-Aminobuttersdure-Rezeptor Typ A
Cyklin G-assoziierte Kinase)(clin G associated kinage
mit GPI angereichertes frihes Endos@ml{enriched early endosomal
compartment
grun fluoreszierendes Protagneen fluorescent protein
amgammaPhosphatrest radioaktiv markiert®§P
G-Protein gekoppelter Rezeptor
Glycosylphosphatidylinositol
Glutathionyl-S-Transferase
Guanosin-5’-Triphosphat
Stunde
Hank's balanced salt solution
schwere Kette von Clathrin€avy chaip
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethalensaure
Huntingtin-interagierenden ProteinHuftingtin-interacting protein 1
HIP1 verwandtes ProteidIP1 related protei)
Hexa-Histidin
Wasser
Meerrettichperoxidasbdrse radish peroxidaye
konstitutiv exprimiertes Hitzeschickprotaiit einer Grof3e von 70 kDa
Immunblotting
Immunfluoreszenz
Immunglobulin G
Immunprazipitation
myalnositol-(1,4,5)-trisphosphat
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LB
LC
LDL

LE

M

mA

MAP
max.
MAPK
MCS
MEM
MES

MHD

min
mRFP

ms

NBT

nm

NT
N-terminal
oD

Oligo

PA

PAGE
PBS

PCR

PFA
PH-Domane
PH-PLG1
pM

PMSF
PNK
PIPKI
PI1(4)P
P1(4,5)B
P1(3,4,5)R
PLC

PLD

PM

PMSF
PNK

PS
PTB-Doméne
Ptdins
PtdOH
RE

RNA
RNAI
RNase

Isopropylp-D-thiogalactopyranosid
Isothermale Tirationskalorimetrie
Assoziationskonstante

Kilobasen

Dissoziationskonstante

Kilodalton
Luria-Bertani-Medium

leichte Kette von Clathridight chain
Lipoprotein geringer Dichteldw-density-lipoproteijy Transportpartikel fir
Cholesterol

spates Endosontate endosome
Mol

Milliamper
mitogen-activated protein

maximal

MAP-Kinase
Multiple Cloning Site
Minimal Essential Medium
2-(N-morpholino)ethansulfonsaure
pn-Homologiedomanguthomology domajn
Minute

monomeres rot fluoreszierendes Proteith fluorescent protejn
Millisekunden

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

Nanometer

Neurotransmitter

aminoterminal

Optische Dichte

Oligonukleotide

Polyacylamid
Polyacrylamidgelelektrophoregmlyacrylamide gel electrophoreyis
Phosphat-gepufferte Salzldsupfdsphate buffered salinpe
Polymerase-Kettenreaktion
para-Formaldehyd

Pleckstrin-Homologiedomgpéackstrin homologyDoméne
PH-Domaéne von PL&1

Picomol

Phenylmethylsulfonylfluorid
Polynukleotid-Kinase
Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinas@ Ty
Phosphatidylinositol-(4)-phosphat
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat
Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphat
Phospholipase

Phospholipase

Plasmamembran
Phenylmethylsulphonylfluorid
Polynukleotid-Kinase

Phosphatidylserin

Doméngkosphotyrosine bindung domajne
Phosphatidylinositol

Phosphatidsaure
Recycling-Endosonmécycling endosoin
Ribonukleinséaure
RNA Interferenz

Ribonuklease
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Q Warmeenergie

R Gaskonstante

rpm Umdrehungen pro Minuteofations per minute
RRP readily-releasable pool

SDS Natriumdodecylsulfas¢dium dodecylsulfate)
sec Sekunde

SH3-Domane Src-Homologiedom&neS3d-homology B
SNAREs soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachimeoeptor
SNAP soluble NSF attachment protein

SNX9 sorting nexird

SiRNA small interferingRNA

S.0. siehe oben

Std Standard

SytpH SynaptopHluorin

T Temperatur

t1 Halbwertszeit

Tab. Tabelle

Taqg Thermus aquaticus

TBE TRIS-Borat-EDTA-Puffer

TBS Tris-gepufferte Salzlosun@rfs buffered saling
TE TRIS-EDTA-Puffer

TES N-Tris (hydroxymethyl)-methyl-2-Aminomethansrigaure
Tf Transferrin

TGN Trans-Golgi-Netzwerk

TGN38 Trans-Golgi-Netzwerk 38 Protein

Tm Schmelztemperatur

Tris Tris (hydroxymethyl)-aminomethan

Triton t-Octylphenoxypoly-etoxyethanol

Tween20 Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat

U Einheit (nit)

UE Untereinheit

0.N. uber Nacht

UE Untereinheiten

UiM Ubiquitin-interagierendeMotiv (ubiquitin-interacting motjf
uv ultraviolettes Licht

u.v.a. und vielen anderen

Y Volt

VAMP Vesikel-assoziiertes Membranproteuggicle associated membrane projein
V-ATPase vesikulare ATPase

VGLUT1 vesikularen Glutamat-Transporters 1

Vol. Volumen

WT Wildtyp

Aminosauren wurden entsprechend dem Einbuchstaimehdem Dreibuchstabencode abgekirzt. Das
Symbol® wurde fur grol3e, hydrophobe Reste verwendet, gibleaet jede beliebige Aminoséure.

Alle Graphiken und Zeichnungen wurden, insofermnanders von der Autorin gekennzeichnet, mit
Adobe lllustrator CS2 und Adobe Photoshop C2S Mrste
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D) Primer-Liste

Tabelle D.1 Verwendete Primel

Primer Verwendung Sequenz 5’-3’ Lange
9 hPIPK Ic Nf EcoRl atccggaattcatggagctggaggtacogga 3(3bp)
24 hPIPKIgNfSall atcggcgtcgacgatggagctggaggtaccg 31
25 mmu2NfSall ggtggcgtcgacgatgatcggaggcttattc 31
26 mmi2CrNotl tatatcgcggccgcectagcagegggtttcata 32
35 hPIPKIgp90CrNotl aatatcgcggccgcttatgtgtcgcetctcgecgte 35
41 hp90_1-468CrNotl aatatcgcggccgcttacggtttcacagatsggce 38
42 hPIPKIgtailNfSall atcggcgtcgacgatggacctgcggggggcecc 32
43 htalin1437NfSall atcggcgtcgacgatggttgcactttcactgazy 39
44 htalin1437CrNotl cggcaggcggccgcttagttgtattgectgetgcaggact 39
78 1 p9o0_ tail_1-11 aattccccaccgatgagaggagctgggtgtactccccgtaac 42
79 2 p90 tail _1-11 tcgagttacggggagtacacccagctcctctcatcggtgggg 42
80 1 p9o0 tail 1-13 aattccccaccgatgagaggagctgggtgtactccccgetccagtaac 4
81 2 p90 tail 1-13 tcgagttagtggagcggggagtacacccagctcctctcatcggtggi)

82 1 p9o0_tail 5-13 aattcaggagctgggtgtactccccgctccactaac 36
83 2 p90 tail 5-13 tcgagttagtggagcggggagtacacccagctcctg 36
84 1 p9o0_tail_14-26 aattctatagcgcccaggcccccccggcectccgacggcgagagoida

85 2_p90_tail_14-26 '([:cgagttagctctcgccgtcggaggccgggggggcctgggcgcta48

102 higp9M451NfEcoRI gtcggcggaattcatgaagtcctcgccctccaagaag 37

103 higp9M451NfF640A gccaccgacatctacgcccccaccgatgagagg 33

104 higp9M451CrF640A cctctcatcggtgggggcegtagatgtcggtgge 33

105 higp9M451NfW647A cccaccgatgagaggagcgccgtgtactccccgctccac 39
106 higp9M451Crw647A gtggagcggggagtacacggcgctcctctcatcggtggg 39
107 higp9M451NfW647A cccaccgatgagaggagcttcgtgtactccccgcetccac 39
108 higp9M451Crw647A gtggagcggggagtacacgaagctcctctcatcggtggg 39
109 Igp9451 Nf F640A/W647F atctacgcccccaccgatgagaggaggtagt 36

110 Igp9451 Cr_F640A/W647F gtacacgaagctcctctcatcggtggdggay 36
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111 lgp9A451_Nf_W647F/S650A | gatgagaggagcticgtgtacgccecgeteeactat 36
112 Igp9451 Cr_W647F/S650A atagtggagcggggcgtacacgaagaattdct 36
113 Igp9451 Nf W647A/L652A gagaggagcgccgtgtactccccggectangta 36
114 Igp9M451 Cr_W647A/L652A gctatagtgggccggggagtacacggcrttce 36
115 Igp9M451 Nf W647F/L652A gagaggagcttcgtgtactccccggectagta 36
116 Igp9451 Cr_W647F/L652A gctatagtgggccggggagtacacgaagttcc 36
117 Beta2A715 Nf_EcoRI atcggcggaattcatgggcatggcacctggcgdgtsy 43
118 beta2 Nf K822A ttgcaggtggctgttgccaacaatattgatgtc 33
119 beta2_Cr_K822A gacatcaatattgttggcaacagccacctgcaa 33
120 Igp9451 Nf Y649A gagaggagctgggtggcctccccgctccactat 33
121 Igp90A451 Cr_Y649A atagtggagcggggaggccacccagctcctctc 33
122 lgp90A451_Nf W647A/YB49A gatgagaggagcgccgtggcctcceccgcteta 36
123 Igp90A451_Cr_W647A/YB49A atagtggagcggggaggccacggcgdttatte 36
124 Igp9M451 Nf W647A/YB649A/L | gagaggagcgecgtggcectccececggeccactatage 36
125 ?g5p29A0A451_Cr_W647A/Y649A/L gct ata gtg ggc cgg gga ggc cac ggc gct cct ctc 36
130 ?gspzéA\OA451_Nf_ Y654A gtg tac tcc ccg cte cac gcc age gec cag gec cce 36
131 Igp9A451 Cr_Y654A gggggcctgggegcetggegtggageggggagtacac 36
132 Igp9451 Nf Y497A cggggggcccgcagcgeccccacgctggaggacgaa 36
133 Igp9A451 Cr_Y497A ttcgtcctccagegtgggggcegetgegggeccceccg 36
134 Igp9451 Nf Y497A/L500A ggggcccgcagcegceccccacggecgaggeyga 36
135 Igp9451 Cr_Y497A/L500A gccttcgtcetcggecgtgggggegctgpmec 36
136 Igp9M451 Nf Y649A/L652A aggagctgggtggcctccccggcccactziag 36
137 Igp90A451_Cr_Y649A/L652A ggcgctatagtgggccggggaggccacdcagc 36
139 Igp9M451 Nf Y649A/L652A/Y | gtggcctceccecggeccacgecagegeccaggceccce 36
140 ?gsp49A(\)A451_Cr_Y649A/L652A/Y gggggcctgggegcetggegtgggecggggaggecac 36
141 ?gsp49A(\)A451_Nf_Y649A/L652A/Y gtgttctcccecggeccacgcecagegeccaggceccce 36
142 ?gsptAOA451_Cr_Y649A/L652A/Y gggggcctgggegcetggegtgggecggggagaacac 36
143 ?gsptAOA451_Nf_W647F/Y649A/L gagaggagcttcgtggcectcceccggeccactatage 36
144 ?gspzéAOMS1_Cr_W647F/Y649A/L gctatagtgggccggggaggcecacgaagctectctc 36

652A
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Die Nummer entsprechen den korrespondierenden Aséimen mit Ausnahme der Konstrukte
p90 tail 1-11 bis einschliellich p90_tail 14-26. eHibeziehen sich die Zahlen auf die
Aminosaurenreihenfolge im p90-spezifischen Spliseinh r: Ratte; h: human; m: Maus; N: PIPKI:
Phosphatidylinositol4-Phosphat-5-Kinase Typ [; N:T&rminus; C: C-Terminus; f: vorwarts; r:
rackwarts.
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E) siRNA-Liste

Tabelle E.1 Verwendete SiRNZ

Name Sequenz Zielgen
PIPKly AUCAUCAAGACCGUCAUGCACTT PIPKIy (human)
AP-2u GUGGAUGCCUUUCGGGUCATT AP-2p (human)
scrambled GUAACUGUCGGCUCGUGGUTT Kontrolle AP-2u (human)

PIPKly aus Padroet al, 2003

Andere siRNAs beschrieben in Krawssal, 2003, 2006
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F) Daten Kristallisation

Tabelle F.1 Datensammlung fur den Kokristall von AR22-Ohr mit dem minimalen PIPKIy-p90
abgeleiteten Peptid PTDERSWVYSPLH

AP-22-Ohr + YFPTDERSWVYSPLH

Datensammlung
Raumgruppe P212121
Gitterkonstanten

a b, c(A) 37.56, 83.47, 91.60
a,By () 90.00, 90.00, 90.00
Auflosung (A) 50 — 1.87
Rsym 0d. Rmerge 0.051(0.369}
I /ol 25.49(3.89}
Vollstandigkeit (%) 95.2(72.7)
Redundanz 5.8(4.2)

#Hdochst aufgeloste Schale ist in Klammern angegeben.

Eine Verfeinerung der gesammelten Daten des Kigstain AP-2B2-Ohr mit dem minimalen PIPK4p90
Peptid PTDERSWVYSPLH wurde nicht vorgenommen.
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Tabelle F.2 Datensammlung und Verfeinerungstatistign fir den Kokristall von AP-2-32-Ohr mit dem
PIPKI y-p90 abgeleiteten Peptid YFPTDERSWVYSPLH

AP-232-Ohr + YFPTDERSWVYSPLH

Datensammlung

Raumgruppe P212121
Gitterkonstanten

a b, c(A) 37.56, 83.47, 91.60
a,By () 90.00, 90.00, 90.00
Auflosung (A) 50 — 1.83
Rsym 0d. Rerge 0.060(0.461§
I /ol 20.38(1.90%
Vollstandigkeit (%) 94.6(88.%)
Redundanz 4.5(3.6)
Verfeinerung
Auflosung (A) 60 —1.83
Reflexzahl 24 729
Ryork / Reree 19.3/23.6
Anzahl Atome

Protein 1881

Ligand 136

Wasser 253
B-Faktoren

Protein 22.5

Ligand 23.3

Wasser 33.1
R.m.s Abweichung

Bindungslange (A) 0.016

Bindungswinkel ) 1.618

#Hochst aufgeloste Schale ist in Klammern angegeben.

152



Anhang

Tabelle F.3 Datensammlung und Verfeinerungstatistien fur den Kokristall von AP-2-C-u2 mit dem

PIPKI y-p90 abgeleiteten Peptid SWVYSPLH

AP-2-C-u2 + SWVYSPLH

Datensammlung

Raumgruppe P64
Gitterkonstanten

a b, c(A) 125.30, 125.30, 74.55
a,By () 90.00, 90.00, 120.00
Auflosung (A) 50 — 2.60
Rsym 0d. Rierge 0.069(0.484%
I /ol 15.96(1.34)
Vollstandigkeit (%) 92.6(49.0)
Redundanz 3.5(1.8)
Verfeinerung
Auflosung (A) 41.01 — 2.60
Reflexzahl 18 278
Ryork ! Reree 23.3/26.3
Anzahl Atome

Protein 2039

Ligand 71

Wasser 33
B-Faktoren

Protein 64.6

Ligand 64.3

Wasser 69.6
R.m.s Abweichung

Bindungslange (A) 0.008

Bindungswinkel ) 1.151

#Hochst aufgeloste Schale ist in Klammern angegeben.
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Tabelle F.4 Wasserstoffbriickenbindungen/ Salzbriicke und die verdeckte Oberflache lfuried surface
area, BSA) des Kokristalls von AP-2B82-Ohr mit dem PIPKIy-p90 abgeleiteten Peptid
YFPTDERSWVYSPLH

Peptid Protein Interface | Protein Interface I

Rest Atom Rest Atom Dist. (A) BSA (A Rest Atom Dist. (A) BSA (A
Tyr-1 53.80
Phe-2 138.59
Pro-3 2.32
Thr-4 29.02
Asp-5 N GIn-756 OE1 3.74 2.75

@) GIn-756 NE2 2.94
Glu-6 OE1 Lys-808 Nz 3.95 4.79 22.69
Arg-7 3.51
Ser-8 26.29
Trp-9 119.93
Val-10 N lle-755 O 2.79 106.97

lle-755 N 3.17

Tyr-11 OH Lys-808 Nz 3.02 52.56 81.24
Ser-12 N Phe-753 O 3.02 82.98 12.15

oG Leu-770 O 2.67
Pro-13 (@] His-773 ND1 3.00 42.92 60.91
Leu-14 N 66.10 Thr-840 OG1 2.99 95.42
His-15 N His-773 O 2.74 62.43 119.13

Thr-774 0OG1 3.39

NE2 Asp-843 OD2 3.07

OXT Trp-898 N 3.73
Total 11 3
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Tabelle F.5 Wasserstoffbriickenbindungen/ Salzbriickeund die verdeckte Oberflache (BSA) des
Kokristalls von AP-2-B2-Ohr mit dem Eps15 Peptid SFGDGFADF

Peptid Protein Interface | Protein Interface I
Rest Atom Rest Atom Dist. (A) BSA (A Rest Atom Dist. (A) BSA (A
Ser-1 3.43 6.87
Phe-2 145.66 54.85
Gly-3 13.92 54.86
Asp-4 OD1 Trp-714 NE1  2.99 80.55
OD1 Leu-819 N 2.87
Gly-5 N Tyr-815 OH 2.80 23.06 25.16
@] Tyr-815 OH 3.82 123.61
Phe-6 67.26 35.91
Ala-7
Asp-8 OD2 Tyr-815 OH 2.56 30.54
Phe-9 144.94
Total 3 2

Tabelle F.6 Wasserstoffbriickenbindungen/ Salzbriickeund die verdeckte Oberflache (BSA) des
Kokristalls von AP-2-C-p2 mit dem PIPKIy-p90 SWVYSPLH

Peptid Protein Interface |
Rest Atom Rest Atom Dist. (A) BSA (A
Ser-1 N Glu-391 OEl1 3.43 87.74
N Glu-391 OE2 3.31
Trp-2 0 Arg-423 NH1 2.73 179.53
Val-3 6.96
Tyr-4 OH Asp-176 OD1 2.65 137.40
OH Lys-203 NZ  2.65
OH Arg-423 NH2 3.40
OH Arg-423 NE 3.16
Ser-5 N Val-422 2.93 38.78
@) Val-422 N 2.82
Pro-6 29.96
Leu-7 N Lys-420 O 2.87 137.87
His-8 NE2 Arg-402 O 3.25 45.78
Total 11
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Tabelle F.7 Wasserstoffbriickenbindungen/ Salzbriickeund die verdeckte Oberflache (BSA) des
Kokristalls von AP-2-C-p2 mit dem YGYECL-Peptid ausder y-Untereinheit des GABA,-Rezeptors

Peptid Protein Interface |

Rest Atom Rest Atom Dist. (A) BSA (A
Asp-1 7.62
Glu-2 OE2 Lys-319 Nz 2.94 43.56
Glu-3
Tyr-4 OH GIn-318 NE2 3.78 131.47
Gly-5 17.21
Tyr-6 OH Asp-176 OD1 2.53 136.77

OH Lys-203 Nz 2.69
Glu-7 N Val-422 O 2.90 40.02

Val-422 N 2.84

Cys-8 26.93
Leu-9 N Lys-420 O 2.84 149.11
Asp-10 33.08
Total 7
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