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1.Einleitung

1.1 Cadherine

Cadherine sind eine Familie transmembraner Glycoproteine, welche, ver-
mittelt Uber Ihre extrazellulire Doméne, homophile Wechselwirkungen
eingehen. Sie dienen somit der Zelladhasion und der Zell-Zellerkennung. Da
sie bei der Gestaltung und Entwicklung von Geweben und Organen eine
wichtige Rolle spielen, werden sie auch als morphoregulatorische Molektile
bezeichnet (Takeichi, 1991). Cadherine werden gewebespezifisch und
entwicklungsabhéngig exprimiert, die homophile Wechselwirkung kommt
calciumabhangig zustande (Ringwald et al., 1987; Takeichi, 1991). Bei
Calciummangel erfahren sie eine Konformationsdnderung und werden
proteolytisch abgebaut (Huber et al., 1996; Ringwald et al., 1987; Takeichi,
1991).

Cadherine besitzen, nachdem sie als Vorlaufermoleklile mit N-terminalem
Signal- und Propeptid synthetisiert und prozessiert worden sind, ein
Molekulargewicht von 120-130 kD.

Die Reifung der Molektile ist notwendig, um adhasionskompetente Molektile
zu erhalten (Ozawa und Kemler, 1990).

Sie werden als Transmembranproteine in drei Dom&nen unterteilt:

Eine N-terminale, extrazellulare Doméane (EC), eine Transmembranregion

(TM) und eine C-terminale, cytoplasmatische Doméane (CPD).
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Abb. 1.: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Cadherinmolekiiles.
Ca2?* = Calcium, CPD = Cytoplasmatische Domidne, EC = Extrazellulare
Domine, TM = Transmembrandoméine, CBD = Cateninbindende Domaéne,

JMD = Juxtamembranregion.

Die extrazelluldre Doméane wird in finf Subdomanen (EC1-ECS5) eingeteilt,
welche die Ca?* Bindungsstellen tragen, und wovon jede etwa 110 AS besitzt.
Die EC1 Doméne enthélt die Erkennungs- und Bindemotive, welche fir die
Adhasionsfunktion der Cadherine nétig sind und homophile Wechselwirkung
ermoglichen (Nose et al., 1990), in der Regel ein HAV Tripeptid.

Neben der Bildung dieser so genannten trans-Interaktion (Interaktion zweier
Cadherine benachbarter Zellen) koénnen Cadherine auch cis-Dimere
(Interaktion zweier Cadherine derselben Zelle) bilden. Auch die zuletzt
genannte Interaktion ist Ca2?*- abhangig und scheint fir die darauf folgende
trans-Interaktion eine unabdingbare Vorraussetzung zu sein (Steinberg und

McNutt, 1999; Takeda et al., 1999; Tamura et al., 1998).
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Eine weitere wichtige Funktion der Cadherine, die intrazellulare Interaktion
mit den Cateninen bzw. armadillo repeat Proteinen uUbernimmt die
cytoplasmatische Domé&ne (CPD), welche eine Gréfe von etwa 150 bis 160
Aminosduren aufweist. Sie wird noch einmal unterteilt in die

Juxtamembrandoméne (JMD) und die cateninbindende Doméane (CBD).

1.2 Die armadillo repeat Proteine

Die Bezeichnung armadillo repeats stammt von dem Motiv des
Segmentpolaritdtsgen Armadillo, welches in Drosophila Melanogaster
entdeckt wurde (Peifer et al., 1994; Peifer und Wieschaus, 1990; Wieschaus
und Riggleman, 1987).

Als armadillo repeats bezeichnet man eine Doméane von Proteinen, die aus
einer Serie imperfekter Wiederholungen eines 42 AS langen Sequenzmotivs
besteht. Zusammen bilden diese Wiederholungen eine positiv geladene
Furche, tiber welche die Interaktion mit der sauren CBD der Cadherine
stattfindet, wie es fir B-Catenin anhand von Kristallstrukturanalysen gezeigt
werden konnte (Huber et al., 1997).

Die Bindung der armadillo repeat Proteine Plakoglobin (Cowin und Burke,
1996; Sacco et al., 1995), p120(ctn) (Daniel und Reynolds, 1995) und ARVCF
(Kaufmann et al., 2000) an Cadherine findet ebenfalls Uiber diese zentrale
Region statt.

Die Unterteilung der armadillo repeat Proteine in verschiedene Untergruppen
fand durch Hatzfeld und Nachtsheim statt und wurde in der Literatur

Ubernommen und akzeptiert.



Einleitung

armadillo repeat Proteine
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Armadillo Plakophilin
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Abb. 2.: Schematische Darstellung der Untergruppen der armadillo repeat
Proteine ( Verindert nach Hatzfeld und Nachtsheim, 1996).

Die Sequenzhomologie der Mitglieder einer Untergruppe ist grofSer als die zu
anderen Untergruppen. Zudem ist die Anzahl und Organisation der

armadillo repeats innerhalb einer Untergruppe identisch. Weiterhin wird
mittlerweile auch das Vorhandensein von Splicevarianten als Klassifizierung

herangezogen.

1.2.1. Die p120(ctn) verwandten Proteine

Grundsatzlich werden die p120(ctn) verwandten Proteine nochmals in zwei
Untergruppen geteilt, zum einen in die Plakophiline und zum zweiten in die
p120(ctn) Subfamilie.

Sie alle zeigen Gemeinsamkeiten in der Organisation der armadillo repeat
Region, unterscheiden sich jedoch sowohl im Grad der Ahnlichkeit zu
p120(ctn) als auch in ihrer Subzelluldren Lokalisation.

Plakophiline werden tber ihren N-Terminus in Desmosomen eingebunden,

wo sie Intermediarfilamente koordinieren (Bonne et al., 1999; Hatzfeld et al.,

4
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1994; Heid et al., 1994; Kowalczyk et al., 1999; Schmidt et al., 1999;
Schmidt et al., 1997; Smith und Fuchs, 1998).

Die p120(ctn) Subfamilie enthalt, neben p120(ctn) selbst, mehrere Proteine.
Im einzelnen sind dies ARVCF (armadillo repeat gene deleted in velo cardio
facial syndrome) (Sirotkin et al., 1997), pO071 (Hatzfeld und Nachtsheim,
1996) und NPRAP/6-Catenin/ Neurojungin (Paffenholz und Franke, 1997;
Zhou et al., 1997).

Diese Proteine besitzen in ihrer armadillo repeat Region eine Identitdt von
Uber 45% und binden an die klassischen Cadherine (Huber et al., 1997;
Kaufmann et al., 2000; Lu et al., 1999; Mariner et al., 2000; Paffenholz et
al., 1999). Sie verfiigen Uber 10 armadillo repeats, wobei diese Struktur in
repeat 4, 6 und 9 unterbrochen ist. Solche Unterbrechungen wurden in -
Catenin anhand von Kristall-Strukturanalysen als so genannte looped out
Strukturen identifiziert (Huber et al., 1997).

Innerhalb des loop outs in armadillo repeat 6 weisen die Mitglieder der
p120(ctn) Subfamilie ein potentielles NLS (nuclear localisation signal) auf.
Zudem enthalten diese Proteine innerhalb des N-Terminus ein Motiv,
welches als coiled-coil Doméane beschrieben wird und generell Protein-
Protein Interaktionen vermittelt. AufSer p120(ctn) selbst enthalten ARVCEF,
p0071 und NPRAP/6-Catenin/ Neurojungin die konservierte Proteinsequenz
DSWV, welche als PDZ-Bindemotiv vom Typ I identifiziert wurde (Fanning
und Anderson, 1998).

Alle Mitglieder der p120(ctn) Subfamilie werden, aufier gebunden an die
Cadherine, auch im Nukleus beobachtet (Bonne et al., 1999; Kaufmann et
al., 2000; Mariner et al., 2000; Schmidt et al., 1997), was als Hinweis auf
eine mogliche Funktion als SignalUibertrager zwischen adherens junctions

und Zellkern gewertet werden kann.
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1.2.2. pl20(ctn)

p120(ctn) wurde urspringlich als Substrat der Src-Kinase identifiziert, was
zundchst zum Namen pl20CAS (cadherin associated substrate) fliihrte
(Reynolds et al., 1992).

Auch pl120 ohne Zusatz und pl120(ctn) (fir: Catenin) bezeichnen dasselbe
Protein.

Das Protein wird in verschiedenen Isoformen exprimiert. Es gibt vier N-
terminale Startcodons, wobei nur Isoform 1 die coiled-coil Domé&ne enthalt.
Im C-Terminus des Proteins gibt es zwei weitere alternative Exons, Exon A
und B (Keirsebilck et al., 1998), wobei Exon B zu einem funktionellen NES
(nuclear export signal) im Protein fihrt.

Die Bindung von pl120(ctn) an die Cadherine erfolgt Uiber deren JMD der
cytoplasmatischen Doméane (Daniel und Reynolds, 1995; Reynolds et al.,
1996; Shibamoto et al., 1995; Staddon et al., 1995).

Sehr unterschiedlich stellt sich die Rolle von pl120(ctn) in Bezug auf die
durch Cadherine vermittelte Zelladhasion dar. Die Befunde sind je nach Art
der Wechselwirkung (cis oder trans), untersuchtem Cadherin oder Zelltyp
sehr unterschiedlich.

Einerseits scheint die JMD und pl120(ctn) einen positiven Effekt auf die
Zelladhédsion 2zu haben. In einem cadherindefizienten Zellsystem
unterdriickte eine E-cadherinmutante, welche nicht mehr in der Lage war,
p120(ctn) zu binden im Vergleich zu Wild-Typ E-Cadherin die Ausbildung
starker Zell-Zelladhasion in Kultur (Thoreson et al., 2000). Aufserdem tragt
pl20(ctn) in Verbindung mit der JMD zum Cadherin-clustering an den
adherens junctions bei, welches Voraussetzung fir die Zelladhasion ist
(Anastasiadis und Reynolds, 2000), wobei die JMD den gréfieren Anteil zu
haben scheint. Eine JMD-Mutante von N-Cadherin, an welche p120(ctn)
nicht mehr binden konnte war, im Gegensatz zur komplett deletierten JMD
immer noch in der Lage cadherinabhéngige Myotomformation im Embryo zu
vermitteln.

Andererseits fihren die Deletion der JMD und p120(ctn) Mutanten, welche

keine Cadherine mehr binden kénnen in einigen Zelltypen auch zur
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Aktivierung der Zell-Zelladhdsion (Thoreson et al., 2000). Dies spricht fur
eine inhibierende Wirkung von pl20(ctn) auf die cadherinvermittelte

Zelladhéasion.

Auch bei der Signaltransduktion spielt p120(ctn) eine Rolle, was durch das
Vorhandensein eines putativen NLS und eines funktionellen NES sowie der
Entdeckung des Proteins als Substrat einer Kinase vermutet werden kann.
Im Nukleus konnte eine Interaktion des Proteins mit Kaiso, einem
Transkriptionsfaktor der POZ/ZF (Pox virus and zink finger) Superfamilie,
nachgewiesen werden (Daniel und Reynolds, 1999). Weiterhin reguliert
p120(ctn) die kleinen GTPasen RhoA, Rac und Cdc42, welche ihrerseits eine
Rolle bei der Etablierung von cadherinvermittelten Zell-Zellkontakten spielen
(Braga et al., 1997). RhoA wird hierbei von p120(ctn) inhibiert (Anastasiadis
et al., 2000; Noren et al., 2000), Cdc42 und Rac werden aktiviert (Noren et
al., 2000). Somit kann also flir pl120(ctn) eine duale Rolle in Bezug auf
Zelladhésion/Signaltransduktion, wie sie flir andere Catenine wie z.B. [3-

catenin auch existiert, festgestellt werden.

1.2.3. ARVCF

Humanes ARVCF (Armadillo Repeat Gene Deleted in Velo-Cardio Facial
Syndrome) wurde ursprunglich auf Chromosom 22q1l1 bei einer Suche nach
Genen, die in Zusammenhang mit Velo-Cardio-Facialen Syndrom bzw.
DiGeorge Syndrom stehen, entdeckt. Dieser Bereich ist bei erkrankten
Patienten auffallig haufig deletiert (Desmaze et al., 1993; Kelly et al., 1993;
Morrow et al., 1995; Sirotkin et al., 1997). Sowohl humanes als auch
murines ARVCF zeigen den fir die p120(ctn) Subfamilie typischen Aufbau
mit 10 armadillo repeats und einer N-terminal gelegenen coiled-coil Region.
Die Homologie zu pl120(ctn) selbst betrdgt 56% innerhalb der armadillo
repeats, Intron-Exon Grenzen sind fast identisch, was auf eine enge
evolutive Relation schliefSen lasst (Keirsebilck et al., 1998). Allerdings ist der
Expressionslevel von ARVCEF sehr viel geringer als der von p120(ctn) (Mariner

et al., 2000).
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ARVCF bindet an die JMD verschiedener Cadherine und konnte auch im
Nukleus nachgewiesen werden (Kaufmann et al., 2000; Mariner et al., 2000),
wobei die Funktion des Proteins bislang noch weitgehend ungeklart ist. Das
Protein ist ubiquitdr in Herz, Plazenta, Lunge, Hirn, Skelettmuskel, Leber
Pankreas und Niere exprimiert und innerhalb der Spezies Huhn, Hamster,
Drosophila, Schwein und Maus konserviert (Sirotkin et al., 1997).

Es gibt vier humane und acht murine Splicevarianten des Proteins (Sirotkin
et al., 1997; Waibler et al., 2001). Im humanen ARVCF kann die coiled-coil
Doméane durch Nutzung eines alternativen Startcodons herausgespliced
werden, zudem kann ein 18 bp langes Exon in armadillo repeat 6 eingefligt
werden, wodurch das NLS modifiziert wird (Sirotkin et al., 1997).

Im murinen Protein gibt es ebenfalls zwei N-terminale Varianten aufgrund
alternativer Startcodons, der Splicevariante 5alt ARVCF fehlt dadurch
gegenuber der Full Length (FL)Variante die coiled-coil Doméane.

Zudem gibt es, im Unterschied zum humanen Protein, vier C-terminale
Splicevarianten, welche alle mit den beiden N-terminalen frei kombinierbar
sind.

Die beiden am haufigsten auftretenden C-terminalen Varianten sind ARVCF
C11 und ARVCF 3/7, wobei in der letzteren Variante durch ein alternatives
Exon das PDZ-Bindemotiv DSWV entsteht. In der Variante 3/5 ist ein Exon
(Exon 19) herausgespliced, was zu einem verdnderten Leserahmen und
dadurch zu einem friiheren Stopcodon fiihrt. Die ldngste Variante ist Isoform

Y, in welcher ein zuséatzliches Exon Y eingeftigt ist (Waibler et al., 2001).

1.3. Rezeptor Tyrosinkinasen und die Proteine der Adherens

Jjunctions

Rezeptor Tyrosinkinasen sind Transmembranproteine, welche als Rezeptoren
fur extrazelluldre Signale und deren Weiterleitung innerhalb der Zelle
zustandig sind. Dies wird durch ihre intrazelluldre Tyrosin-spezifische

Proteinkinaseaktivitat gewahrleistet.
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In vielen Féllen sind bei dieser Signalweiterleitung die Adherens junctions
bzw. die darin enthaltenen Proteine beteiligt. Rezeptoren mit
Tyrosinkinaseaktivitat wie z.B. EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor),
HGFR (Hepatocyte Growth Factor Receptor) c-met, PDGFR (Platelet Derived
Growth Factor Receptor) und der colony stimulating factor sind als
Regulatoren des Adhasionskomplex bekannt (Fujii, 1996; Hoschuetzky et al.,
1994; Shibata et al., 1996).

Die an der Ausbildung von Adherens junctions beteiligten Proteine sind in
unterschiedlicher Weise in die Weiterleitung dieser Signale involviert.

So ist z.B. E-cadherin direkt, wahrend der Ausbildung von Zell-
Zellkontakten, nach einer EGFR Aktivierung fiir die Signalibertragung zum
MAP-Kinaseweg verantwortlich (Pece und Gutkind, 2000).

Weiterhin reduziert der EGFR nach Inkubation von Zellen mit EGF die
Interaktion von E-cadherin mit dem Actin-Cytoskelet ohne Einfluss auf die
Cateninexpression oder -verteilung zu nehmen. Die Bindung des
Cadherin/Catenin Komplexes an Actin, a-actinin und Vinculin wird durch
die erhohte EGF-Konzentration gelost, wobei dies mit einer
Tyrosinphosphorylierung von p-catenin, Plakoglobin und pl120(ctn) durch
den EGFR einhergeht (Hazan und Norton, 1998).

In den meisten Féallen wird das Signal Uber die cadherinassoziierten
Catenine pl120(ctn), B-catenin oder Plakophilin weitergeleitet.

So korreliert eine Phosphorylierung von p120(ctn) durch die Tyrosinkinase
pp60 src mit einer Transformation von Zellen, wobei der cytoplasmatische
p120(ctn) Anteil in den Zellen gegentiiber dem membrangebundenem erhoéht
ist (Jawhari et al., 1999).

Durch eine Stimulation von Zellen mit VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) konnte eine Dephosphorylierung von p120(ctn) gezeigt werden (Wong
et al., 2000). Dieser Effekt trat auch bei einer Aktivierung der PKC auf, was
nahe legt, dass diese verschiedenen Stimuli Uber ein gemeinsames
Signalelement weitergeleitet werden (Wong et al., 2000).

Zudem konnte gezeigt werden, dass pl20(ctn) beim ,scattering® von
Epithelzellen durch die Rezeptor Tyrosinkinase c-met, welche als Signal fir
die Auflésung der cadherinvermittelten junctions bekannt ist, als Coregulator

beteiligt ist (Cozzolino et al, 2003).
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In Zellen, welche nicht in einem Zellverband stehen kann B-catenin mit dem
EGFR assoziieren und es erfolgt eine Tyrosinphosphorylierung des Proteins.
Es konnte gezeigt werden, dass diese Phosphorylierung notwendig ist a-
catenin aus dem Cadherin/Catenin Komplex fernzuhalten, bis die Zellen
eine bestimmte Konfluenz erreichen und eine Anbindung an das Cytoskelett
noétig wird (Takahashi und Suzuki, 1996).

Die Tyrosinphosphorylierung von Plakoglobin hat einen dem [(-catenin
entgegengesetzten Effekt.

Wird Plakoglobin von Src phosphoryliert, so wird eine verstarkte Anbindung
an Desmoplakin, dem a-catenin Aquivalent in Desmosomen, beobachtet.
Dazu passt die Entdeckung, dass bei einer Phosphorylierung von
Plakoglobin durch die Tyrosinkinase Fer, die Bindung des Proteins an a-
catenin verstarkt wird (Miravet et al., 2003).

Diese und andere Studien machen deutlich, dass die Aktivierung einzelner
Komponenten der Adherens junctions eine wichtige Rolle bei der Regulation
der Dynamik von Zellen in Bezug auf cadherinvermittelte Zelladhé&sion spielt.
Eine Anderung der Lokalisation und/oder des Phosphorylierungsstatus als
Konsequenz einer Rezeptor Tyrosinkinase vermittelten Aktivierung ist fir

ARVCEF bislang noch nicht bekannt.

1.4. Die Proteinkinase C (PKC) Familie

Mitglieder der PKC Familie, eine Serin-Threonin Kinase, werden in vielen
verschiedenen Zelltypen exprimiert. Sie spielen in einer Vielzahl zellularer
Prozesse, wie z.B. Zellwachstum und -differenzierung, Remodellierung des
Cytoskeletts oder auch Genexpression als Antwort auf unterschiedliche
Stimuli, eine Rolle.

Die breite Gewebeverteilung und die Redundanz der in vitro Funktionen
machen die Zuordnung definitiver Aufgaben fir die einzelnen Mitglieder der
PKC-Familie schwierig (Tan und Parker, 2003).

Die gesamte PKC-Familie besteht aus mindestens 12 Kinasen, welche
aufgrund ihrer Sensitivitdt gegentiber Calcium wund Lipiden in drei

Untergruppen eingeteilt werden.
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Einleitung

Klassische PKC Isoformen (PKC-a, PKC-f1, PKC-2 und PKC-y) werden durch
Phosphatidylserin, Ca2* und Diacylglycerol (DAG), oder das synthetische
DAG Analogon Phorbol myristat acetat (PMA), aktiviert. Die so genannten
Neuen PKC Isoformen (PKC-8, PKC-¢, PKC-1, PKC-6 und PKC- ) sind CaZ2*-
unabhéngig, brauchen aber DAG (oder PMA). Atypische PKC Isoformen
(PKC-(, PKC-1, und PKC-A) brauchen weder Ca2* noch DAG,

ihr Regulationsmechanismus ist noch unklar (Vlahos et al., 2003).

Viele physiologische Stimuli sind in der Lage, PKC zu aktivieren. Diese PKC-
Aktivierung hat einen unterschiedlichen Einfluss auf die Proteine der
adherens junctions.

So konnte einerseits klar gezeigt werden, dass PKC Isoformen tiber EGFR
aktiviert werden und so einen Einfluss auf die Verteilung und Expression
von E-cadherin in Caco-2 Zellen nehmen kénnen, wobei die Struktur der
tight junctions nicht beeinflusst wird, die adherens junctions und somit auch
die Zell-Zelladhasion jedoch negativ reguliert werden (Barbosa et al., 2003).
Hierzu passt, dass PKC-Aktivierung die Endocytose von E-cadherin
hervorrufen kann, wobei eine Depolymerisation von Actin diesen Vorgang
begunstigt. Wird das Cytoskelettprotein Actin hingegen stabilisiert, so wird
die Endocytose von E-cadherin reduziert (Le et al., 2002).

Andererseits konnte auch erhéhte Zell-Zelladhasion durch PKC-Aktivierung
beobachtet werden.

In a-catenin negativen Zellen konnte eine PKC-Aktivierung die Formierung
von Desmosomen und eine erhdhte interzellulare Adhasion hervorrufen (van
Hengel et al., 1997). Zudem konnte die normale epitheliale Morphologie von
Kolonkarzinomzellen, bei welchen die Cadherinvermittelte Zell-Zelladhasion
gestort ist, durch Aktivierung der PKC wiederhergestellt werden (Cowell und
Garrod, 1999). Stimmig dazu ist die Beobachtung, dass E-cadherin, auch in
calciumarmem Medium nach PKC-Aktivierung an den adherens junctions zu
finden ist und dort an der Rekrutierung und Organisation der anderen

junction Komponenten beteiligt ist (Lewis et al., 1994).
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Einleitung

Auch eine Aktivierung der PKC durch den Tumor-Nekrose-Faktor-a Rezeptor
(TNF-a) wird beschrieben. Hierbei wird beobachtet, dass es zu einer
konstitutiven Aktivierung von ICAM-1 kommt, welches die endotheliale
Adhé&sivitdt erhoht. (Javaid et al., 2003). Weiterhin konnte eine Inhhibierung
des Insulinrezeptor Signalweges durch TNF-a induzierte Aktivierung der PKC

beobachtet werden (Rosenzweig et al., 2002).

1.5. Kenntnisstand zu Beginn und Ziel dieser Arbeit

Murines ARVCF wurde mit Hilfe der cytoplasmatischen Doméane von M-
cadherin als Koéder beim Durchmustern einer cDNA Bank aus i28
Mausmyoblasten, 30h nach Induktion zur Fusion, identifiziert.

Die Doménen, welche flir die Interaktion von ARVCF und M-cadherin wichtig
sind konnten charakterisiert werden (Kaufmann et al., 2000).

Es wurden zwei N-terminale und vier C-terminale Splicevarianten entdeckt,
welche alle frei kombinierbar sind (Waibler et al., 2001).

Weiterhin wurde eine Lokalisation des Proteins sowohl an der Zellmembran
als auch im Zellkern beobachtet, wobei es einem effektiven Export-
Mechanismus unterliegt (Waibler, 2002).

Da noch nichts Uber die Funktion von ARVCF bekannt ist, sollte zunachst
ein Hefe Zweihybrid screen mit zwei Deletionsmutanten des Proteins als
Koderprotein durchgefihrt werden, um tUber neue Interaktionspartner
eventuell auf eine Funktion von ARVCF schliefSen zu kénnen.

Im Hinblick auf die duale Rolle von pl20(ctn) in Adhé&sion bzw.
Signaltransduktion und der dualen Verteilung von ARVCF an der
Zellmembran und im Nukleus sollte untersucht werden, ob ARVCF eine

Rolle als Signalmolektl in der Zelle einnehmen kann.
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2 Material
2.1. Chemikalien

Alle Chemikalien wurden in p.a.-Qualitdt von den Firmen Merck Eurolab
Darmstadt, Roth Karlsruhe, Sigma-Aldrich Steinheim, Amersham Pharmacia
Freiburg, Fluka Buchs Pharmacia LKB, Freiburg und Roche, Mannheim

bezogen. Andere Bezugsquellen sind vermerkt.

2.2. Losungen, Puffer, Zusatze und Seren

Alle Losungen und Puffer wurden mit Reinstwasser (aqua bidest; ddH20) aus

der Anlage ,Milli-Q-Water-System“ (Fa. Millipore, Eschborn) hergestellt.

Fur das Arbeiten mit Nukleinsduren und Bakterien wurden alle Lésungen
und Puffer, wenn nicht anders angegeben, autoklaviert (20 min. bei 121°C
und 2,0 bar) oder im Falle der Hitzeinstabilitdt steril filtriert (Sterilfilter:
0,22um Porenweite, Fa Millipore). Dies gilt auch fir Puffer und Lésungen,
die in der Zellkultur Verwendung finden.

Alle Medien und Loésungen, die in der Zellkultur eingesetzt werden, wurden
nach dem Autoklavieren bzw. Sterilfiltrieren einer Sterilitdtskontrolle

unterzogen.
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X%ige Agaroselosung
X g Agarose
In 100 ml 0,5 X
TBE mit 0,2ug/ml EtBr

aufkochen

Ampicillin-Stammlésung
100 mg/ml Ampicillin
in ddH-20O
l6sen, bei

-20°C lagern

Blocking-Puffer fiir Western
Blots
1X PBS
0,2% Tween 20
4%  Milchpulver
Blotting Puffer fiir Western Blots
25mM Tris-HCL, pHS8,8
150mM Glycin

5/10% Methanol

Chloramphenicol-Stammlosung

10 mg/ml Chloramphenicol
in 70%igem
Ethanol 16sen,

bei 4°C lagern.
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Coomassi®Farbelosung
30% Methanol (v/v)

10% Essigsaure

0,125% Coomassie

Brilliantblau

D
DEPC-H20
0,1% Diethylpyrocarbonat
(v/v)
ad 1L H20 bidest
12h nach DEPC Zugabe
autoklavieren

6x DNA-Probenpuffer
0,1% Bromphenolblau
(w/v)
0,1% Xylencyanol
(W/v)
10 mM EDTA
40% Glycerin (v/v)
nicht autoklavieren
DNA-GrofRenmarker
15ul 1Kb DNA- ladder
60ul 6x DNA-Probenpuffer
225ul H2O bidest



DMEM
Zellkultur)

(Medium fir die

13,38 g/l DMEM
Trockenmedium
(Dulbecco’s
modified Eagles
Medium)(4500
mg/ml Glucose,
Fa. Gibco BRL).
NaHCO3 pH mit

HCL

3,7 g/l
1M einstellen,
sterilfiltrieren,

bei 4°C lagern.

E
Entwicklungspuffer fiir Western
Blots

100mM NaCl
S0mM MgCla
100mM Tris-HCL pH 9,5

Ethidiumbromid-Stammlosung
10 mg/ml EtBr in 0,5x TBE
l6sen. Nicht
autoklavieren,
lichtgeschtitzt
unter dem Abzug

lagern.

Ethidiumbromid Farbelosung

20ul EtBr
Stammlésung
adlL 0,5x TBE
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F10 (Medium fiir die Zellkultur)

9,8 g/l Nutrient Mixture
Ham’s F 10 (Fa.
Gibco BRL)

1,2 g/1 NaHCO3 pH mit
1M HCI
einstellen,
sterilfiltrieren,

bei 4°C lagern

FCS (Serum fiir die Zellkultur,
Fa. Costar)

Vom  Hersteller auf
Mycoplasmen- und
Virenkontamination
getestet.

Langzeitlagerung bei -
80°C; Aliquots bei 4°C

lagern.

G

Gefrier-Medium (fiir die
Zellkultur)
65% DMEM bzw. F10 (v/v)

20%
15%

FCS (v/v)
DMSO (v/v), frisch

ansetzen.



H

Hoechst 33258-

(10mg/ml)

0,5 mg/ml Hoechst 33258

bei 4°C lichtgeschtitzt lagern.

Hoechst 33258-Gebrauchslosung

(2ug/ml)
Hoechst

1:5000 in 1x PBS verdiinnen.

Hefe-Lysepuffer
2%(v/v)
1%(w/v)
100 mM
10 mM
1 mM

Triton-X100
SDS

NaCl
Tris-HCI pH 8
EDTA

autoklavieren

IPTG-Stammlosung

1M

Isopropyl-B-D-thio-

Galaktopyranosid

in

ddH-20

Sterilfiltrieren,

lichtgeschuitzt bei 4°C

lagern.

Kanamycin-Stammlosung

30 mg/ml

Kanamycin

ddH-0O l6sen,

Stammlosung

33258-Stammlésung

16sen.

in

16

L
Lysozym
10 mM
10 mg/ml

Material

bei 4°C lagern.

Tris-HCL pH 8,0
Lysozym.
Nicht
autoklavieren,
aliquotieren, bei

-20°C lagern.

LB-Medium (1Liter)

10 g
10 g

Sg

LB-Agar

NaCl

Casein
Hydrolysat
Hefeextrakt
add 11 ddH2O.
pH 7,0 mit SN

NaOH einstellen,

autoklavieren.

20g Agar zu LB

Medium, nach
dem
autoklavieren
auf 55°C

abkuhlen lassen,

Platten giefSen.



LB-Selektionsmedien

1 Liter

30 mg/1

100 mg/1

LB-Medium
(55°C)
Chloramphenicol
bzw. Kanamycin
bzw.

Ampicillin

zugeben.

LB-Selektionsplatten

1 Liter
30 mg/1

100 mg/1

10x MOPS
0,2 M

80 mM
10 mM

LB-Agar (55°C)
Chloramphenicol
bzw. Kanamycin
bzw.

Ampicillin
zugeben, Platten

giefden.

3-(N-morpholin)-
propansulfon-
saure

Na-Acetat

EDTA

pH 7 mit NaOH
einstellen.
Sterilfiltrieren,
lichtgeschtitzt
bei 4°C lagern.
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Material

3M Na-Acetat pH 5,2

Na-Acetat in
ddH>O 16sen, pH
5,2 mit 96%iger
Essigsaure
einstellen,

autoklavieren.

NBT/BCIP-Losung

2,5ml

50ul

NENT-Puffer
100mM
20mM
1mM
0,5%

Entwicklungs-
puffer
NBT/BCIP-
Stammldsung,
Fa.Roche,

Mannheim

NaCl

Tris-HCI pH 8
EDTA

NP40

Steril filtrieren und bei 4°C lagern.

Penicillin/Streptomycin Losung

(Antibiotikum fiir die Zellkultur,

Fa. Gibco BRL)

10.000 U/ml

100.000 ug/ml

Penicillin
(50 U/ml)
Strepto-
mycin
(100
ug/ml),



aliquotie-
ren, bei
4°C lagern.
Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol
(25:24:1; Fa. Roth)
10X PBS
80g NaCl
2g KCl
14,42¢g Nao,HPO4 x 2
H>O
2g KH2>PO4 pH 7,2

bis 7,4 mit HCL

einstellen.

4% Paraformaldehydlosung
4g Paraformaldehyd
100ml 1x PBS
bei 60°C inkubieren bis PFA gelost
ist, in Aliquots zu 50ml bei -20°C

lagern.

PAA-Stammlosung (Fa. Biorad)
145 ¢ Acrylamid
Bis (N,N’

Methylen-bis-

Sg

Acrylamid)
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PAA-Sammelgel

0,4ml S50%(w/v) PAA-
Stammlésung

0,8ml 0,62M Tris-HCI1
pH 6,9

0,16ml 2,5% SDS

2,64ml H2O bidest

20ul 10% APS

4ul Temed
PAA-Trenngel 8%

1ml KCl1

1,2ml 1,88M Tris-HCI
pH 8,8

0,25ml 2,5% SDS

3,5ml H>O bidest

30ul 10% APS

Sul Temed
50% PEGaso00

(Polyethylenglycol)

50% (w/v) PEG

50% ddH20

R

RIPA-Puffer

0,5% Na-Desoxychelat
1% (v/v) NP40

0,1% SDS

ImM EDTA

in 1x PBS lésen und pro SOml 1
Tablette
Inhibitor

Protease

Roche,

Complete ™
Cocktail, Fa.
zugeben. Lagerung max. 1 Monat

bei 4°C.



Stripping-Puffer
Blots
100 mM

2%
62,5 mM

fir Western
B-
Mercaptoethanol
SDS

Tris-HCL pH 6,7

5 x SDS Probenpuffer

5%

20%
0,2%
250 mM
26 mM

SDS
Glycerin(v/v)
Bromphenolblau
DTT

Tris-HCI pH 6,8

1 x SDS Elektrophoresepuffer

25 mM
250 mM
0,1%

Tris HC1
Glycin
SDS

STET-Losung (Holmes & Quigley,

1981)
50 mM
50 mM
0,5%

8%

Tris-HCI

EDTA
Triton-X-100
(v/v)

Saccharose (w/V)
sterilfiltrieren,

bei 4°C lagern.
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SD-Medium

Sg

1,7¢g

20 g

900 ml

100 ml
pH 6,3 mit
autoklavieren
T

10 x TE-Puffer
100 mM
10 mM

Trypsin-Losung
Zellkultur)

0,8 g

0,4¢g

0,2 ¢g

Material

Ammoniumsulfat
Nitrogenbase
ohne Ammino-
sauren

Glucose

ddH->0O
Dropoutlésung

KOH einstellen,

Tris-HCI pH 8,8

EDTA pH 8
(far die

NaCl

KCl

Glucose

NaHCOs3

Trypsin

(Fa. United

States

Biochemical

Corporation)

EDTA

add 1 1ddH.0

sterilfiltrieren,

aliquotieren, bei

4°C lagern.



10 x TBE Puffer
890 mM
890 mM

25 mM

1x TBS
150mM
10mM

1 x TAE
40 mM
1 mM

1M Tris pHX
Tris Base

und

mit

Tris-Base
H3BO3
(Borsaure)

EDTA

NaCl
Tris-HCI pH 7,5

Tris-Acetat
EDTA

in ddH,O 16sen

HCl1 den

gewlnschten pH einstellen.

TFB I Puffer
30 mM
50 mM
10 mM
15%

TFB II Puffer
10 mM
75 mM
10 mM
15%

K-Acetat

MnCl,

CaClz

Glycerin (v/v)
mit 0,2 N NaOH
auf pH 5,8
einstellen,

sterilfiltrieren,

bei 4°C lagern.

MOPS pH 7,5
CaCla
RbCl1
Glycerin (v/v)

sterilfiltrieren,
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Material

bei 4°C lagern.

TWB

20mM Hepes pH 7,9
60mM NaCl
6mM MgCl»
8,2% Glycerin (v/v)

0,1mM EDTA

Steril filtrieren und bei 4°C lagern

YPAD-Medium (pro Liter)

40 mg Adeninsulfat
10g Hefeextrakt
20g Gelatine-

hydrolysat
20g Glucose

mit ddH.O auffillen, pH 5,89

einstellen, autoklavieren.

X

X-Gal
(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
Galaktopyranosid)

20 mg/ml X-Gal in N/N-
Dimethylformamid 16sen. Bei -

20°C lagern

VA
Z-Puffer

16,1 ¢g NA>HPO4 .7H20



55¢g NaH2PO4.H20

0,75 g KCl

0,246 g MgS04.7H20
auffullen mit dd H2O, pH 7
einstellen, autoklavieren, bei 4°C

lagern
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10 x Dropout Medium

Material

Nachstehend erfasst die Tabelle alle notwendigen Aminosauren und

organischen Basen zur Herstellung eines Dropout Mediums. Komponenten,

welche im Hefe Zweihybrid System eine Selektion ermoéglichen, wurden

entsprechend zugefligt oder weggelassen. Es handelt sich hierbei um die

Aminosduren Tryptophan, Leucin und Histidin, sowie um die anorganische

Base Adenin.

Komponente Menge (mg/L)
L-Isoleucin 300
L-Valin 1500
L-Adenin Hemisulfata 200
L-Arginin HCI 200
L-Histidin HCl- Monohydrat2 200
L-Leucinb 1000
L-Lysin HCI 300
L-Methionin 200
L-Phenylalanin 500
L-Threonin 2000
L-Tryptophane 200
L-Tyrosin 300
L-Uracil 200
L-Glutaminsaure 1000
L-Asparaginsaure 1000
L-serin 400

a weglassen selektioniert Interaktionen im Zweihybrid System

b weglassen selektioniert den pAD-GAL4 Vektor

c weglassen selektioniert den pBD-GAL4 Cam Vektor
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2.3. Enzyme

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen und Nukleinsdure-
modifizierende Enzyme wurden von den Firmen Gibco BRL, MBI-Fermentas,
Stratagene bzw. Amersham Pharmacia bezogen. Die Enzyme werden in
einem Glycerinhaltigen Puffer bei -20°C geliefert und gelagert. Sie kommen
unter den vom Hersteller angegebenen Reaktionsbedingungen, unter

Verwendung der mitgelieferten Puffer, zum Einsatz.

2.4. Bakterienstamme

Stamm Referenz

E.coli BL21 (DE3) pLysS (Studier und Moffatt, 1986)
E.coli DH5a (Bachmann, 1983)

E.coli stbl2 Gibco BRL

E.coli XL I Blue (Bullock et al., 1987)

2.5. Zellinien

Zelllinie Beschreibung Referenz

MCF7 Humane Brustkrebszelllinie ATCC:HTB 22

C2C12 Maus Myoblasten (Yaffe and Saxl, 1977)
MDCK Hundenierenepithel ATCC:CCL34
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2.6. Groflenmarker

1 kb- DNA-ladder Grofienstandard (Fa. Gibco BRL)

Fragmentgrofsen (bp)
12.216; 11.198; 10.180; 9.162; 8.144; 7.126; 6.108; 5.090; 4.072; 3.054;
2.036; 1.636; 1.018; 517/506; 396; 344; 298; 201; 154; 134; 75

SDS-Molecular Weight Marker (7B; Fa. Sigma)

Protein MW (DA)
a-Makroglobulin 180.000
B-Glucosidase 116.000
Fructose-6-Phosphatkinase 84.000
Pyruvatkinase 58.000
Fumarase 48.500
Lactat-Deydrogenase 36.500
Triosephosphat-Isomerase 26.600

2.7. Oligonukleotide (Primer)

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Genosys bezogen.
Alle Oligonukleotide sind in 5°-3" Orientierung angegeben.
Fettgedruckte Nukleotide wurden im Primer gegentiber der Originalsequenz

ausgetauscht.
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ARVCF-spezifische Oligonukleotide fiir einzelne Aminosaure-

substitutionen in potentiellen PKC-sites

Bezeichnung Nukleotidsequenz

T 34A 5 CAGAAGATGGTGCAACCCGGCGGACTG

T 34A 3 CAGTCCGCCGGGTTGCACCATCTTCTG

T 35A 5 GAAGATGGTACAGCCCGGCGGACTGAG

T 35A 3° CTCAGTCCGCCGGGCTGTACCATCTTC

T 45A 5 AAGGTCACTAAGGCGGTCAAGACTGTG

T 45A 3 CACAGTCTTGACCGCCTTAGTGACCTT

T 50A 5 GTCAAGACTGTGGCCACAAGGACAGTAC

T 50A 3 GTACTGTCCTTGTGGCCACAGTCTTGAC

T 53A 5 GTGACCACAAGGGCAGTACGCCAGGTG

T 53A 3 CACCTGGCGTACTGCCCTTGTGGTCAC
S165A 5° TCCGGACCACCAGCCGGCCGCTCTCTG
S165A 3° CAGAGAGCGGCCGGCTGGTCCGGA

T205A 5° CTATAGCACGGCAGCCCGGAGAAGACCTG
T205A 3° CAGGTCTTCTCCGGGCTGCCGTGCTATAG
S247A 5 CCTTCAGTGGATGCCACCCGCAAGGAG
S247A 3° CTCCTTGCGGGTGGCATCCACTGAAGG
T248A 5° CCTTCAGTGGATAGCGCCCGCAAGGAGCCAC
T248A 3° GTGGCTCCTTGCGGGCGCTATCCACTGAAGG

Flankierende ARVCF-Oligonukleotide

Bezeichnung Nukleotidsequenz
57alt EcoRI AAAAAGAATTCATGCCAGAGGCACCC
3°Sall TTTGTCGACTCAAGATGGCGGGCC

pl20(ctn) spezifische Oligonukleotide

Bezeichnung Nukleotidsequenz
P120 5°EcoRI AAAAAGAATTCATGGACGACTCAGAG
P120 3'Kpnl AAAAAGGTACCCTAAATCTTCTGCAT
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Oligonukleotide fiir die Herstellung chiméarer Molekiile

Bezeichnung Nukleotidsequenz

Rest ARVCF 5° CAGCCTGAGAGGGGCAGCCTGGGCAGCTTG
Rest p120(ctn) 5° CAGCATGAGCGGGGCAGTTTAGCAAGCTTG
NT ARVCF 3° CAGGCTGCCCCTCTCAGGCTGGGCCAGAGG
NT p120(ctn) 3° TAAACTGCCCCGCTCATGCTGAGCTAAAGG

2.8. Plasmide

Plasmid Herkunft/Referenz

pPGEX5X1 Fa. Pharmacia

pEGFP- C1, -C2, -C3 Fa. Clontech

MOM 70 E-cad M. Rudiger, Abt. Prof. Jockusch,
TU Braunschweig

pBD GAL4 Cam Fa. Stratagene

pAD GAL4 Fa. Stratagene

2.9. Zugriffsnummern fiir Nukleotidsequenzen (accession

number)

Mit Hilfe der unten aufgefiihrten Zugriffsnummern fir Nukleotidsequenzen
lassen sich in der Genbank oder der EMBL-Datenbank die entsprechenden

Sequenzdateien laden.

Bezeichnung Organismus Zugriffsnummer
ARVCF murin AJ243418
Beta-catenin murin M90364

BiP murin AJ002387
M-cadherin murin M74541
E-cadherin murin X06115
p120(ctn) murin 217804
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2.10. Antikorper

Primare Antikorper

Material

Antikoérper WB Ip IF Herkunft/Referenz
Maus-a-E-cadherin mono 1:40 Fa. Monosan
SH9
Maus-a-p120(ctn) mono 1:1000 1:100  Fa. Transduction
Laboratories
Maus-0-f-catenin mono 1.500 1:100  Fa. Transduction
Laboratories
Maus-a-Birkenprofilin mono 1:50 M. Rudiger, Abt.
Prof. Jockusch,
TU Braun-
schweig
Maus-a-GFP mono 1:1000 1:1000 Fa. Clontech
Maus-a-alpha-actinin mono 1:1000 1:400 Fa.Dianova

WB=Western Blot; [IP=Immunoprazipitation; IF=Immunofluoreszens

Sekundire Antikorper

Antikérper Verdiinnung Herkunft /Referenz
Ziege-a-Maus IgG (H+L) 1:15.000 WB Fa. Jackson
Alkalische Phosphatase-konjugiert

Ziege-a-Maus IgG (H+L) 1:400 IF Fa. Molecular
Alexa Fluor™ 594 (Rot) Probes
Ziege-a-Maus IgG (H+L) 1:400 IF Fa. Molecular

Alexa Fluor™ 488 (Griin)

Probes
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2.11. Kits und Transfektionsreagenzien

CONCERT™ High Purity Plasmid Midiprep System (FA. Gibco BRL,
Karlsruhe)

CONCERT™ High Purity Plasmid Miniprep System (FA. Gibco BRL,
Karlsruhe)

CONCERT™ Rapid Gel Extraction System (FA. Gibco BRL, Karlsruhe)
Effectene™ Transfection Reagent (Fa. Qiagen, Hilden)

Polyfect® Transfection Reagent (Fa.Qiagen, Hilden)

TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System (Fa. Promega)

2.12. Gerate

Gerat Bezeichnung/Hersteller
Autoklav Bioklav/ Fa. Schutt
Brutschranke Cytoperm, Fa. Heraeus

Elektrophorese-Kammern Gelelektrophoresesystem HE 33, Fa. Hofer

Biometra-Multigel, Fa. Biometra

Filmentwicklermaschine Curix 60, Fa. Agfa-Gevaert
Geltrockner Fa. Biometra
Heizblocke DRI-Block DB3, Fa. Techne
Inkubationsschtuttelschrank Fa. Heraeus
Magnetrihrer Ika-Combimag RCO
Mikroskope Axiophot, Fa. Zeiss
Axiovert 135, Fa. Zeiss
Netzgerate Biometra P22, Fa. Braun
MultiDrive XL, Fa. Pharmacia LKB
PCR-Cycler PTC-100 Programmable Thermal Controller,

Fa. MJ Research
Mini Cycler™, Fa. MJ Research
pH-Meter Mikroprozessor pH-Meter pH537, Fa. WTW
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Photodokumentationssystem Cybertech Image Documentation system, Fa.

Cybertech
Pipetierhilfe Fa. Hirschmann
Schuttelgerat Swip, Fa. Edmund Buhler
Schuttelwasserbad, Heizbar CERTOMAT WR, Fa. Braun
Schwenkgerét Fa. Heidolph
Spektrometer Ultraspec  Plus  Spectrophotometer, Fa.
Pharmacia LKB
Sterilbanke Lamin Air HB2448, Fa. Heraeus
Vortex-Gerat Fa. Bender und Hobein, Zirich
Waagen Laborwaage LC 4200, Fa. Sartorius
Laborwaage LC 420, Fa. Sartorius
Wasserbéader MGW, Lauda C20
Zentrifugen Biofuge 13, Fa. Heraeus

Biofuge 15R, Fa. Heraeus
Biofuge 28RS, Fa. Heraeus
Megafuge 1.0R, Fa. Heraeus
Varifuge 20RS, Fa. Heraeus
DIGIFUGE, Fa. Heraeus

2.13. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Bezugsquelle

Deckglaser, 22mm Fa. Fisher Scientific, Nidderau
Einmalspritzen Fa. Fisher Scientific, Nidderau
Einweghandschuhe Fa. Fisher Scientific, Nidderau
Kunststoffwaren Fa. Greiner, Solingen
Nitrozellulosefilter Fa. Amersham, Buckinghamshire
Hybond C extra®

Objekttrager Fa. Fisher Scientific, Nidderau
Papiertiicher Fa. Fisher Scientific, Nidderau

29



Material

Parafilm “M” Fa. American National Can., Neenah

30



Methoden

3 Methoden

Die unter 2.11. aufgefihrten Kits und Transfektionsreagenzien wurden
nach Herstellerangaben eingesetzt und werden deshalb in den Methoden

nicht weiter beschrieben.

3.1. Fallung von Nukleinsiduren

Die Féallung von Nukleinsduren erfolgte nach Sambrook et al., 1989.

3.2. Reinigung von Nukleinsauren

Sephadex G50-Saulenchromatographie

Mit Hilfe der Sephadex GS0-Saulenchromatographie ist es moéglich,
hochmolekulare wassrige DNA-Losungen aufzureinigen. Hierbei bildet
Sephadex G50 (Fa. Pharmacia) ein Molekularsieb, in welchem kleine
Molektle, Salze und freie Nukleotide zurtickgehalten werden. Die gereinigte
DNA befindet sich im Eluat. Die Sephadex GS50-Saulenchromatographie
erfolgt nach Maniatis et al., 1982.

3.3. Photometrische Bestimmung der Nukleinsiure-

konzentration

Fur die Photometrische Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration macht
man sich folgende Tatsachen zu Nutze:
- Molektle besitzen ein charakteristisches Absorptionsspektrum
- Die Starke der Absorption hangt von der Konzentration der Molektile
ab, wenn bei gleich bleibender Schichtdicke die Absorption des

Lésungsmittels abgezogen wird.

Fur die Absorption gilt das Lambert-Beer’sche Gesetz:
I=Ioekd, wobei gilt:
I= Intensitat der Wellenstrahlung beim Durchlaufen der Schichtdicke d
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Io= Intensitét des eingestrahlten Lichts
d= Schichtdicke
k= Absorptionskoeffizient

Das Absorptionsmaximum der Nukleinsduren liegt bei 260nm. Ihr Spektrum
unterscheidet sich von dem der Proteine, so dass Verunreinigungen durch
Uberlagerung der Spektren festgestellt werden kann. Nach der Messung
kann die Konzentration der Nukleinsduren mit folgender Formel berechnet
werden:

Extinktionzeonm x Verdinnung x Formfaktor

Nukleinsdure Konzentration =
1000

Der Formfaktor fir DNA betrdgt 50, fir RNA 40.

3.4. Photometrische Bestimmung der Protein-

konzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt nach Bradford, 1976. Sul
einer Proteinlésung werden mit 200ul BIO-RAD Protein-Assay Reagenz (Fa.
Biorad) und 800ul ddH20 vermischt, 5 min. inkubiert und anschliefSend bei
595nm im Spektralphotometer gemessen. Die Proteinkonzentration lasst

sich nach folgender Formel berechnen:

Extinktion s95nm x 19,88ug/ul

Proteinkonzentration =
Eingesetzte Proteinlésung in ul
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3.5. Praparation von Plasmid-DNA

Fuar die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli stehen je mnach
Verwendungszweck und benétigtem Reinheitsgrad verschiedene Methoden
zur Verfigung.

Schnellpraparation von Plasmid-DNA

Diese Technik erlaubt eine schnelle Gewinnung von Plasmid-DNA aus
Bakterienzellen. Der Reinheitsgrad der DNA ist hierbei jedoch gering. Die
Schnellpraparation erfolgt nach Holmes und Quigley, 1981.

3.6. Gelelektrophorese (Maniatis et al., 1982)

Die Gelelektrophorese ist eine Methode, welche eine Auftrennung geladener
Molektle in einem elektrischen Feld nach Ihrer Gréfse ermdglicht. Sie kann
sowohl zu analytischen als auch zu préparativen Zwecken eingesetzt
werden. Nukleinsduren weisen aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Gerusts bei
allen pH-Werten eine negative Gesamtladung auf und wandern somit zur
Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist bei konstanter Feldstarke,
Agarosekonzentration und Geldicke proportional zu Ihrer Molektulgrofie. Um
die absolute Grofde der Nukleinsduren bestimmen zu kénnen, wird neben

diesen ein definierter Grofdienstandard im Gel aufgetrennt.
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3.6.1. Native Gelelektrophorese

Die Agarosekonzentration des verwendeten Gels richtet sich nach der

erwarteten Grofde der zu trennenden Molektle.

Agarosekonzentration Grofse der zu trennenden
(Yow /v) des Gels DNA-Fragmente in kb
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3

2,0 0,1-2

- Die Agarose wird durch aufkochen in 0,5 x TBE-Puffer (mit
Ethidiumbromid) gelést und flissig in eine horizontale Gelkammer
gegossen.

- Nach dem erstarren der Agarose wird das Gel mit 0,5 x TBE
Uberschichtet.

- Die Proben werden mit 6 x DNA-Probenpuffer versetzt und in die
Geltaschen geladen. AnschliefSend wird eine Spannung von SV/cm
angelegt und die Proben elektrophoretisch aufgetrennt.

- Die mit Ethidiumbromid versetzte DNA wird durch Bestrahlung mit
UV-Licht (ca. 300nm) sichtbar gemacht und das Ergebnis mittels eines

Photodokumentationssystems festgehalten.

3.6.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen
(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)

Bei der SDS-PAGE werden Proteine in Gegenwart eines Uberschusses

Natriumdodecylsulfat (SDS) und denaturierenden Reagenzien wie z.B.
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Harnstoff entsprechend lhres Molekulargewichtes aufgetrennt. Das negativ
geladene SDS lagert sich in einem konstanten Verhéaltnis an die Proteine
und kompensiert die Ladung, so dass alle Proteine in einem elektrischen
Feld zur Anode wandern. SDS bindet an die hydrophoben Regionen der
Proteine, wodurch diese sich zu gestreckten Polypeptidketten entfalten.
Einzelne Proteine werden aus ihren Assoziationen mit anderen Molektulen
freigesetzt. Je nach ProteingrofSe lasst sich die Porengréfie des Gels
variieren, indem unterschiedliche Konzentrationen von Acrylamid und
Methylenbisacrylamid eingesetzt werden. Bei der SDS-PAGE werden die
Proteine zunéchst in einer Sammelgelschicht konzentriert und wandern von
dort in das Trenngel ein. Die beiden Gelschichten unterscheiden sich in

ihrem pH-Wert.

3.7. Farben von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit

Coomassie-Blau

Zur Detektion von Proteinen in PAA-Gelen im ug Bereich werden die Gele fir
ca. 30min. in Coomassieldsung inkubiert und anschlieffend mit Entfarbe-
lésung entfarbt. Das Entfarben wird unter mehrmaligem Badwechsel

durchgefiihrt, bis die angefadrbten Proteinbanden sichtbar werden.

3.8. Autoradiographie

Gele mit radioaktiv markierten Proteinen werden zunachst fir ca. 15 min. in
Entfarbelésung fixiert. AnschliefSend werden sie auf Whatman-Papier (Fa.
Amersham) Uberfuihrt, mit Haushaltsfolie bedeckt und auf einem
Geltrockner unter Vakuum bei ca. 80°C fir mindestens 1h getrocknet. Es
wird ein Rontgenfilm aufgelegt, welcher nach geeigneter Expositionszeit

entwickelt wird.
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Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Aus einem Glycerolstock werden 3ml LB-Medium angeimpft und /N
bei 37°C mit 200rpm geschuittelt

1ml der Ubernachtkultur wird mit 99ml LB-Medium tiberimpft (1:100)
und 2-3h bei 37°C und 200rpm inkubiert, bis eine ODegoo von 0,4-0,6
erreicht ist.

Die Kultur wird fir 10min. auf Eis abgektihlt und anschliefSend 5 min.
bei 4°C und 3000 rpm zentrifugiert.

Der Uberstand wird verworfen und das Bakterienpellet in 30 ml TFBI-
Puffer (4°C) resuspendiert.

30 min. auf Eis inkubieren und anschliefend 5 min. bei 4°C und 3000
rpm zentrifugieren.

Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 4 ml TFBII-Puffer (4°C)
resuspendiert.

Je 200 pl dieser Suspension werden auf vorgekutihlte 1,5 ml
Reaktionsgefafde verteilt und in Aliquots sofort bei -80°C eingefroren.
Die Transformationseffizienz wird durch Transformation von 1 ng

zirkularer Plasmid-DNA bestimmt und wie folgt errechnet:

Kolonienzahl x Verdtinnung x 1000 x 10

Eingesetzte Plasmid-DNA in ng

Faktor 1000 = Umrechnungsfaktor von ng auf ug

Faktor 10 = aufgrund 100 ul ausplattierter Bakteriensuspension

Die Transformationseffizienz sollte mindestens 1 x 10° Transformanden/ug

DNA betragen.

3.10. Transformation von Plasmid-DNA in kompetente

Bakterienzellen

Die Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterienzellen erfolgt

nach Hanahan, 1985.
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3.11. Anlegen eines Glycerolstocks

826 ul einer frischen Ubernachtkultur werden mit 174 ul einer 87%igen
sterilen Glycerinlésung versetzt und in einem Eppendorf-Gefafs bei -80°C

gelagert.

3.12. Enzymkatalysierte Modifikationen von DNA

Restriktionsspaltung (Nathans und Smith, 1975)

Restriktionsendonukleasen spalten Phosphodiesterbindungen doppel-
strdngiger DNA an spezifischen Erkennungssequenzen. Man unterscheidet
Restriktionsenzyme vom Typ I, Il und III. In der Molekularbiologie werden im
Allgemeinen die Restriktionsenzyme vom Typ II eingesetzt, bei welchen die
Erkennungssequenz auf dem DNA-Doppelstrang auch der Schnittstelle
entsprechen. Es entstehen entweder stumpfe (blunt ends) oder kohésive
(sticky ends) Enden.

Die Reaktion wird nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die eingesetzte
DNA-Menge sollte maximal 1/3 des gesamten Restriktionsansatzes betragen.
Pro ug DNA werden mindestens 2 U Enzym eingesetzt, wobei die
Enzymmenge aufgrund der inhibierenden Wirkung des Glycerins, 1/10 des
Gesamtvolumens nicht uberschreiten sollte. Es werden die von den
Herstellern gelieferten 10 x Reaktionspuffer verwendet. Wenn nicht anders

angegeben werden die Reaktionen fir 1 h bei 37°C durchgefiihrt.

Dephosphorylierung

Das einbringen eines DNA-Fragments in einen Vektor, der zwei gleiche
Enden aufweist, kann durch die Religation des Vektors erschwert werden.
Durch eine hydrolytische Abspaltung der 5'-terminalen Phosphatgruppe des
Vektors mittels alkalischer Kélberdarm-Phosphatase (CIAP, Fa. MBI

Fermentas) kann diese Religation verhindert werden. Hierflir wird der Vektor
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mit 1 U des Enzyms ftir 30 min. bei 37°C im zugehoérigen Puffer inkubiert.
Nach Abschluss der Reaktion muss die Phosphatase durch

Gelelektrophorese von der DNA getrennt werden.

Phosphorylierung

Zum klonieren von PCR-Produkten ist es notwendig, diese vorher zu
phosphorylieren. Dies erfolgt mit Hilfe der Polynukleotidkinase /PNK, Fa.
MBI Fermentas) unter Einsatz von ATP (nicht dATP!!) nach

Herstellerangaben.

Auffullreaktion

Mit Hilfe des Klenow-Fragments der DNA-Polymerase [ lassen sich 5°
Uberhdngende Enden doppelstrangiger DNA-Molektlile mit dNTP’s auffiillen.

Die Reaktion erfolgt nach Herstellerangaben.

Ligation von DNA-Doppelstrédngen
Die T4-DNA-Ligase katalysiert ATP-abhéangig die Verbindung von 3'-

hydroxyl- und 5°-Phosphatgruppen 2zu Phosphodiesterbindungen. Die
Ligation wird in der Regel in einem Gesamtvolumen von 20 ul durchgeftihrt.
Die Menge an linearisiertem Vektor betragt 50 bis 100 ng. Das zu
klonierende DNA-Fragment wird in 2-5fachem (sticky ends) bzw. 10fachem
(blunt ends) molarem Uberschuss eingesetzt.
Ligationsansatz: x ul linearisierter Vektor

X ul linearisiertes Insert

4 ul 5 x Ligasepuffer incl. ATP (Fa. MBI Fermentas)

1 ul T4-DNA-Ligase 1 U/ul (Fa. MBI Fermentas)

add. 20 ul ddH->O

3.13. Polymerase Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1985)

Die PCR ist ein in vitro Verfahren, das die Amplifikation definierter

Nukleinsduresequenzen ermoglicht. Fiir die Reaktion werden hitzebestandige
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Polymerasen eingesetzt. Die Synthese erfolgt in drei Reaktionsschritten,
welche zyklisch wiederholt werden:

1. Denaturierung der Doppelstrangigen Matritzen-DNA

2. Hybridisierung der Oligonukleotidprimer

3. Synthese des Doppelstrangs

Reaktionsansatz fir 50 ul Gesamtvolumen:
5 ul 10 x PCR-Puffer
2 ul MgClz
4 ul 5° Primer (5 pmol/ul)
4 ul 3° Primer (S pmol/ul
1 pl dANTP-Mix (je 10 mM)
0,2 ul Polymerase (5 U/ul)
1 ul Matritzen-DNA (1 bis 100 ng)
add. 50 yl ddH20

Alle Parameter der PCR miussen fir jede Reaktion individuell eingestellt

werden.

LPCR ohne Primer“

Die ,PCR ohne Primer“ wurde im Rahmen dieser Arbeit fir die Herstellung

von Punktmutanten und chiméren Proteinen herangezogen. Diese Technik

wird in Abb. 3 erladutert.
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| : 1. Herstellung von
zwei einzelnen

-. .............................. .(;:4| PCR-Fragmenten
|:'>. .............................. .-
Pl
———————— = eereerersanassanesaneenaraenes 2. PCR ohne Primer
............................... .- —_—— = == ———
|:> ................................ ! ............................... & 8. Reamplifikation

mit P1 und P4

Abb. 3.

1)

2.

3.

: Schematische Darstellung der ,,PCR ohne Primer*.

Herstellung zweier Uiberlappender PCR-Fragmente, die an der
Uberlappenden Stelle durch Primer (hier in Rot) die gewlnschte
Mutation tragen.

Die aufgereinigten Fragmente aus Schritt 1 werden in dieser zweiten
PCR eingesetzt. Hierbei dienen die sich Uberlappenden Fragmente als
Primer.

Reamplifikation mit den beiden aufSeren Primern P1 und P4 mit dem
Produkt aus 2. als Matrize. Dieser Schritt dient der Anreicherung

des Produktes.

3.14. Arbeiten mit Zellkulturen

Technische Voraussetzung fiir die Arbeit mit eukarvotischen Zellen

Die Arbeiten werden unter einer sterilen Werkbank (Fa. Heraeus) mit
vertikalem Luftstrom durchgefiihrt.

Die Arbeitsfliche und die benutzten Gerdte werden vor Beginn und
nach Beendigung der Arbeit mit 70%igem Ethanol gereinigt.
Glaspipetten, Pasteurpipette, Kulturflaschen und Lésungen werden
autoklaviert. Hitzeinstabile Losungen werden sterilfiltriert.

Pipetten werden vor dem Autoklavieren mit Watte gestopft.
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- Pipetten und Glasgefafse, die in der Zellkultur benutzt werden, werden
von solchen des mikrobiologischen Arbeitsbereichs getrennt
aufbewahrt.

- Kulturschalen, Mediumflaschen und Pipettendosen werden nur unter
der Sterilbank ged6ffnet.

- Brutschranke sind in regelmé&fSigen Abstédnden zu reinigen.

- Brutschranke miussen regelméfsig auf Verdnderung des CO> Drucks,
der Luftfeuchtigkeit und der Temperatur hin untersucht werden.

- Die verwendeten Medien und Zuséatze werden vor Gebrauch auf 37°C
vorgewarmt.

- Alle Medien, Zuséatze und Losungen, die in der Zellkultur zum Einsatz
kommen, mussen einer Sterilitdtskontrolle unterzogen werden. Dazu
wird ein Aliquot in einer Kulturschale 3 Tage bei 37°C inkubiert und

anschlieffend auf Kontaminationen untersucht.

3.14.1. Kulturbedingungen von eukaryotischen Zellen

Zellinie Wachstumsmedium

C2C12 DMEM+ 10% FCS
MCFE7 DMEM+ 10% FCS
MDCK DMEM+ 10%FCS

Die Inkubation der Zellen erfolgt bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%
CO2. Der Mediumwechsel erfolgt bei Bedarf, spatestens jedoch alle drei Tage.

3.14.2. Lagerung von Zellen

Eukaryotische Zellen koénnen in einem speziellen Gefriermedium in

flussigem Stickstoff (-196°C) gelagert und bei Bedarf reaktiviert werden.
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3.14.3. Passagieren von Zellen

Die verwendeten Zellinien sind kontaktinhibiert. Sobald eine Zelldichte

erreicht ist, bei welcher sich die Zellen gegenseitig bertihren, stellen sie ihr

Wachstum ein. Diese Tatsache macht es notwendig, die Zellen bei einer

Konfluenz von ca. 70-80% zu Passagieren.

Das alte Medium wird mit einer Pateurpipette abgenommen

Die Zellen werden mit 1 x PBS gewaschen, da das im Medium
enthaltene Calcium die Wirkung des anschliefSend gegebenen Trypsins
herabsetzen kann

Die Zellen werden mit 1 ml Trypsin Uberschichtet und im Brutschrank
fir ca. S min. inkubiert.

Die Kulturschale wird mehrmals geklopft, um das Ablésen der Zellen
zu gewéahrleisten.

Unter dem Mikroskop wird das Ablosen der Zellen von der Unterlage
kontrolliert.

Die Zellen werden in 9 ml Medium aufgenommen und in einem
geeigneten Verdinnungsverhéltnis auf vorbereitete Zellkulturschalen

verteilt.

3.14.4. Auftauen von Zellen

Das im Gefriermedium enthaltene DMSO ist ein Zellgift. Deshalb ist es

notwendig, dieses so schnell wie moéglich nach dem Auftauen zu entfernen,

um eine Schadigung der Zellen zu vermeiden.

Die Zellsuspension wird aufgetaut und in 5 ml Medium aufgenommen.
Zentrifugation bei 1200 rpm fir 3Minuten.
Das Pellet wird in 10 ml Medium vorsichtig resuspendiert und auf

Kulturschalen verteilt.
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3.14.5. Einfrieren von Zellen

Die Zellen werden wie zum Passagieren trypsinisiert, in 5 ml Medium
aufgenommen und bei 1200 rpm fir 3 min. zentrifugiert

Der Uberstand wird abgenommen und das Zellpellet in Gefriermedium
resuspendiert

Die Suspension wird sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und

gelagert.

3.15. Immunofluoreszenz

Fixierung der Zellen auf Deckgldschen

Fixierung mit Paraformaldehyd

Das Kulturmedium wird abgenommen und die Zellen werden 2 x mit 1
x PBS gewaschen.

Die Zellen werden fir 10 min. in einer 4%igen Paraformaldehydlésung
fixiert.

Die Zellen werden fir 10 min. in PBS mit 0,2% TritonX100
permeabilisiert.

Die so behandelten Zellen werden 2x in 1 x PBS gewaschen und
entweder zur Immunofluoreszenz eingesetzt oder direkt in einem
Tropfen Fluoromount G (Fa. Southern Biotechnology Associates inc.)

eingebettet.

Fixierung mit Methanol oder Aceton

Das Kulturmedium wird abgenommen und die Zellen werden 2 x mit
1x PBS gewaschen.

AnschliefSend werden die Zellen 5-10 min. in eiskaltem Aceton oder
Methanol (-20°C) fixiert. Die so behandelten Zellen werden kurz in 1 x
PBS gewaschen und anschlieffend zur Immunofluoreszenz eingesetzt.

Eine Permeabilisierung ist bei dieser Methode nicht notwendig.
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Indirekte Immunofluoreszenz

Mit der Methode der Immunofluoreszenz kann die Lokalisation eines

Antigens von in vitro kultivierten Zellen nachgewiesen werden. Man

verwendet einen primaren Antikoérper, der gegen das gesuchte Protein

gerichtet ist und spezifisch an das Antigen bindet. Durch Zugabe eines

sekundaren Antikérpers, der an den primaren bindet und der kovalent mit

einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, kénnen spezifische Molektile durch

Fluoreszenzmikroskopie aufgezeigt werden.

Die Zellen werden mit 100 ul des primaren Antikérpers, gelost in PBS+
10% FCS, fur 1 h inkubiert.

Die Zellen werden 3x 5 min. in PBS gewaschen.

AnschliefSend werden 100 ul des sekundaren Antikoérpers, geldst in
PBS+ 10% FCS, auf die Zellen gegeben und 45 min. inkubiert.

Die Zellen werden 3 x 5 min. in PBS gewaschen und in einem Tropfen
Fluoromount G (Fa. Southern Biotechnology Associates inc.)
eingebettet.

Bei einer Kernfarbung wird beim letzten Waschschritt das PBS durch

Hoechst33258-Lésung ersetzt.

3.16. Lyse von Zellen mittels RIPA-Puffer

Um Proteinextrakt aus Zellen zu gewinnen mussen diese Lysiert werden.

Eine Methode hierflir ist die Lyse mittels RIPA-Puffer.

Die Zellen aus dem Brutschrank werden zweimal mit 1X PBS
gewaschen.

Pro Zellkulturschale werden 300 ul RIPA-Puffer zugegeben.

30 min bei 4°C inkubieren

Die Zellkulturschalen werden mit einem Rubber-Policeman abgeschabt
und das Lysat in 1,5 ml ReaktionsgefafSe iberfiihrt.

30 min Zentrifugation bei 4°C und 10.000 rpm.
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Der Uberstand mit den enthaltenen Proteinen wird in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefafs tiberfihrt, mit 10% Glycerin versetzt und bei -80°C

eingefroren.

Western Blot

Bei dieser Methode findet der Transfer von Proteinen aus einer Gelmatrix auf

eine Trdgermembran mittels eines elektrischen Feldes statt (blotten). Das im

Gel erhaltene Trennmuster der Proteine bleibt hierbei erhalten, so dass man

eine Kopie des Gels erhélt.

Nach dem Blotten kann die Membran mit Antikérpern behandelt werden,

wodurch eine Identifikation einzelner Proteine mdglich ist.

Vor dem Blotten werden Blottingpapier und Nitrozellulosemembran
(Hybond™ ECL™-Nitrozellulosemembran, Fa. Amersham) auf Gelgréfie
zugeschnitten und mit Transferpuffer befeuchtet.

AnschliefSend werden zwel Lagen Whatman Papier,
Nitrozellulosemembran, Gel und erneut zwei Lagen Whatman Papier
luftblasenfrei ibereinander gelegt.

Die Blottingkammer wird geschlossen und Spannung wird angelegt.
Die Transferzeit der Proteine ist abhdngig vom Molekulargewicht und

betragt unter Standardbedingungen 1 h bei 5 mA/cm?.

3.18. Proteinnachweis durch Antikorper

Alkalische Phosphatase Nachweis

Die Nitrozellulosemembran wird nach dem Blotten fiir 1 h bei RT in
einem Blockingpuffer inkubiert, um noch offene Proteinbindungen auf
der Membran abzuséattigen. So werden unspezifische Reaktionen der
Antikdérper vermieden.

AnschliefSend wird die Membran 2 x mit TBS+ 0,2% Tween20
gewaschen.

Der primare Antikoérper wird auf die Membran gegeben und fir 1 h

unter schuitteln bei RT inkubiert.
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- Die Membran wird 3 x 15 min. mit TBS+ 0,2% Tween20 gewaschen.

- Die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper erfolgt fir 45 min.

- Um den sekundiren Antikérper vollstidndig zu entfernen, wird die
Membran 3 x 10 min. in TBS+ 0,2% Tween20 gewaschen.

- Zur Detektion der Antigen-Antikérper Komplexe wird die Membran mit
2,5 ml Detektionslésung + S50ul NBT/BCIP (Fa. Roche) lichtgeschuitzt
inkubiert.

- Die Reaktion wird durch Zugabe von Wasser abgestoppt

3.19. In vitro GST Pull Down Assay

Mit Hilfe des In vitro GST Pull Down Assays kann die direkte Bindung zweier
Proteine nachgewiesen werden. Das eine Protein wird hierzu als GST-
Fusionsprotein in Bakterien exprimiert und uUber eine Affinitdtsmatrix
(Glutathion-Sepharose 4B Beads, Fa. Pharmacia) aufgereinigt. Das zweite
Protein wird in einem in vitro Transkriptions- und Translationskit (TNT®, Fa.
Promega) synthetisiert und dabei mit 35S-Methionin (Fa. Amersham)
radioaktiv markiert. Nach der Reaktion der potentiellen Interaktionspartner
wird der Reaktionsansatz mittels SDS-PAGE getrennt.

Die GST-Fusionsproteine kénnen durch Farbung mit Coomassie Blau, die in

vitro Translate mittels Autoradiographie sichtbar gemacht werden.

3.19.1. Expression rekombinanter Proteine in Bakterien

Die zu exprimierenden Gene mussen in den Vektor pGEX kloniert werden,
die Expression findet im E.coli Stamm BL21 (DE3) pLysS statt.
- 20 ml LB-amp werden angeimpft und /N bei 37°C und 220 rpm
inkubiert.
- Zugabe von 180 ml LB-amp und erneute Inkubation bei 37°C und 220
rpm fir 1 h.
- Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 0,2 mM im Medium.
Dadurch wird der lac-Promotor des Vektors induziert. Weiter

Inkubation fir 3 h bei 37°C und 220 rpm.
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Alle weiteren Schritte erfolgen bei 4°C und mit vorgektihlten Losungen.
Nach Abschluss der Inkubation werden die Bakterien bei 4000 rpm
fir 15 min. abzentrifugiert und das Pellet in 5 ml NENT-Puffer (+ 1
mM DTT) resuspendiert.

Der Zellaufschluss erfolgt durch dreimaliges Schockgefrieren in
flissigem Stickstoff und auftauen bei 37°C.

Inkubation mit 3 ul Benzonase (Reinheitsgrad II, Fa. Merck) fir 5 min.
Zentrifugation bei 4°C und 8000 rpm fir 30 min.

Der Uberstand (Proteinextrakt) wird mit 10% Glycerin versetzt und zu

je 1 ml aliquotiert bei -80°C gelagert.

3.19.2. Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Vorbereiten der Glutathion-Sepharose 4B Beads

1,33 ml Beads in ein 15 ml Reaktionsgefafs tiberfihren und 5 min. bei
500 rpm zentrifugieren.

Uberstand abnehmen und das Pellet mit 5 ml NENT-Puffer waschen.
Nach Zugabe von 1 ml NENT-Puffer erfolgt die Lagerung bei 4°C.

Aufreinigung

Zur Aufreinigung der GST-Fusionsproteine wird ein aliquotiertes Vol.
Bakterienextrakt mit 20 ul der AffinitAtsmatrix fir 30 min. bei RT
inkubiert.

Die immobilisierten Fusionsproteine werden bei 800 rpm fir 5 min.
zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen.

Die pelletierte Sepharosematrix wird 3 x mit je 1 ml NENT-Puffer (ohne
DTT) gewaschen.

Das gewaschene Pellet wird in einem geeigneten Vol Probenpuffer
aufgenommen, S5 min. bei 95°C inkubiert und zur Kontrolle der
Expression bzw. Aufreinigung mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

Das SDS-Gel wird anschliefSend mit Coomassie Blau gefarbt.
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Eine Kontrolle der Expression und Bestimmung der Proteinmenge ist
notwendig, um in der Interaktionsstudie jeweils gleiche Mengen an

Fusionsprotein einzusetzen.

3.19.3. In vitro Transkription und Translation

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten in vitro Transkriptions- und
Translationsystem (Fa. Promega) erfolgen Transkription und Translation in
einem entsprechend aufbereiteten Zellextrakt (Kaninchen-Retikulozyten
Lysat). Hierbei ist die Synthese grofser Proteine (> 60 kD) moéglich. Zudem
werden in diesem System eine Vielzahl posttranslationeller Modifikationen,
wie z.B. Phosphorylierung, durchgefiihrt.

Vorraussetzung fir die Zellfreie Synthese ist die Klonierung der DNA in
einen entsprechenden Expressionsvektor. In dieser Arbeit wurde der Vektor
pcDNA 3.1+/- der Firma Invitrogen verwendet.

Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur Kontrolle der
Translationsprodukte wurden 2 uyul des Ansatzes in Probenpuffer
aufgenommen, mittels SDS-PAGE getrennt und autoradiographisch sichtbar

gemacht.

3.19.4. Pull Down Assay

Zum in vitro Nachweis von Interaktionen zwischen Proteinen werden durch
Glutathion-Sepharose 4B immobilisierte Fusionsproteine mit in vitro
translatierten und 35S-markierten Proteinen inkubiert. Im Falle einer
Interaktion des bakteriell exprimierten Fusionsproteins mit dem in vitro
translatierten Proteins wird letzteres beim Zentrifugieren Kopréazipitiert. Die
so behandelten Proteine werden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die

radioaktiv markierten Proteine tiber Autoradiographie sichtbar gemacht.
- Ein geeignetes Vol Bakterien Extrakt wird aufgetaut, mit 20 ul Beads
30 min. bei RT inkubiert und anschliefSend bei 800 rpm flir 5 min.

zentrifugiert
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- Um unspezifische Proteinbindungsstellen des GST-Fusionsproteins
abzuséttigen, erfolgt eine Inkubation des Extrakts mit 1 ml NENT-
Puffer + 20% Milchpulver fir 15 min. bei RT.

- Nach Zentrifugation bei 800 rpm fiir 5 min wird das Pellet 2 x mit
NENT und 1 x mit TWB (+ 1 mM DTT) gewaschen.

- Nach Abnahme des Uberstandes wird ca. 50-100 ul TWB (+ 1mM DTT)
zugegeben und mit 3-5 ul in vitro Translat vermischt.

- Inkubation fir mindestens 1,5 h bei RT

- Zentrifugation 5 min bei 1000 rpm. AnschliefSend wird das Pellet 5 x
mit NENT gewaschen.

- Das Pellet wird in einem geeigneten Vol Probenpuffer aufgenommen, 5
min bei 95°C inkubiert und 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die
darin enthaltenen Proteine werden mittels SDS-PAGE getrennt und

durch Autoradiographie detektiert.

3.20. Kultivierung und Lagerung von Hefestimmen

Hefezellen wurden, wie Bakterien, als Flussigkultur oder im
Kolonienwachstum auf Agarplatten kultiviert.

Die optimale Inkubationstemperatur liegt bei 30°C und durch ihre
gegenUber Bakterien dreimal kleinere Teilungsrate verladngert sich die
Wachstumszeit entsprechend.

Hefestdmme und transformierte Hefezellen kénnen dauerhaft bei -80°C als

Glycerolstock mit 25% (v/v) Glycerin gelagert werden.

3.20.1. Transformation von Hefezellen mit DNA

Hefezellen wurden nach der von Ito (Ito et al., 1983) entwickelten und von
Schiest]l und Gietz (Schiestl und Gietz, 1989) modifizierten LiAc-Methode mit
den Zweihybridvektoren transformiert.

Schnelle Transformation mit einem Plasmid

Die folgende Methode erlaubt es, ein Plasmid effizient in Hefezellen

einzuschleusen.
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Woche) von einer YPAD-Agarplatte mittels Impfése animpfen

- Inkubation 18-24 h bei 30°C und 200 rpm

3 ml YPAD-Medium mit je einer Hefekolonie (nicht &lter als eine

- 1,5 ml der saturierten U/N-Kultur in ein 1,5 ml Reaktionsgefafs

Uberfihren
- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren und Medium entfernen
- Pellet in 1 ml ddH20 resuspendieren
- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren, Uberstand entfernen

- Zellpellet fur Transformation einsetzen

Vorbereitungen:
1 Aliquot 10 mg/ml Heringssperma (Tradger-DNA) 10 min bei
denaturieren und auf Eis abktihlen lassen
Transformationsansatz:
S ul denaturiertes Heringssperma
2-6 ug Plasmid-DNA
500 pl 40% PEG-Mix

- vorsichtig mischen; nicht vortexen

- 15 min bei RT inkubieren

- 15 min Hitzeschock bei 42°C

- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren und Uberstand entfernen

- Pellet in 1 ml 1 x TE-Puffer resuspendieren

95°C

- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren und 800 ul Uberstand entfernen

- Pellet in 200 ul verbleibendem Flussigkeitsrest resuspendieren und auf

einer SD-Agarplatte entsprechender Aminosaureselektion ausstreichen

Sequentielle Zweihybrid Transformation

Mit dieser Transformationsmethode wurden die Vektoren flir einen Hefe

Zweihybrid screen in Hefezellen eingeschleust. Das Protokoll reicht fir 100

SD-WLH Platten.

- 3 x 5 ml SD-Medium (entsprechende AS-Selektion) mit je einer

transformierten Hefekolonie von einer SD-Agarplatte animpfen
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- Inkubation 18-24 h bei 30°C und 200 rpm

- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren und Uberstand entfernen

- Hefezellen in 100 ml YPAD (30°C) resuspendieren (ODegoo = 0,2-0,3)

- Wachstum bei 30°C und 200 rpm fir 3-4 h bis eine ODegoo von 0,7-1
(~2 x 107 Zellen) erreicht ist.

- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen

- Zellpellet in Y2 Vol ddH20 waschen

- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen

- Zellen in 3 ml 100 mM LiAc resuspendieren

- 15 min bei 30°C inkubieren

- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen

Transformationsansatz:
7,2 ml 50% PEGa4o00
1,08 ml 1 M LiAc
1,5 ml frisch denaturiertes Heringssperma
X ul Plasmid-DNA
1,02 ml ddH20
- 1-2 min vortexen bis die Hefezellen resuspendiert sind
- 30 min bei 30°C inkubieren
- 40 min Hitzeschock bei 42°C; alle 5 min 15 sec schwenken
- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen

- auf 100 SD-WLH-Platten je 200 ul Zellsuspension ausstreichen

Zweihvbrid Kotransformation

Retransformation zur Bestétigung einer Hefe Zweihybrid Interaktion wurde
mittels Kotransformation durchgefihrt. Das Protokoll reicht fur 20
Transformationen (100 ml YPAD).
- 3 x3 ml YPAD-Medium mit je einer Hefekolonie (nicht &lter als eine
Woche) von einer YPAD Agarplatte animpfen
- Inkubation 18-24 h bei 30°C und 200 rpm
- Uberimpfen in 100 ml YPAD-Medium bis eine ODeoo = 0,1-0,2 erreicht

ist
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- Wachstum bei 30°C und 200 rpm fir 3-4 h bis eine ODgoo von 0,7-1 (~
2 x 107 Zellen) erreicht ist

- Zellen zu je gleichen Teilen in zwei 50 ml ReaktionsgefafSe tiberfihren

- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen

- Zellpellet in %2 Vol ddH2O waschen

- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen

- Zellpellet in 1 ml 100 mM LiAc resuspendieren

- Inkubation fiir 30 min bei 30°C

Je Transformationsansatz:
50 ul Zellen
600 ul frisch angesetzter 40% PEG-Mix
10 yl frisch denaturiertes Heringssperma
0,1-1 ug Koderplasmid
0,1-1 ug Zielplasmid

- Transformationsansatz vorsichtig mischen

- Inkubation bei 30°C und 200 rpm fir 30 min

- 30 min Hitzeschock bei 42°C; alle 5 min schwenken

- Kurz auf Eis abkihlen

- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen

- Pellets in 500 ul 1 x TE-Puffer je Ansatz waschen (vorsichtig
resuspendieren)

- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen

- Pellets in je 150 ul 1 x TE-Puffer resuspendieren

- Ansatze auf SD-WLH-Platten ausstreichen

- Inkubation der Selektionsplatten fir 3-5 Tage bis Kolonien

(Durchmesser > 2 mm) sichtbar werden
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3.20.2. Galaktosidase-Filtertest

Dieser Test ermoglicht es, die Expression des Reportergens lacZ (codierend

far die PB-Galaktosidase) nachzuweisen. Der Reporter kann durch seine

Aktivitat, die als Blaufarbung sichtbar wird, angezeigt werden.

Vorbereitung der Hefe:

Hefekolonien auf frische SD-WLH-Platten ausstreichen und 3-5 Tage bei 30°C

inkubieren.

Whatman 3 MM-Papier Kreisrund auf Groéfie einer Kulturschale
schneiden (~ 94 mm) und in diese legen

3 ml frisch angesetzte Z-Puffer/X-Gal Loésung in die Kulturschale
geben

Nitrozellulose-Filter (Fa. Amersham) auf die SD-WLH —Platte legen, damit
die Hefezellen adhérieren

Filter mit Hefekolonien dreimal in flissigem Stickstoff frieren und
tauen

Filter mit Kolonieseite nach oben in die vorbereitete Kulturschale legen

Schale mit Parafilm versiegeln und 6-8 h bei 30°C inkubieren

3.20.3. Praparation von Plasmid-DNA aus Hefe

Plasmide putativer Interaktionspartner wurden nach folgendem Protokoll

isoliert:

5 ml SD-Medium mit einer Hefekolonie (nicht alter als eine Woche) von
einer SD Agarplatte animpfen

Inkubation 18-24 h bei 30°C und 200 rpm

3 ml saturierte Hefelésung 1 min bei 13000 rpm pelletieren

Uberstand entfernen und Pellet in 200 ul Hefe-Lysepuffer
resuspendieren

200 pl Glasperlen (Fa. Sigma, Nr. G8772) und 200 ul Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol-Lésung dazugeben

30 sec vortexen und 30 sec auf Eis abkuihlen, Vorgang wiederholen
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- Zentrifugation fir 1 min bei 13000 rpm

- Obere Wassrige Phase (~ 200 pl) in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefafs
Uberfihren

- Ethanolische DNA-Fallung durchfiithren

- DNA-Pellet in 25 ul ddH2O aufnehmen und mit 5-10 pl DNA-L&sung

kompetente Bakterien transformieren

3.21. Statistische Analysen

Die Quantifizierung der Translokation von ARVCF in cytoplasmatische
Aggregate sowie die Abschwidchung der Cadherinbindung im MOM-
recruitment assay wurde wie folgt durchgefiihrt:

300 transfizierte Zellen wurden fiir jede angegebene Behandlung ausgezahlt.
Die Anzahl der Zellen mit membrangebundenem ARVCF wurde mit denen
mit cytoplasmatischem ARVCEF verglichen. Mit den Werten wurden mit Hilfe
des Pearson’s Chi Quadrat Test sowie mit Fisher’s exaktem Test p-Werte
ermittelt, um einen Aufschluss Uiber die Signifikanz zu erhalten.

Dieselben Tests wurden fir die Quantifizierung des MOM-recruitment assay
angewendet, wobei mitochondriale Kolokalisation von MOM-M-cadherin mit
ARVCF (oder pl120(ctn)) mit Zellen verglichen wurde, in welchen diese
Kolokalisation abgeschwacht war.

Statistische Analysen wurden mit freundlicher Hilfe von Dirk Metzler

durchgefihrt.
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4.Ergebnisse

4.1. Interaktionsstudien mit ARVCF

4.1.1. Auswahl der Koder fiir das Durchmustern einer

cDNA- Bank

ARVCF, ein Mitglied der p120(ctn) Subfamilie der Armadillo repeat Proteine
ist ein cadherinbindendes Catenin (Kaufmann et al., 2000; Mariner et al.,
2000). Uber die Funktion dieses Proteins in Bezug auf Adhision und
Signaltransduktion liegen, anders als bei anderen Mitgliedern der catenin
Superfamilie, noch keine Erkenntnisse vor.

Um Hinweise auf die Funktion von ARVCF zu erlangen, wurde ein Hefe-
zweihybrid screen mit mARVCF durchgefitihrt. Uber potentielle
Interaktionspartner, deren Aufgaben in der Zelle bereits bekannt sind,
kéonnen oft Aussagen Uber die Funktion des zu untersuchenden Proteins

getroffen werden.

Als Kbéder von ARVCF wurden zwei Deletionsmutanten hergestellt.

NT-arm ist eine Deletionsmutante welcher der C-Terminus des Proteins fehlt
und ARVCF-C11 ist ein Konstrukt welchem der N- Terminus fehlt.

In Klon NT-arm ist innerhalb des N-Terminus eine coiled-coil Region
enthalten, welche potentiell Protein-Protein Interaktionen vermitteln kann.
Hierdurch wurde gewéahrleistet, dass sowohl der N- und der C-Terminus,
sowie die armadillo repeats von ARVCF beim durchmustern einer c-DNA

Bank enthalten waren (Abb. 4).

55



Ergebnisse

NT-arm
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Abb. 4.: Baits fiir den Hefe zweihybrid screen. Klon NT-arm, welcher den N-
Terminus mit coiled-coil Region sowie die armadillo repeats enthilt und
Klon ARVCF-C11, beginnend innerhalb der armadillo repeats mit C-

Terminus. NT- N-Terminus, CT- C-Terminus, CC- coiled-coil Region.

4.1.2. Uberpriifung des Expressionsmusters von murinem

ARVCF

Es wurde zunachst ein Maus Northern-Blot der Firma Clontech verwendet,
um Hinweise auf das Expressionsmuster von murinem ARVCF zu
bekommen und die entsprechende cDNA-Bank fir den Hefe Zweihybridtest
zu wahlen. Als Sonde diente ein 700 bp langes, 32P markiertes cDNA-
Fragment von ARVCF aus der Region der armadillo repeat Domé&ne mit

einem Teil des N-Terminus.
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Abb. 5.: Mouse Master RNA Blot der Firma Clontech®, inkubiert mit einer 32 P
markierten 700 bp Sonde von ARVCEF.

Hierbei zeigte sich eine starke Expression in Geweben wie Auge (A2), Herz
(B1), sowie aus sieben bzw. elf Tage alten Embryonen (E1 bzw. E2). Eine
etwas schwichere Expression der mRNA konnte in Gehirn (Al), Leber (A3),
Lunge (A4), Niere (AS), 17 Tage altem Embryo (E4) und Skelettmuskel (B2)
beobachtet werden.

Schwache Bindung der Sonde war sichtbar bei glattem Muskel (B3),
Schilddrise (C2), Thymus (C3), Milz (CS), Prostata (D3), Nebenhoden (D4)
sowie E.coli DNA (F4).

Keine Expression der untersuchten mRNA war sichtbar in Pankreas (C1),
Testis und Ovar (D1 bzw. D2), Hefe gesamt RNA (F1), Hefe tRNA (F2) und
E.coli rRNA (F3).
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4.1.3. Ergebnis des Hefe zweihybrid screen

Nachdem das Expressionsmuster der mRNA des Proteins Uiberpruft war und
gezeigt werden konnte, dass sie in Muskelgewebe wie Herz und
Skelettmuskel vorhanden ist, wurde eine c-DNA Bank aus postnatalen
Skelettmuskelzellen, i28 Mausmyoblasten 30h nach Induktion zur Fusion,
durchmustert.

Hierbei wurde a-actinin, ein Cytoskelettprotein, welches Actinfilamente
quervernetzt (Pelletier et al., 2003), als Bindungspartner von ARVCF
festgestellt.

Weiterhin wurde versucht, die Bindungsstellen von ARVCF fir a-actinin in
einem zweiten Hefe zweihybrid Test festzustellen. Hierflir wurden diverse
Deletionsmutanten von ARVCF hergestellt und in den zweihybrid Vektor
pBD GAL4-CAM einkloniert.

Untersucht wurden eine full length Variante von ARVCF, FL-C11, ARVCF
C11 ohne den N-Terminus des Proteins, die armadillo repeats (arm) alleine,
zwei Deletionsmutanten, welchen der N-Terminus und jeweils repeats 1-4

respektive 1-5 fehlen, sowie der C-Terminus (CT) des Proteins alleine (Abb.6).
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Abb. 6.: Schematische Darstellung der Baits fiir das Eingrenzen der

Bindungsstellen von ARVCEF fiir a-actinin.

Splicevariante ARVCF FL-C11l, ARVCF C1l1 ohne N-Terminus, die
armadillo repeats (arm), AN 1-4 ohne N-Terminus und repeats 1-4, AN 1-
5 ohne N-Terminus und repeats 1-5 sowie der C-Terminus (CT) wurden
fiir den Hefetest eingesetzt. Alle Baits wurden in den Vektor pBD GAL4-
CAM Kkloniert.

Als Zielprotein fur den Test diente eine full length Variante von a-actinin im
zweihybrid Vektor pAD.

Die mit den entsprechenden Plasmiden transformierten Hefeklone wurden
auf das Wachstum auf Medien ohne Tryptophan, Leucin und Histidin
getestet, um eine Interaktion mnachzuweisen. Weiterhin wurde als

zusatzlicher Marker der 3-Galaktosidase Test verwendet.
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pPAD «c-actinin
Wachstum p-Gal
-W/L/H
pBD FLC11| +++ +++
pBD C11 +++ +++
ARVCF
pBD arm +4++ +4++
pBD Al14 ++ ++
pBD Al-5 ++ +
pBD CT - -
Abb. 7.: Hefe zweihybrid Test der Interaktion verschiedener

Deletionsmutanten von ARVCF mit a-actinin.
+++ Starkes Wachstum, ++ schwicheres Wachstum, + schwaches

Wachstum, - kein Wachstum. B-Gal = Blau-Weif8-Selektion.

Der erneute Hefe zweihybrid Test bestétigte die Bindung von ARVCF an
a-actinin.

Splicevariante ARVCF FL-C11, Klon ARVCF-C11 sowie Klon arm zeigten eine
starke Interaktion mit dem Cytoskelettprotein, sowohl in Bezug auf
Wachstum auf dem Mangelmedium als auch im B-Galaktosidase Test.

Eine etwas abgeschwéchte Interaktion konnte im Falle der Deletionsmutante
AN 1-4 beobachtet werden, sichtbar in der geringeren Anzahl an
gewachsenen Hefekolonien sowie einer schwacheren Blaufarbung im f-
Galaktosidase Test.

Klon AN 1-5 zeigte ein dhnliches Wachstumsmuster wie Klon AN 1-4, farbte
sich jedoch bei Zugabe von x-Gal noch weniger, was auf eine schwichere
Interaktion mit a-actinin schliefSen lasst.

Gar kein Wachstum auf Mangelmedium konnte bei Verwendung des C-

Terminus von ARVCEF alleine festgestellt werden (Abb. 7).
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4.1.4. In vitro Transkription und Translation der

Deletionsmutanten von ARVCF

Der Hefe zweihybrid Test ergab eine Interaktion von ARVCF mit dem
Cytoskelettprotein a-actinin. Da es bei Verwendung dieser Methode jedoch
oft zu falsch-positiven Ergebnissen kommen kann, wurde die biochemische
Methode des Pull-Downs gewé&hlt, um diese Interaktion in vitro zu bestatigen.
Die cDNAs der Deletionsmutanten des Hefe Interaktionstests aus Abb.6
wurden in den Vektor pcDNA 3.1+ kloniert und mit Hilfe des Transkriptions-
Translationskits der Firma Promega unter Verwendung von 35S-Methionin in
vitro translatiert. Die korrekte Expression der Proteine wurde mittels SDS-
PAGE in einem 12%-igen Gel und anschliefSender Autoradiographie

Uberpruft (Abb.8).

FL
Cl11 C11 ARM Al4 AlS5 CcT pB-catenin

180 kD
——

116 kD
84 kD
58 kD
48 kD

36 kD
26 kD

Abb. 8.: In vitro Translate der Deletionsmutanten von ARVCF sowie von pB-
catenin fiir den Pull-Down assay.
Da der C-Terminus von ARVCF auf Hohe des freien 35S-Methionins liegt
und schlecht erkennbar ist, wurde er mit einem weiflen Pfeil markiert.
FL C11 = Full length ARVCF C11; C11 = ARVCF C11; ARM = armadillo
repeats; AN 1-4 = N-Terminus und repeat 1-4 deletiert; AN 1-5 = N-

Terminus und repeat 1-5 deletiert; CT = C-Terminus.
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Alle Deletionsmutanten von ARVCF, welche zur Untersuchung der
Bindungsregion flir a-actinin dienten wurden in der erwarteten Groéfse
exprimiert und konnten im Pull-Down assay eingesetzt werden.

Auch B-catenin wurde in der Richtigen Gréfse exprimiert.
4.1.5. Bakterielle Expression des Proteins a-actinin

Die cDNA des zweiten Proteins fiir diesen Versuch, a-actinin, wurde in den
Vektor pGEX 5X-1 kloniert.

Mit Hilfe von Glutathion Sepharose beads wurde das hergestellte
Fusionsprotein aufgereinigt und fir den Versuch eingesetzt. Die Expression
wurde anschliefSend tiber ein SDS-PAGE in einem 12%igen Gel und eine

Coomassie Farbung des Gels nachgewiesen (Abb.9).

GST-a- GST
actinin

180 kD

116 kD

P —
—— e —
| L m—

sS8 kD W
as kD |

s6e kD |
26 kD |
Abb. 9.: Coomassie Gel des bakteriell hergestellten rekombinanten

Proteins a-actinin fusioniert mit GST in der linken Spalte. Rechts

reines GST.

Sowohl GST-a-actinin als auch GST alleine, welches im Pull-Down als
Negativkontrolle diente wurden in der erwarteten GrofSe exprimiert und

konnten eingesetzt werden.
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4.1.6. Pull- Down Assay

Nachdem die Expression der ARVCF-Deletionsmutanten, von [-catenin,
GST-a-actinin und GST uberpruft war, wurden jeweils die beiden zu
untersuchenden Proteine zusammen inkubiert und wiederum Uber
Glutathion Sepharose beads aufgereinigt. AnschliefSfend wurde ein SDS-
PAGE in einem 12%igen Gel sowie eine Autoradiographie durchgefiihrt, um
direkte Interaktionen zwischen den Deletionsmutanten und a-actinin

sichtbar zu machen (Abb.10).

ARVCF FL- ARM
C11 ARVCF ARVCF| A1l14 Al-5 CT B-catenin
180 kD -
116 kD
84 kD - —
58 kD a
48 kD
36 kD ——
26 kD 2
reines GST + - + - + - + - + - + - + -
GST a-actinin = - + - + - + -+ - + - + - +
Abb. 10.: Pull-Down assay zwischen den einzelnen Deletionsmutanten von ARVCF

und a-actinin.

In vitro translatierte und 35S markierte = ARVCF Konstrukte und
bakteriell exprimiertes a-actinin wurden inkubiert wund mittels
Autoradiographie sichtbar gemacht.

GST = Glutathion-Sepharose-Tramsferase; FL-ARVCF = Full length
ARVCF; ARVCF C11 = ARVCF Klon C11; ARM ARVCF = armadillo repeats
von ARVCF; Al-4 = N-Terminus und repeat 1-4 deletiert; A1-5 = N-

Terminus und repeat 1-5 deletiert; CT = C-Terminus von ARVCEF.

Alle in diesem Versuch untersuchten Deletionsmutanten =zeigten eine

Bindung mit rekombinantem GST-a-actinin, jedoch wie erwartet keine
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Bindung, wenn die entsprechende Mutante mit GST alleine inkubiert wurde.
Weiterhin war keine Interaktion von B-catenin mit a-actinin sichtbar.
Aufgrund des positiven Pull-Down assays ist eine direkte Bindung des
untersuchten armadillo repeat Proteins ARVCF an ein Element des
Cytoskeletts, a-actinin, in vitro festzustellen.

Die Bindungsregion, mit welcher ARVCF mit dem im Hefe zweihybrid screen
gefundenen Protein interagiert, konnte jedoch nicht eindeutig identifiziert
werden, da alle mit a-actinin inkubierten Deletionsmutanten ein positives
Signal in diesem Versuch aufwiesen. -catenin, welches nur Uber a-catenin
an a-actinin binden kann, zeigte in keinem Versuch eine direkte Interaktion

mit dem untersuchten Cytoskelettprotein.

4.1.7. Subzellulare Lokalisation der Proteine

Es wurden, um einen weitern Hinweis auf Interaktion der beiden Proteine in
vivo zu erhalten, MCF7 Zellen mit pEGFP-FL ARVCF C11 oder pEGFP-
ARVCF C11 transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurde a-actinin mit
dem entsprechenden Antikérper sichtbar gemacht. Somit konnte die
Lokalisation der jeweiligen Proteine beobachtet werden. Dies geschah an
einem konfokalen Laserscanmikroskop, bei welchem die
Fluoreszenzintensitat Uiber eine definierte Strecke gemessen werden und in
einem Diagramm dargestellt werden kann. Somit kann eine Kolokalisation

zweier Proteine in einer Zelle exakt festgestellt werden (Abb. 11).
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FL ARVCF Cl11

da-acinin

ARVCF C11

a-acinin

Abb. 11.: Subzellulire Kolokalisation von ARVCF und a-actinin in floureszens-
mikroskopischen Aufnahmen von MCF7 Zellen.
MCF7 Zellen wurden mit pEGFP FL C11 sowie ARVCF C11 transfiziert.
a-actinin wurde mit anti-a-actinin Antikorper visualisiert. Uber die
Distanz der weifien Balken wurde die Fluoreszenzintensitit gemessen,
welche im Diagramm auf der rechten Seite angezeigt wird.

Griin = ARVCF, Rot= a-actinin.

Wie in Abbildung 11 ersichtlich kolokalisierte sowohl GFP-FL ARVCF als
auch GFP-ARVCF C11 mit endogenem a-actinin, was einen Hinweis auf eine

in vivo Interaktion der beiden Proteine gab.

4.1.8. Coimmunoprizipitation

Nachdem in vitro gezeigt worden war, dass ARVCF und a-actinin direkt
miteinander Interagieren und eine Kolokalisation in vivo bestand, sollte die
Bindung nochmals Uberpriuft werden, diesmal mit Hilfe der

Coimmunoprézipitation.
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Abb. 12.: Coimmunoprazipitation von ARVCF mit a-actinin aus MCF7 Zellen.

A.: Endogenes a-actinin, nachgewiesen mit anti-a-actinin Antikorper;

B.: GFP-FL ARVCF nach Fillung mit anti-GFP Antikorper, nachgewiesen
mit anti-GFP Antikorper

C.: a-actinin, nachgewiesen mit anti-a-actinin Antikorper nach Fillung
mit anti-GFP Antikorper.

Pfeile zeigen die gesuchten Proteine a-actinin (A, C) oder GFP-ARVCEF (B).

Es konnte eine Interaktion der beiden Proteine durch
Coimmunopréazipitation gezeigt werden. Nachdem das transfizierte GFP-
ARVCF mit Hilfe eines anti-GFP Antikorpers préazipitiert war, konnte
endogenes a-actinin im Prézipitat nachgewiesen werden.

Kombiniert mit dem Ergebnis des Pull- Down Assay kann man von einer

direkten Interaktion der untersuchten Proteine ausgehen.
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4.2. ARVCEF als potentielles Effektormolekiil der

Proteinkinase C

4.2.1. Potentielle Phosphorylierungsstellen in ARVCF

Die gezeigte Interaktion von ARVCF fuihrt zu der Annahme, dass ARVCF,
zumindest partiell, daran beteiligt ist Cadherine, an welche das Protein auch
bindet, Giber a-actinin mit dem Actincytoskelett zu verankern.

Von a-actinin ist weiterhin bekannt, dass es unter bestimmten Umstédnden
nicht nur an der Zellmembran, sondern auch im Nukleus zu finden ist.

Dies ist zum Beispiel der Fall, wenn MCF7 Zellen mit dem
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) Inhibitor Wortmanin oder mit
Cytochalasin D behandelt werden (Honda et al., 1998). Da ARVCF eine
putative Kernlokalisationssequenz besitzt lag die Hypothese nahe, dass
ARVCF a-actinin unter diesen Bedingungen Richtung Nukleus dirigieren
kann.

Leider konnte diese Hypothese nicht bestatigt werden (Daten nicht gezeigt).
Dennoch war es von grofem Interesse zu Uberpriifen, ob ARVCF in
irgendeiner Weise an Signaltransduktionsprozessen beteiligt ist.

Da viele dieser Prozesse Uiber Modifikation der beteiligten Proteine, zum
Beispiel Phosphorylierung vermittelt werden, wurde die Proteinsequenz von
ARVCEF in den Vorhersageprogrammen:

http/ /www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ und http//www.expasy.ch/
scanprosite auf potentiell im Protein vorhandene Phosphorylierungsstellen

untersucht.
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FL ARVCF
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Abb. 13.: Schematische Darstellung der Lage der potentiellen Phosphorylierungs-
stellen in ARVCF.
CC = coiled coil, CT = C-Terminus, NT = N-Terminus, PKC =

Proteinkinase C, PKA = Proteinkinase A, GSK3-f = Glycogen-Synthase-
Kinase 3-f. Die Zahlen geben die Anzahl der in der jeweiligen Domine

liegenden potentiellen Phosphorylierungsstellen an.

Hierbei wurden potentielle Phosphorylierungsstellen fiir drei Kinasen
entdeckt, Glycogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3p), Proteinkinase A (PKA) und
Proteinkinase C (PKC).
Fuar die PKC befinden sich 17 potentielle Phosphorylierungsstellen im
offenen Leseraster von ARVCF, wovon acht im N-Terminus des Proteins
vorhanden sind.
Bei der naturlich vorkommende Splicevariante 5’alt, welche ein alternatives
Startcodon besitzt und welcher dadurch die coiled-coil Doméne fehlt, sind
immer noch sieben dieser potentiellen Angriffsstellen fir die PKC im N-
Terminus vorhanden.
Alle anderen durch das Programm vorhergesagten Stellen fir PKC liegen
innerhalb der armadillo repeat Region sowie im C-Terminus des Proteins.
Far die Proteinkinase A wurde eine potentielle Phosphorylierungsstelle
vorhergesagt, welche sich in der armadillo repeat Region befindet.
Weiterhin wurden vier potentielle Phosphorylierungsstellen fir GSK3-f
gefunden, wobei drei davon sich im N-Terminus und eine im C-Terminus des
Full length Proteins befinden.
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Es sollte nun festgestellt werden, ob eine der Kinasen ARVCF
phosphorylieren kann. Hierzu wurde das Protein als GST-Fusionsprotein
exprimiert und in einem in-vitro Kinase assay eingesetzt.

Die Durchfihrung des in-vitro Kinase assays fand an der Universitdtsklinik
in der Arbeitsgruppe Molekulare Kardiologie unter der Leitung von Frau Prof.

Dr. Stefanie Dimmeler statt.

&
)
T &
S v
4§V('? & q"‘!" <
FL-ARVCF— 180 kD
~160kD FL-ARVCF
PRC _105 kD 116 kD |
(auto-p) | I ~ 84 kD |
il
1 2 3
Abb. 14.: A.: Kinase Assay mit FL GST-ARVCF in Spur 1, reinem GST

in Spur 2 und PKC in Spur 3.
B.: Nachweis des bakteriell exprimierten ARVCF-GST in einem
Coomassie gefirbten 12%-igen PAA Gel (Spur 2). Spur 1 ist der 7B

Groflenstandard der Firma Sigma.

Das full-length Protein wurde, wie in Abbildung 14 A, Spur 1 zu sehen, von
PKC phosphoryliert. Die Bande unterhalb von 105 kD entspricht der
Autophosphorylierung der PKC, wie aus der Positivkontrolle in Spur 3
hervorgeht. GST alleine als Negativkontrolle wurde nicht phosphoryliert. PKA
und GSK3-B, welche auch in einem in vitro Kinase assay eingesetzt wurden,

waren nicht in der Lage, ARVCF zu phosphorylieren (Daten nicht gezeigt).
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4.2.2, Anderung der subzelluliren Lokalisation von

ARVCF nach Cytokinbehandlung der Zellen

Nachdem ARVCF in vitro durch PKC phosphoryliert wurde, sollte eine
physiologische Relevanz dieser Phosphorylierung tiberpruft werden.
Physiologische Stimuli, wie zum Beispiel Cytokine sind in der Lage, die
Architektur cadherinvermittelter junctions zu beeinflussen.

Dies geschieht unter anderem Uber eine Aktivierung der PKC durch diese
Stimuli. PKC ihrerseits reguliert die biologische Aktivitdt einzelner
Komponenten dieser junctions (Barbosa et al., 2003; Javaid et al., 2003).

Die Effekte von TNF-a und EGF, beides Cytokine mit Einfluss auf PKC
(Barbosa et al., 2003; Javaid et al., 2003; Rosenzweig et al., 2002), auf die
biologische Aktivitdt der Proteine ARVCF, p120(ctn) und E-cadherin sollte
untersucht werden.

Da far die gesamte Arbeit keine Antikérper gegen ARVCF zur Verfligung
standen wurde das Protein in allen folgenden Versuchen als GFP-

Fusionsprotein exprimiert.

Zunachst wurden MCF7 Zellen mit FL-ARVCF-GFP, der Splicevariante 5 alt
ARVCF-GFP sowie pl20(ctn), auch als GFP-Fusionsprotein, transfiziert.
Endogenes E-cadherin wurde mithilfe eines anti-E-cadherin Antikérpers
nachgewiesen. 24 Stunden nach Transfektion wurden die Proteine entweder
in unbehandelten oder in flir drei Stunden mit TNF-a oder EGF behandelten

Zellen im Fluoreszensmikroskop sichtbar gemacht (Abb. 15).
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unbehandelt TNF-d behandelt EGF behandelt

FL-
ARVCF

P120(ctn)

E-cadherin

Abb. 15.: Floureszensmikroskopische Aufnahmen von MCF7 Zellen mit FL-ARVCF-
GFP (A-C), 5°alt ARVCF-GFP (D-F) und p120(ctn) (G-I) transfiziert.
Endogenes E-cadherin wurde mit Hilfe eines anti-E-cadherin Antikorpers
nachgewiesen (K-M). Die Zellen wurden nach Transfektion entweder
unbehandelt gelassen (A, D, G, K) oder fiir drei Stunden mit TNF-a (B, E,
H, L) oder EGF (C, F, I, M) behandelt. Balken 10 um.

Fluoreszensmikroskopische Analysen ergaben eine deutliche Membran-
lokalisation der beiden ARVCF Splicevarianten in unbehandelten Zellen, wie
sie in unserem Labor auch schon in friiheren Untersuchungen beobachtet
wurde (Kaufmann et al., 2000; Waibler, 2002; Waibler et al., 2001),

wohingegen eine Inkubation der Zellen mit TNF-a oder EGF zu einer
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drastischen Akkumulation beider Varianten in cytoplasmatischen
Aggregaten fiihrte (Abb. 15, B, C, E, F).

Im Gegensatz dazu zeigten das armadillo repeat Protein p120(ctn) und E-
cadherin auch in TNF-a und EGF behandelten Zellen eine Membran-
lokalisation (Abb. 15, H, I, L, M). Durch die Behandlung mit den Cytokinen
ist die Membranstruktur in diesen Zellen allerdings nicht mehr so scharf
sichtbar wie in unbehandelten Zellen.

Dies spricht daftr, dass die Cytokine TNF-a und EGF spezifisch die
Translokation von ARVCF von der Zellmembran hin zu cytoplasmatischen
Aggregaten beeinflussen, wobei offensichtlich die coiled-coil Region fiir diese
Translokation nicht notwendig ist, da auch die Splicevariante 5’alt ARVCF,
welche diese Region nicht besitzt eine Reaktion auf Cytokinbehandlung der

Zellen zeigt.
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Abb. 16.: Auszihlung transfizierter Zellen in Bezug auf Membran- bzw.
Aggregatlokalisation von ARVCF in unbehandelten und behandelten

Zellen.

Es sollte eine Aussage Uber die Haufigkeit von membrangebundenem und
cytoplasmatischem ARVCF gemacht werden. Hierzu wurden jeweils 300 mit
S’alt ARVCF transfizierte Zellen in unbehandeltem Zustand bzw. TNF-a oder
EGF behandelt ausgezahlt (Abb. 16). Mit den so erhaltenen Werten wurden,
sowohl hier als auch in den folgenden Quantifizierungen, mit Pearson’s Chi

Quadrat-Test und mit Fisher’s Exaktem Test p-Werte kleiner als 109
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errechnet, was ergab, dass Anderungen in der Lokalisation signifikant fir

eine Behandlung der Zellen mit TNF-a oder EGF sind.

4.2.3. Einfluss der Proteinkinase C auf die Trans-
lokation von ARVCF von der Plasmamembran in das

Cytoplasma

Aufgrund der Tatsache, dass PKC die einzige Kinase war, welche ARVCF in-
vitro phosphorylieren konnte (Abb. 14), wurde untersucht, ob Proteinkinase
C bei der cytokininduzierten Translokation von ARVCF eine Rolle spielen
koénnte.

Hierzu wurden MCF7 Zellen mit der Splicevariante 5 alt ARVCF transfiziert.
Die Kulturen wurden nach 24 Stunden mit TNF-a oder EGF behandelt,
entweder in Abwesenheit oder in Anwesenheit des spezifischen PKC-
Inhibitors 2-[1-(3-dimethylaminopropyl)-1H-indol-3-yl]-3-(1H-indol-3-yl)-
maleimid (Bisindolylmaleimid, GF109203X), welcher eine Stunde vor

Cytokinbehandlung zum Einsatz kam.
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TNF-a EGF
Ohne
Inhibitor
GF109203X
Abb. 17.: Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen von mit 5%alt ARVCF

transfizierten MCF7 Zellen. Zellen wurden und mit TNF-a (A, C)
oder EGF (B, D) behandelt. Zellen in C und D wurden zuvor fiir eine
Stunde mit dem PKC-Inhibitor GF109203X behandelt. Balken 10 um.

Die auch schon zuvor beobachtete Aggregatbildung von 5’alt ARVCF nach
Cytokinbehandlung (A, B) konnte in Zellen, welche zuvor fir eine Stunde
mit dem Inhibitor GF109203X behandelt wurden, nicht mehr gezeigt werden
(C, D). Vielmehr war in diesen Zellen ARVCF wie in unbehandelten Zellen
vorwiegend an der Zellmembran zu finden.

Dieser Befund spricht fiir eine Involvierung der PKC bei der Translokation

von ARVCEF als Reaktion auf Cytokinbehandlung der Zellen.
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4.2.4. Translokation von ARVCF durch PMA in

unterschiedlichen Zelltypen.

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse konnte eine Beteiligung der PKC bei der
Translokation von ARVCF als Reaktion auf Cytokinbehandlung vermutet
werden. Es sollte nun herausgefunden werden, ob auch eine direkte
Aktivierung der PKC einen der Cytokinbehandlung &hnlichen Effekt auf
ARVCF zeigt. Weiterhin sollte untersucht werden, ob der Effekt Zelltyp-
unabhéngig oder auf MCF7 Zellen beschrankt ist.

Hierfir wurde eine direkte Aktivatorsubstanz der Proteinkinase C, der
Phorbolester Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA; TPA) in verschiedenen mit
S’alt ARVCF transfizierten Zellinien eingesetzt. Es wurden Zellinien aus
unterschiedlichen Spezies gewdhlt, um 2zu uberprifen, ob auftretende

Effekte Spezies ubergreifend sind.

Kardio-
MCF7 c2c12 myozyten MDCK
S - -
Abb. 18.: Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen von mit 5°alt ARVCF

transfizierten MCF7-, C2C12-, Kardiomyocyten und MDCK-Zellen. Die
Zellen wurden entweder nicht behandelt (A-D) oder fiir eine Stunde mit

PMA behandelt (E-H). Balken 10 pm.
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Salt ARVCF in MCF7-Zellen, C2C12-Zellen sowie MDCK-Zellen war
vorwiegend an der Zellmembran zu finden (A, B, D). In unbehandelten
primaren Kardiomyocyten lokalisierte das Protein Uber das Cytoplasma
verteilt (C). Behandlung der verschiedenen Zellkulturen mit PMA fiihrte zu
einer reduzierten Membranfirbung wund cytoplasmatischen ARVCF
Aggregaten in allen untersuchten Zelltypen (E-H).

Weiterhin war von grofSem Interesse, wie schnell der durch PMA
hervorgerufene Effekt auftritt und wie lange er beobachtet werden kann.
Hierzu wurde 5’alt ARVCF in MCF7 Zellen transfiziert, welche mit dem

Phorbolester behandelt wurden.

S5 min. PMA 10 min. PMA

5°alt
ARVCF 30 min. PMA 60 min. PMA
Abb. 19.: Zeitabhingige subzellulire Lokalisation von 5°alt ARVCF nach

Inkubation der Zellen mit PMA. Balken 10 um.
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Die Anderung der Lokalisation von ARVCF nach Stimulation der Zellen mit
PMA konnte bereits finf Minuten nach Gabe des Phorbolesters beobachtet
werden (Abb. 19, A). Zu diesem Zeitpunkt beginnt sich ARVCF von der
Plasmamembran abzulésen und in cytoplasmatischen Aggregaten
aufzutauchen. Bereits nach 30 Minuten war fast das gesamte Protein von
der Membran abgelést (Abb. 19, C). Der hier beobachtete Effekt war nicht
reversibel, d.h. einmal von der Membran abgelést war ARVCF auch nach der
Wegnahme des Stimulus fir 24 Stunden immer noch in cytoplasmatischen

Aggregaten lokalisiert (Daten nicht gezeigt).

Es kann also gesagt werden, dass PMA auf ARVCF denselben Effekt aufweist
wie die Cytokine TNF-a und EGF. Diese Tatsache liefert einen weiteren
Hinweis auf die Involvierung der PKC bei der Translokation von ARVCEF.
Gleichzeitig wurde gezeigt, dass der Effekt in mehreren Zelltypen auftreten
kann und nicht auf MCF7 Zellen beschrankt ist.

Anzumerken ist auch, dass der PMA-induzierte Effekt bereits nach kurzer
Zeit der Inkubation, etwa 5 Minuten, auftrat, wohingegen der Effekt nach
Stimulation mit TNF-a oder EGF erst nach einer langeren Stimulation von 2-

3 Stunden auftrat.
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Abb. 20.: Quantifizierung der Ergebnisse durch auszihlen von je 300 mit 57alt

ARVCEF transfizierter MCF7 Zellen vor und nach PMA-Behandlung.
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Auch fir PMA-Behandlung wurden 300 MCF7-Zellen im Hinblick auf
Anderung der Lokalisation von ARVCF nach Behandlung ausgezihlt. Mit den
Werten wurde wieder eine statistische Analyse durchgefiihrt, wobei hoch
signifikante Anderungen (p<10-°) von Membranfiarbung hin zu Akkumulation
in cytoplasmatischen Aggregaten nach Behandlung beobachtet werden
konnte (Abb. 20). Ahnliche Werte wurden fiir die anderen Zellinien ermittelt

(Daten nicht gezeigt).

4.2.5. TNF-a, EGF und PMA induzieren eine
abgeschwichte Cadherinbindung von ARVCF

ARVCF bindet an die Juxtamembranregion der Cadherine, wie bereits in
Coimmunopréazipitation und im MOM-recruitment assay gezeigt werden
konnte (Kaufmann et al., 2000).

Die in dieser Arbeit beobachtete reduzierte Membranlokalisation von ARVCF
nach TNF-a-, EGF- und PMA- Behandlung legten eine abgeschwachte
Bindung an die Cadherine nahe, zumal die Cadherine selbst bei einer
Behandlung der Zellen weiterhin Membranstandig blieben (s. Abb. 15).

Es wurde das MOM-recruitment assay angewendet, eine Methode, mit
welcher Protein-Protein Interaktionen in einem zelluldren Kontext getestet
werden koénnen, um eine Anderung im Bindungsverhalten sichtbar zu
machen (Hatzfeld et al., 2003; Kaufmann et al., 2000; Waibler et al., 2001).
MCF7 Zellen wurden mit MOM-M-cadherin und entweder S"alt ARVCF oder
p120(ctn) kotransfiziert. Die Zellen wurden dann entweder nicht behandelt

oder mit TNF-a, EGF oder PMA inkubiert.
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5°alt ARVCF MOM-M-cadherin iiberlagert pl20(ctn) MOM-M-cadherin iiberlagert
unbe-
handelt
o '
N -
EGF >
PMA
Abb. 21.: MOM-recruitment assay in fluoreszensmikroskopischen Aufnahmen.

MCF7 Zellen wurden mit MOM-M-cadherin und entweder 5°alt ARVCF
(A-C; G-I; N-P; U-W) oder p120(ctn) (D-F; K-M; R-T; X-Z) kotransfiziert. Die
Zellen blieben entweder unbehandelt (A-F) oder wurden mit TNF-a (G-M),
EGF (N-T) oder PMA (U-Z) inkubiert. Weifie Pfeile markieren Regionen, in
welchen keine Uberlagerung der untersuchten Proteine zu sehen ist.
Balken 10 um.

In unbehandelten Zellen konnte eine klare Kolokalisation von MOM-M-
cadherin sowohl mit S"alt ARVCF als auch mit p120(ctn) beobachtet werden
(A-F). Eine Schwachung der Kolokalisation trat flir ARVCF bei Behandlung
mit allen drei Substanzen ein (G-I; N-P; U-W). p120(ctn) kolokalisierte im
Gegensatz dazu auch nach Behandlung der Zellen mit MOM-M-cadherin (K-
M; R-T; X-Z).

Dies zeigt, dass sowohl die Cytokine TNF-a und EGF als auch der
Phorbolester PMA in der Lage sind eine Schwichung der Cadherinbindung
von ARVCEF, nicht jedoch von p120(ctn), herbeizufihren.

Weiterhin ist eine Lokalisation von ARVCF an der Plasmamembran keine
Voraussetzung fir diese abgeschwachte Cadherinbindung, da sie auch an

der Mitochondrienmembran im MOM assay zu sehen ist.
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Abb. 22.: Quantifizierung der Ergebnisse durch auszihlen von je 300 mit 57alt

ARVCF und MOM-M-cadherin oder pl120(ctn) und MOM-M-cadherin
Doppeltransfizierter MCF7 Zellen vor und nach Behandlung mit TNF-a,
EGF oder PMA.

Die Abschwachung der Cadherinbindung sollte quantifizieren werden. Dazu
wurden 300 Doppeltransfektanden von jeder Behandlung ausgezahlt und
statistisch ausgewertet. Es ergab sich ein signifikanter Zusammenhang
(p<109  zwischen Behandlung der Zellen und abgeschwachter

Cadherinbindung von ARVCEF.

4.2.6. Die Rolle des N-Terminus von ARVCF bei der
Antwort des Proteins auf PMA und Cytokin-
behandlung.

Die Proteindoméane von ARVCF, welche die Antwort auf die Behandlung der
Zellen mit Cytokinen und PMA vermittelt, sollte eingegrenzt werden. Hierfir
wurden die zwei am haufigsten nattirlich auftretenden Splicevarianten von
ARVCF, FL-ARVCF 3/7 und 57alt ARVCF 3/7 (Waibler et al., 2001) sowie
eine N-terminale Deletionsmutante, ARVCF C11 (Abb. 6) auf die PMA
induzierte cytoplasmatische Aggregation untersucht. Von ARVCF C11 ist
bekannt, dass diese Variante Uiber Thre intakte armadillo repeat Region an

Cadherine binden und mit ihnen kolokalisieren kann (Kaufmann et al.,
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2000). Als Negativkontrollen wurden die endogenen Proteine p120(ctn) und

B-catenin mit den entsprechenden Antikérpern nachgewiesen.

Endogenes Endogenes
ARVCF C11 FL-ARVCF 5°alt ARVCF p120(ctn) B-catenin
Unbe-
handelt
PMA
Abb. 23.: Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen von MCF7 Zellen. ARVCF Cl11

ohne N-Terminus (A, F), FL-ARVCF mit coiled-coil Domane (B, G) und
5°alt ARVCF (C, H) wurden transfiziert. Die endogenen Proteine
pl120(ctn) (D, I) und B-catenin (E, K) wurden mit den entsprechenden
Antikorpern visualisiert. Die Zellen blieben entweder unbehandelt (A-E)

oder wurden fiir eine Stunde mit PMA behandelt (F-K). Balken 10 pm.

Beide untersuchten Splicevarianten von ARVCF zeigten Aggregatbildung
nach Behandlung der Zellen mit PMA (G, H). Das einzige ARVCF Protein,
welches nicht auf eine Inkubation der Zellen reagierte war die
Deletionsmutante ARVCF C11, welcher der komplette N-Terminus fehlt (F).
Auch die verwandten Proteine p120(ctn) (I) und P-catenin (K) zeigten keine
veranderte Lokalisation nach PMA-Behandlung. Die Membranarchitektur an
sich war jedoch, wie auch schon in Abb. 15, gegeniiber unbehandelten
Zellen etwas undefinierter.

Da die Deletionsmutante ARVCF C11 nicht auf eine Behandlung der Zellen
reagierte, konnte gefolgert werden, dass der N-Terminus des Proteins bei der
Antwort eine tragende Rolle spielt. Weiterhin wurde gezeigt, dass sich die

Splicevariante S’alt ARVCF, welcher die coiled-coil Region fehlt, nach einer
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Behandlung der Zellen mit dem Phorbolester in cytoplasmatischen
Aggregaten wieder findet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der N-Terminus von ARVCF
ohne coiled-coil Region notwendig und ausreichend fir eine PMA induzierte

Translokation des Proteins ist.

4.2.7. p120(ctn) mit dem N-Terminus von ARVCF reagiert
auf PMA-Stimulation.

Aufgrund der Deletionsmutante ARVCF C11, welche nicht auf Behandlung
mit dem Phorbolester PMA reagiert, konnte vermutet werden, dass die N-
terminale Doméane von ARVCF fur die PMA- (und Cytokin-) induzierte
cytoplasmatische Aggregation des Proteins und damit einhergehend einer
abgeschwachten Cadherinbindung nétig ist.

Um dies weiter zu belegen wurden mittels PCR mit tiberlappenden Primern
chimare Molekule hergestellt, bei welchen der N-Terminus von ARVCF mit
dem Rest von p120(ctn) (ARVCF/p120(ctn)) fusioniert wurde und umgekehrt
(p120(ctn)/ARVCF), um weitere Hinweise auf die Wichtigkeit des ARVCF N-

Terminus zu erhalten.

ARVCF p120(ctn)

armadillo repeat region

PERG... . PLAQHERG...

I I armadillo repeat region
..PLAQPERG...
ARVCF/p120(ctn) P120(ctn)/ARVCF
Abb. 24.: Schematische Darstellung der chimiren Proteine ARVCF/p120(ctn) und

p120(ctn)/ARVCF. Die N-Termini der beiden Proteine wurden jeweils mit

dem Rest des anderen Proteins fusioniert.
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Diese chimédren Proteine wurden in MCF7 Zellen exprimiert und auf

Translokation nach PMA- Behandlung untersucht.

Unbehandelt PMA PMA
A
ARVCF/
p120(ctn)
p120(ctn)/
ARVCF
Abb. 25.: Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen von mit ARVCF/p120(ctn) (A-C)

und p120(ctn)/ARVCEF (E, F) transfizierten MCF7 Zellen, welche entweder
unbehandelt blieben (A, E) oder fiir eine Stunde mit PMA behandelt
wurden (B, C, F). Nuklei zu Abbildung C wurden mit DAPI visualisiert (D).

Weifle Pfeile zeigen nukleidre Lokalisation. Balken 10 pm.

Beide chiméaren Proteine waren in unbehandelten Zellen nach Expression an
der Zellmembran lokalisiert (A, E). pl20(ctn)/ARVCF anderte seine
Membranlokalisation auch nach einer Behandlung mit PMA nicht (F).

Im Gegensatz dazu zeigte das chimére Molektil ARVCF/p120(ctn) nach PMA-
Behandlung eine Translokation von der Zellmembran in das Cytoplasma (B)
oder, in etwa 10% der Falle, den Nukleus (C). Nach Translokation des
chimaren Proteins ARVCF/p120(ctn) konnte jedoch keine Aggregatbildung
des Proteins mehr beobachtet werden.

Es kann jedoch festgehalten werden, dass durch die Ubertragung des N-
Terminus von ARVCF auf p120(ctn) dieses auf eine Stimulation der Zellen

mit PMA reagiert.
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4.2.8. Abgeschwichte Cadherinbindung von
ARVCF/p120(ctn) nach PMA-Behandlung

Die Translokation des chimaren Proteins ARVCF/pl20(ctn) von der
Zellmembran in das Cytoplasma gab einen Hinweis auf eine reduzierte
Cadherinbindung des Molektils nach Behandlung der Zellen mit PMA. Um
dies zu Uberprifen wurden die beiden chiméren Molektile ARVCF/p120(ctn)
und pl20(ctn)/ARVCF jeweils mit MOM-M-cadherin koexprimiert und im

MOM recruitment assay untersucht.

ARVCF/ MOM- p120(ctn)/, MOM-
P120(ctn) M-cadherin iiberlagert ARVCF M-cadherin iiberlagert

Abb. 26.: ARVCF/p120(ctn) (A-C, G-I) und pl120(ctn)/ARVCF (D-F, K-M) wurden
jeweils mit MOM-M-cadherin in MCF7 Zellen Koexprimiert und entweder
nicht behandelt (A-F) oder fiir eine Stunde mit PMA inkubiert (G-M).
Weifle Pfeile markieren Regionen ohne Kolokalisation der beiden

Proteine. Balken 10 um.

Wie erwartet war bei beiden chiméaren Proteinen eine Kolokalisation mit der
cytoplasmatischen Doméne von M-cadherin in unbehandelten Zellen
sichtbar (A-F). Die Bindung von ARVCF/p120(ctn) an M-cadherin im MOM
recruitment assay war nach Behandlung der Zellen mit PMA abgeschwacht,
wobei das Protein tiber das Cytoplasma verteilt und nicht in Aggregaten zu
beobachten war (G, I). p120(ctn)/ARVCF kolokalisierte auch nach einer
Behandlung der Zellen mit MOM-M-cadherin (K-M).
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250 1—— OARVCF/p120(ctn) Mito
Kolokalisation

200 BmARVCEF/p120[(ctn) cyvtopl.
Lokalisation

O p120(ctn) / ARV Mito
Kolokalisation

B pl20{ctn) / ARV cytopl.
Lokalisation

Anzahl gezilter Doppeltransfektanden

o [ — |
unbehandelt PMA
Abb. 27.: Quantifizierung der Ergebnisse durch auszihlen von je 300 mit ARVCF

/p120(ctn) und MOM-M-cadherin oder p120(ctn)/ARVCF und MOM-M-
cadherin Doppeltransfizierter MCF7 Zellen vor und nach Behandlung mit
PMA.

Um die Abschwichung der Cadherinbindung zu quantifizieren wurden je
300 Doppeltransfektanden ohne und mit PMA-Behandlung ausgezahlt und
statistisch ausgewertet. Es ergab sich ein signifikanter Zusammenhang
(p<10°) zwischen Behandlung der Zellen und abgeschwéachter

Cadherinbindung von ARVCF/p120(ctn).

Es kann also festgehalten werden, dass der N-Terminus ohne coiled-coil
Domane notwendig wund ausreichend ist, um die abgeschwachte
Cadherinbindung von ARVCF nach PMA-Behandlung auf pl120(ctn) zu

Ubertragen.

4.2.9. TS50A Mutante von ARVCEF reagiert auf
PMA Stimulation

Da der Effekt der Translokation und der abgeschwichten Cadherinbindung

von ARVCF nach Aktivierung der PKC auf den N-Terminus ohne coiled-coil

Domaéne eingeschrankt werden konnte, wurden einzelne

Aminosduresubstitutionen in den potentiellen PKC Phosphorylierungsstellen

in dieser Doméane eingefligt. Die Threonine an den Positionen 34, 35, 45, 50,

53, 205 und 248 sowie die Serine an den Positionen 165 und 247, welche
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alle durch Computervorhersagen als potentielle PKC —-Phosphorylierungs-
stellen identifiziert worden waren, wurden einzeln gegen Alanin
ausgetauscht. Hierbei wurde das Startmethionin der Splicevariante S5 alt
ARVCF als Aminosaure eins definiert. Die so erhaltenen Mutanten wurden
als GFP-Fusionsproteine in MCF7 Zellen exprimiert und es wurde tiberpruft,

wo die einzelnen Molektle vor und nach PMA-Behandlung lokalisieren.

T34A S165A TS0A
Unbe-
handelt
PMA
Abb. 28.: Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen der 5°alt ARVCF Mutanten

T34A (A, D), S165A (B, E) und TS50A (C, F) in MCF7 Zellen. Die Zellen
wurden entweder nicht behandelt (A-C) oder fiir eine Stunde mit PMA
inkubiert (D-F). Balken 10 um.

Alle Mutanten zeigten eine Zellmembranlokalisation in unbehandelten Zellen
(Beispielhaft gezeigt fir T34A, S165A und TS50A; A-C). Weiterhin konnte fiir
alle Mutanten nach PMA-Behandlung der Zellen eine Aggregatbildung, wie
auch bereits fir natives ARVCF beobachtet, gezeigt werden (Beispielhaft
gezeigt fur T34A und S165A; D, E). Auch die Mutante TSOA reagierte auf
eine Behandlung der Zellen mit PMA mit einer Translokation von der
Zellmembran in das Cytoplasma. Es konnte jedoch keine Aggregatbildung
mehr festgestellt werden. Vielmehr war diese Mutante gleichférmig tiber das
Cytoplasma verteilt (F).
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Weiterhin sollte untersucht werden, ob auch die Bindung der TS0A Mutante
an Cadherine durch PMA-Einflufd geschwécht werden kann. Hierzu wurde
die Mutante mit MOM-M-cadherin koexprimiert und die Zellen mit PMA
behandelt.

TSO0A MOM-M-cadherin iiberlagert
unbehandelt
h - - -
Abb. 29.: Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen des MOM recruitment assay. Die

Mutante TSOA wurde in MCF7 Zellen mit MOM-M-cadherin koexprimiert.
Die Zellen wurden entweder nicht Behandelt (A-C) oder fiir eine Stunde
mit PMA inkubiert (D-F).

In unbehandelten Zellen war eine Kolokalisation der beiden Proteine zu
beobachten (A-C), die TSOA Mutante ist also noch in der Lage, an die
cytoplasmatische Doméane von M-cadherin zu binden. Wurden die Kulturen
fur eine Stunde mit PMA behandelt, konnte eine Verteilung der Mutante
uber das Cytoplasma gezeigt werden, wohingegen MOM-M-cadherin
weiterhin an der Mitochondrienmembran zu sehen war (D-F).

Die TSOA Mutante zeigte also eine geschwachte Cadherinbindung nach

Behandlung der Zellen mit PMA.
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Abb. 30.: Quantifizierung der Ergebnisse durch Auszihlen von je 300 mit TSO0A

und MOM-M-cadherin doppeltransfizierter MCF7 Zellen vor und nach
Behandlung mit PMA.

Die Abschwachung der Cadherinbindung der TS50A Mutante sollte
quantifiziert werden. Dazu wurden je 300 Doppeltransfektanden ohne und
mit PMA-Behandlung ausgezdhlt und statistisch ausgewertet. Es ergab sich
ein signifikanter Zusammenhang (p<10-°) zwischen Behandlung der Zellen

und abgeschwachter Cadherinbindung der Mutante TSO0A.

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass Threonin an der Position 50
in 5'alt ARVCF eine Rolle in der Antwort auf PKC-Aktivierung spielt, da die
Translokation des Proteins in das Cytoplasma und die abgeschwachte
Cadherinbindung noch beobachtet werden konnten. Diese Mutante zeigte
jedoch keine cytoplasmatische Aggregation mehr als Antwort auf PMA-
Behandlung.

88



Diskussion

5.Diskussion

5.1. Der Hefe Zweihybrid screen

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Hefe Zweihybrid screen a-actinin
als neuer Bindungspartner des armadillo repeat Proteins ARVCF festgestellt.
a-actinin ist ein Cytoskelettprotein, welches als quervernetzende

Komponente fir Actinfilamente fungiert (Pelletier et al., 2003).

Bei einem Hefe Zweihybrid screen kann es immer zu einer Transaktivierung
durch das Koéderprotein kommen (Bartel et al., 1993; Chien et al., 1991,
Fields und Song, 1989), was zu falsch positiven Ergebnissen fihren kann.
Deshalb wurden die als Kbéderproteine verwendeten Deletionsmutanten von
ARVCF vor der Durchfiihrung des screens auf eine Autoaktivierung getestet.
Ebenso wurde getestet, ob a-actinin alleine in der Lage ist, eine
Autoaktivierung zu zeigen. Zudem wurde, neben der Histidinauxotrophie, ein
zweites Reportergen, das LacZ-Gen, eingesetzt. Somit wurde ein Auftreten
von falsch positiven Ergebnissen weiter eingeschrankt.

Weiterhin wurden die im Hefesystem erhaltenen Daten mit einer
biochemischen Methode, dem Pull-Down Assay, sowie einer Coimmuno-

prazipitation mit Proteinextrakt aus MCF7 Zellen tiberprtft.

Die Anbindung der Cadherine an das Cytoskelett, und somit die Festigung
ihrer Position in der Zellmembran, erfolgt tiber B-catenin oder Plakoglobin,
welche sich in diesen Cadherin/Catenin Komplexen gegenseitig ausschliefSen
(Butz und Kemler, 1994; Hinck et al., 1994; Nathke et al., 1994; Ozawa,
1998). Hierbei vermitteln die armadillo repeats der Catenine die Interaktion
mit den Cadherinen. Allerdings wird keine direkte Bindung von B-catenin
oder Plakoglobin mit a-actinin beobachtet. Vielmehr werden die Komplexe
Uber ein weiteres Protein, a-catenin, mit a-actinin und somit dem
Cytoskelett verankert (Ozawa, 1998).

Phosphorylierung der Catenine B-catenin oder Plakoglobin an Tyrosinresten

korreliert stark mit einer verdnderten Modulation der Zelladh&sion. So fuhrt
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Tyrosinphosphorylierung von B-catenin zu einem Ablésen des Proteins von
a-catenin und somit zu einer Verringerung epithelialer Differenzierung,
einhergehend mit verringerter cadherinvermittelter Adhasion (Behrens et al.,
1993; Matsuyoshi et al., 1992). Von den Mitgliedern der pl20(ctn)
Subfamilie ist, bis auf NPRAP/A-catenin, welches direkt an Actin bindet (Kim
et al., 2002), bislang keine direkte Interaktion mit dem Cytoskelett bekannt.
Allerdings kann p120(ctn) selbst durch eine funktionelle Interaktion mit Rho
GTPasen die Cadherin-Cytoskelett Interaktion beeinflussen (Anastasiadis et
al., 2000; Noren et al., 2000). Hierbei ist die Inhibierung von RhoA durch
p120(ctn) nicht gleichzeitig bei einer Interaktion des Proteins mit Cadherinen
moglich. Deshalb wird freiem p120(ctn) im Cytoplasma eine Promotorrolle
fir Metastasierung zugeschrieben (Anastasiadis et al., 2000).

In dem in dieser Arbeit durchgefiihrten Pull-Down Versuch war wie erwartet
keine direkte Bindung von a-actinin an B-catenin zu sehen (s. Kap. 4.1.7.).
Keine eindeutigen Ergebnisse konnten bei dem Versuch, die Bindungsstelle
von ARVCEF fur a-actinin einzugrenzen, erzielt werden.

Die Interaktion der beiden Proteine in Pull-Down Experimenten konnten
bestdtigt werden. Allerdings interagierten alle in diesem Versuch
verwendeten Deletionsmutanten von ARVCF, so auch der C-Terminus

alleine, mit a-actinin, so dass keine Eingrenzung erfolgen konnte.

Es wurde zusétzlich zu den oben genannten Versuchen eine Kolokalisation
von ARVCF und a-actinin in MCF7 Zellen beobachtet, zudem brachte auch
eine Coimmunoprézipitation der beiden Proteine ein positives Ergebnis.

Die Kombination der vier Versuche, Pull-Down Assay in vitro sowie Hefe
zweihybrid Interaktionstest, Coimmunoprazipitation wund subzellulare
Kolokalisation der Proteine ARVCF und a-actinin in vivo lied auf eine
Interaktion zwischen ARVCF und a-actinin schliefSen und bestéitigten den

Befund aus dem Hefe Zweihybrid screen.
Ob und inwiefern diese Interaktion eine Auswirkung auf das Ausbilden

und/oder die Stabilitdt der adherens junction hat bleibt in weiteren

Versuchen zu pruifen.
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Da  B-catenin/Plakoglobin einerseits und ARVCF/p120(ctn)/NPRAP
andererseits an unterschiedliche Stellen der cytoplasmatischen Doméne von
Cadherinen binden, wire ein denkbares Modell die Verstarkung der
Verankerung von Cadherinen an das Cytoskelett durch ARVCF im Falle des
Ablésens von B-catenin durch Tyrosinphosphorylierung.

pl20(ctn) ist aus der Literatur bekannt dafiur, beim clustering von
Cadherinen eine Rolle zu spielen (Anastasiadis und Reynolds, 2000). Zudem
hat das Molekul einen Einfluss auf die Motilitdt von Zellen (Sorkin et al.,
2000; Thoreson et al., 2000; Wong et al., 2000), wobei es Ereignisse, welche
fur die Reorganisation des Cytoskeletts wichtig sind blockiert (Anastasiadis
et al., 2000; Thoreson et al., 2000). Hierbei ware ein Wechselspiel zwischen
p120(ctn) und ARVCF als verankernde Komponente, &hnlich wie zwischen
B-catenin und Plakoglobin, die auf eine Rezeptor Tyrosinkinaseaktivitat
gegensatzlich in Bezug auf eine Bindung an das Cytoskelett reagieren,

moglich.

5.2. ARVCEF als potentielles Effektormolekiil der PKC

In Computervorhersageprogrammen wurden potentielle Phosphorylierungs-
stellen in ARVCF fur PKC, PKA und GSK3[ angezeigt. Bei den anschliefSend
durchgefiihrten in vitro Kinaseversuchen erwies sich die PKC in der Lage,
ARVCF direkt zu phosphorylieren. Die anderen untersuchten Kinasen
zeigten in diesem System keine Wirkung auf ARVCF, wobei Positivkontrollen
immer zufrieden stellend waren.

Auch wenn viele Proteine in diesem in vitro System phosphoryliert werden,
die im zelluldren Kontext keine entsprechende Modifikation erfahren, so
ergab sich doch ein erster Hinweis auf die prinzipielle Moglichkeit der

Modifikation von ARVCF durch die Proteinkinase C.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass TNF-a und EGF, zwei
Cytokine, welche in der Literatur als PKC-Aktivatoren beschrieben werden
(Barbosa et al., 2003; Javaid et al., 2003; Rosenzweig et al., 2002), die

Membranlokalisation von ARVCF reduzieren und eine Bildung von

91



Diskussion

cytoplasmatischen Aggregaten fordern. Dass dieser Effekt tatsadchlich in
irgendeiner Weise Uber PKC gesteuert wird, wurde gezeigt, indem er mit
einem spezifischen PKC-Inhibitor, GF109203X, reversiert werden konnte.
Zudem konnte derselbe Effekt mit einem Phorbolester, PMA, welcher flir eine
spezifische Aktivierung der PKC bekannt ist (Acs et al., 1997; Marquardt et
al., 1994), erzielt werden.

PKC wird durch eine Reihe von Cytokinen aktiviert, und reguliert eine
Vielzahl physiologischer Effekte, welche die Zelladhdsion und Zell-Zell
Kommunikation in verschiedenen Zelltypen beeinflussen (Tan und Parker,
2003; Vlahos et al., 2003). Dieser Kinase wird auch eine Rolle bei Prozessen
der Regulation cadherinvermittelter, interzellularer Komplexe zugeschrieben.
So tritt zum Beispiel eine erhohte PKC Aktivitdt bei einer erhdhten
migratorischen Fahigkeit von Kolonkarzinomzellen auf. Gleichzeitig weisen
diese Zellen eine geringe E-cadherinexpression auf (Masur et al., 2001).
Zudem ist PKC auch in der Lage, die Endocytose und das Recycling von E-
cadherin zu beeinflussen (Le et al., 2002).

Andererseits kann eine Aktivierung der PKC auch zu einer verstarkten
cadherinvermittelten Adhasion fiihren (Cowell und Garrod, 1999; Lewis et
al., 1994; van Hengel et al., 1997).

Unter den in dieser Arbeit gewahlten Versuchsbedingungen blieb endogenes
Cadherin auch nach Stimulation der Zellen mit Cytokinen oder PMA
weiterhin an der Plasmamembran lokalisiert. Die Architektur der
Membranen in den so behandelten Zellen war jedoch nicht mehr so klar
umrissen wie in unbehandelten Zellen. Es wurde aber weder endogenes
Cadherin noch das im MOM assay verwendete MOM-M-cadherin in

vesikularen Strukturen entdeckt.

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse demonstrieren, dass eine
Stimulation der PKC mit den Cytokinen TNF-a und EGF, sowie mit dem
Phorbolester PMA, die Membranlokalisation von ARVCF und dessen
Cadherinbindung, wie im MOM recruitment assay demonstriert,
abschwéichen. Letztendlich ergibt sich daraus eine Anhaufung des armadillo

repeat Proteins in cytoplasmatischen Aggregaten.

92



Diskussion

Mutationsanalysen ergaben, dass die Abschwidchung der Cadherinbindung,
wie auch die generelle Reaktion von ARVCF auf eine Cytokin- oder PMA-
Behandlung, auf den N-Terminus des Proteins beschrénkt werden kann. Die
im FL Protein vorhandene coiled-coil Region spielt hierbei keine Rolle, da die
naturlich auftretende Splicevariante S"alt ARVCF, welche diese Region nicht
besitzt immer noch eine abgeschwichte Cadherinbindung in Folge einer
Stimulation der Zellen zeigte.

Ein direkter Beweis fir die Wichtigkeit des N-Terminus konnte dadurch
erbracht werden, dass der 57alt N-Terminus von ARVCF durch den
entsprechenden Teil von pl20(ctn) ersetzt wurde. Das so entstandene
chiméare Protein zeigte, ebenso wie p120(ctn) selbst, keine Translokation
und somit auch keine abgeschwichte Cadherinbindung in Folge einer

Stimulation der Zellen.

Die Weiterleitung von Signalen innerhalb einer Zelle erfolgt haufig, wie auch
bei B-catenin bekannt, Uber eine Schrittweise Phosphorylierung von
Proteinen. So muss B-catenin nacheinander an vier Stellen mit Phosphaten

beladen werden, um degradiert werden zu kénnen.

Die hier vorgestellten Daten implizieren eine oder mehrere
Phosphorylierungsstellen im 5 alt N-Terminus von ARVCF als ausfiihrende
Elemente bei der Antwort des Proteins auf eine Stimulation von Zellen mit
EGF, TNF-a oder PMA. Zum Zwecke der Uberpriifung wurden in dieser
Arbeit die neun potentiellen Phosphorylierungsstellen fir die PKC innerhalb
des N-Terminus von ARVCF einzeln zu Alanin, einer unpolaren Aminosaure,
welche nicht durch die Kinase modifiziert werden kann, mutiert. Es entstand
dabei keine Mutante, welche nach einer Stimulation der Zellen durch die
Cytokine oder PMA noch an der Zellmembran zu sehen war. Alle gepruften
Mutanten zeigten, wie auch das Wildtyp-Protein, nach einer Behandlung
eine Anhaufung in cytoplasmatischen Aggregaten.

Einzig die Mutante TSO0A =zeigte eine reduzierte Membranfarbung und
Cadherinbindung, jedoch keine Aggregatformation, sondern eine

gleichférmige Verteilung Giber das gesamte Cytoplasma.
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Die Mutation einer einzelnen Phosphorylierungsstelle resultierte also nicht
in einer Inhibierung der ARVCF Translokation. Dies zeigt, dass die Situation
komplexer ist und weitere Untersuchungen folgen muissen.

Es wéare eine Translokation des Proteins als direkte oder indirekte
Konsequenz einer Aktivierung der PKC, und somit einer Phosphorylierung
von ARVCEF, denkbar. Alternativ dazu koénnte die Regulation eine
Schrittweise, d.h. hintereinander ablaufende, oder eine kombinierte, d.h.
gleichzeitige, Phosphorylierung mehrerer PKC-Stellen Voraussetzen.

Um diese Hypothese zu tuberprifen koénnten Doppel- oder Mehrfach-
mutanten der potentiellen Phosphorylierungsstellen hergestellt werden.
Sollten mehrere Stellen fur die Translokation von ARVCF verantwortlich
sein, so sollte das Protein, wenn diese gleichzeitig mutiert sind, auch nach
einer Behandlung der Zellen mit Cytokinen oder PMA an der Membran

lokalisieren.

PKC spielt eine Rolle beim Recycling von Cadherinen (Barbosa et al., 2003;
Le et al.,, 2002; Masur et al., 2001). Dabei werden die Cadherine in
Clathrinbedeckten Vesikeln in das Cytoplasma transportiert (Le et al., 2002).
Die in dieser Arbeit beobachteten Aggregate von ARVCF nach Cytokin- und
PMA-Behandlung liefSen die Frage nach der Herkunft dieser Strukturen
aufkommen. Sie kénnten die eben schon erwdhnten Clathrinbedeckten
Vesikel, Caveolinbedeckte Vesikel, Golgi-Strukturen oder ARVCF
enthaltende Proteasome, welche das Molekiil der Ubiquitin abhangigen
Degradierung zufiihren, sein. Diese Moglichkeiten wurden mit den
entsprechenden  Markern, Anti-Clathrin  Antikérper, Anti-Caveolin
Antikérper, Anti-Ubiquitin Antikdérper oder Beta-Cop Antikdrper, um Golgi
Strukturen sichtbar zu machen, getestet. Keiner davon kolokalisierte mit
den ARVCF Aggregaten (Daten nicht gezeigt).

Zudem enthielten sie keine Komponenten von Junction Komplexen, wie [3-
catenin, p120(ctn) oder Cadherin.

Das konnte zu der Spekulation fihren, dass diese Strukturen von der
Uberexpression des Proteins herrtihren, obwohl dies aus unterschiedlichen

Gruinden unwahrscheinlich ist.
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Zum Einen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass p120(ctn), welches
durch Cytokine oder PMA in Bezug auf Translokation und Cadherinbindung,
auch als Uberexprimiertes Protein, nicht beeinflusst wird, den Effekt der
Translokation zeigt, wenn der N-Terminus des Proteins durch den 57alt N-
Terminus von ARVCF ersetzt wird.

Zum anderen konnte durch die TSOA Mutante in PMA behandelten Zellen
gezeigt werden, dass die Aggregatbildung tiber Phosphorylierungsstellen im
N-Terminus des Proteins reguliert werden kann.

Zudem war ARVCF in unbehandelten Zellen membrangebunden, und
Aggregate dieses Proteins befanden sich nur in TNF-a, EGF- oder PMA-
behandelten Zellen.

Der Effekt auf ARVCF nach Behandlung von Zellen mit PMA konnte bereits
finf Minuten nach Gabe des Phorbolesters Gezeigt werden (s. Abb. 19),
wohingegen eine Behandlung mit den Cytokinen fir zwei bis drei Stunden
durchgefihrt werden musste, um eine Translokation von ARVCF von der
Membran in cytoplasmatische Aggregate sichtbar machen zu koénnen.
Weiterhin war der durch PMA erzielte Effekt nicht reversibel wenn der
Stimulus weggenommen und die Zellen fir weitere 24 Stunden in
Zellkulturmedium ohne PMA inkubiert wurden. Dies spricht daftir, dass
nicht nur das schon vorhandene, an den Cadherinen gebundene ARVCF

abgelost werden kann, sondern auch neu gebildetes davon betroffen ist.

Arbeiten anderer Arbeitskreise zeigten cytoplasmatische ARVCF Aggregate in
unbehandelten Zellen, welche weder fur pl20(ctn) noch fuir NPRAP/A-
catenin nachgewiesen werden konnten.

So konnte gezeigt werden, dass Erbin, ein Molekiil welches an die PDZ-
bindende Domé&ne von ARVCF (und auch NPRAP/ 6-catenin) Uber seine
eigene PDZ-Domane bindet, in solchen Aggregaten in unbehandelten Zellen
kolokalisiert (Laura et al., 2002).

Dies steht jedoch in Kontrast zu den in unserem Labor gemachten
Beobachtungen, nach welchen ARVCF in unbehandelten Zellen an der
Zellmembran lokalisiert (Kaufmann et al., 2000; Waibler, 2002; Waibler et
al., 2001) und nur nach Behandlung mit PMA oder Cytokinen in Aggregaten

zu finden ist.
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Diskussion

Eine Erkldrung dafir wéire, dass wir mit Foétalem Kélberserum (FCS)
arbeiten, welches nicht die entsprechende Menge an Cytokinen enthalt, um
ARVCF von der Plasmamembran in Aggregate zu dirigieren. Gewdhnlich wird
unser FCS tuber ein ausbalanciertes Wachstums- und Differenzierungs-
verhalten an myogenen Zellen selektioniert, was eine moderate
Konzentration an Cytokinen im FCS widerspiegelt.

Die in dieser Arbeit gezeigten Versuche lassen den Schluss zu, dass
Unterschiede in den armadillo repeats und/oder dem C-Terminus von
ARVCF und pl20(ctn) die Proteine an unterschiedliche Stellen in der Zelle
dirigieren.

Weiterhin wird eine intramolekulare Interaktion zwischen dem N-Terminus
und dem Rest von ARVCF, was zu einer Aggregatstruktur fihrt, favorisiert.
Wahrend intaktes ARVCF als Folge einer Zellstimulation abgeschwachte
Membranbindung zeigte und in Aggregaten zu finden war, war dies trotz der
abgeschwachten Cadherinbindung im MOM-recruitment assay bei dem
chiméaren Protein ARVCF/p120(ctn) nicht der Fall.

Zudem konnte eine einzige Substitution von Threonin nach Alanin im N-
Terminus von ARVCF (T50A) die Formierung von Aggregaten, nicht jedoch
die abgeschwachte Cadherinbindung verhindern.

Diese Tatsache =zeigt gleichzeitig, dass Aggregation und abgeschwachte

Cadherinbindung klar trennbare Effekte sind.

In dieser Arbeit wurde ein neuer Mechanismus, welcher Uiber physiologische
Stimuli die Lokalisation und Cadherinbindung von ARVCF beeinflusst,
festgestellt, wobei dies fir die verwandten Proteine B-catenin und p120(ctn)
nicht der Fall war. Obwohl aus den bisher gewonnenen Daten noch keine
spezifische Funktion von ARVCF abgeleitet werden kann, liegt die
Vermutung nahe, dass ARVCF ein Signalmolekiill in Cytokininduzierten
Signaltransduktionswegen sein kénnte, in welchen die Proteinkinase C an
einer Stelle eine Rolle spielt. Zudem wird ein funktioneller Unterschied zu
p120(ctn) impliziert, da dieses Protein nicht auf eine Cytokinstimulation der
Zellen reagiert. Ob und inwiefern dies Zell-Zellkontakte und/oder Aspekte
der zellularen Funktion Dbeeinflusst, bleibt Gegenstand weiterer

Untersuchungen.
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Zusammenfassung

6.Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollten mittels eines Hefe zweihybrid screens neue
Interaktionspartner von ARVCF, einem cadherinbindenden armadillo repeat
Protein, gefunden werden. Hierbei wurde aus einer cDNA-Bank
differenzierender Myoblasten das Cytoskelettprotein Alpha-actinin als
Bindungspartner des armadillo repeat Proteins identifiziert. Der Befund aus
dem Hefesystem wurde durch Immunofluoreszenzaufahmen, in welchen
gezeigt wurde dass die beiden Proteine kolokalisieren, bestéatigt. Auch eine
Coimmunopréazipitation bestétigte eine Interaktion der beiden Proteine.
Weiterhin konnte eine direkte Interaktion von ARVCF mit a-actinin in in vitro
Pull-Down assays gezeigt werden, wobei eine Eingrenzung der

Bindungsregion von ARVCF flir a-actinin jedoch nicht moéglich war.

Als nachstes wurde ARVCF im Rahmen dieser Arbeit mittels
Computeranalysen auf potentielle Phosphorylierungsstellen hin untersucht.
In in vitro Kinase assays wurde eine Phosphorylierung des Proteins durch
die Proteinkinase C (PKC) festgestellt. Es konnte gezeigt werden, dass sich
die subzelluldre Lokalisation von ARVCF nach Behandlung der Zellen mit
den PKC stimulierenden Cytokinen TNF-a und EGF, sowie mit dem
Phorbolester PMA &andert. Hierbei wurde ein Ablésen des Proteins von der
Plasmamembran und eine Lokalisation in cytoplasmatischen Aggregaten
beobachtet. Dieser Effekt erwies sich als Zelltypunabhangig und Spezies
Ubergreifend. Es konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus der
Splicevariante 5’alt ARVCF notwendig wund ausreichend fir den
beobachteten Effekt ist.

p120(ctn), das dem ARVCF am néichsten verwandte Protein, zeigte bei einer
Behandlung von Zellen mit PMA oder den oben genannten Cytokinen keinen
Effekt in Bezug auf Lokalisationsdnderung. Ebenso wenig konnte eine
Anderung der Lokalisation nach Behandlung fiir die Proteine B-catenin

sowie E-cadherin beobachtet werden.

97



Zusammenfassung

Der erhaltene Effekt nach Stimulation der Zellen war somit spezifisch fur
ARVCF und konnte nicht fir ein anderes hier untersuchtes Catenin oder
Cadherin gezeigt werden.

Eine stark abgeschwachte Cadherinbindung von ARVCF nach Inkubation
der Zellen mit den Cytokinen oder PMA konnte im MOM-recruitment assay
beobachtet werden. Auch dieser Effekt erwies sich als ARVCF spezifisch und
konnte nicht mit p120(ctn) gezeigt werden.

Weiterhin wurden chiméare Molektlile mit dem N-Terminus von ARVCF und
dem Rest von pl120(ctn) und vice versus hergestellt. Hierbei konnte die
abgeschwachte Cadherinbindung im MOM-recruitment assay durch den N-
Terminus von ARVCF auf pl20(ctn) Ubertragen werden. Die chiméaren
Molekiile ARVCF/p120(ctn) fanden sich nach Behandlung von Zellen nicht
mehr in Aggregaten wieder, waren aber Uiber das Cytoplasma verteilt.

Es konnte kein Effekt auf Stimulation der Zellen mit dem chimé&ren Protein
p120(ctn)/ARVCF gezeigt werden.

Durch diese Art von ,gain of function“ Experiment konnte noch einmal die
Wichtigkeit und Spezifitdit des N-Terminus von ARVCF in Bezug auf die
Reaktion auf PMA- oder Cytokinstimulation gezeigt werden.

Auch die Punktmutante TS0A, bei welcher eine potentielle Phosphory-
lierungsstelle der PKC von Threonin nach Alanin mutiert war, léste sich
nach Stimulation der Zellen von den Cadherinen, wie im MOM-recruitment
assay gezeigt werden konnte. Allerdings lokalisierte diese Mutante nach
Behandlung der Zellen nicht in Aggregaten, sondern, wie zuvor schon das
chimare Protein ARVCF/p120(ctn), iber das Cytoplasma verteilt.

So konnte gezeigt werden, dass es sich bei der abgeschwachten Cadherin-
bindung und bei der Aggregatbildung um zwei klar voneinander trennbare

Eigenschaften des Molekuls handelt.

98



7. Abkiirzungsverzeichnis

Aminosiuren

A Alanin M Methionin
C Cystein N Asparagin
D Asparaginsaure P Prolin

E Glutaminsaure Q Glutamin
F Phenylalanin R Arginin
G Glycin S Serin

H Histidin T Threonin
I Isoleucin \Y Valin

K Lysin W Tryptophan
L Leucin Y Tyrosin
Sonstige Symbole und Abkiirzungen

A Adenin

A Ampere

Abb. Abbildung(en)

Ac Acetat

AS Aminosédure(n)

bp Basenpaar(e)

BP Birkenprofilin

bzw. beziehungsweise

C Celsius

C Cytosin

ca. circa

CBD Catenin Bindedoméne

CcC coiled coil

cDNA komplementare DNA

cm Zentimeter

CPD cytoplasmatische Doméne

dd doppelt destilliert

d.h. das heifst

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleotid-Triphosphat

EC Extrazellulare Subdoméane

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

et al und andere

evtl. eventuell

F Farad

F Phenylalanin

Fa. Firma

G Guanosin

G Glycin
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RNA
rpm
RT

SDS
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u.U.
usw.
uv

u/N

Vol
v/v

w/v
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Gramm

green fluorescent protein
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Stunde(n)

Inklusive
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Polyacrylamid
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Seite
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Ultraviolett
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