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1 Einleitung

11 Biologische Membranen und ihre Transpor twege

Damit in einem vielzelligen Organismus alle benétigten Aufgaben erfillt werden konnen,
werden Zellen auf die von ihnen auszufihrende Funktion spezialisiert. Dies erfolgt nicht nur
durch eine determinierte Genexpression, sondern auch durch eine den Aufgaben angepaldte
Zusammensetzung der Zellmembranen. Durch Variationen im Gehalt an Lipiden, Proteinen
und Kohlenhydraten werden die Membranen zu selektiv permeablen Barrieren, die fur die
Aufnahme der von der determinierten Zelle benttigen Stoffe optimiert sind. Die generelle
Aufgabe der Plasmamembran ist es, die Aufnahme von Molekilen wie Glucose,
Aminosduren und Lipiden in die Zelle, das Verbleiben von Stoffwechsel zwischenprodukten
in der Zelle und die Sekretion von Endprodukten und anderen Molekilen aus der Zelle zu
gewdhrleisten. Die Plasmamembran ermoglicht es der Zelle aso, ein konstantes Milieu
aufrecht zu erhalten, in dem geeignete Bedingungen fir die im Cytosol ablaufenden
Reaktionen vorherrschen. Schéatzungsweise 90% des Gesamtmembrangehalts liegen innerhalb
der Zelle vor, wo sie einzelne Kompartimente vom Cytosol abgrenzen. Die Organellen sind
aufgrund ihrer Membranen und der darin befindlichen Proteine ihrerseits in der Lage, ein fur
sie spezifisches und in einigen Féllen vom cytosolischen Zustand stark abweichendes Milieu
fur spezifische Aufgaben und chemische Reaktionen zu schaffen (Lodish et al., 1995).

Die Aufnahme von lonen und niedermolekularen Stoffen aus dem extrazellularen Raum in
membranumgrenzte Kompartimente hangt von den chemischen Eigenschaften dieser Stoffe
ab. Wahrend Gase und kleine, relativ hydrophobe Molekile wie Harnstoff und Alkohol frei
entlang des Konzentrationsgefalles durch die Membran diffundieren kénnen, kann Wasser nur
bedingt durch die Membran gelangen, die fur viele wasserlsliche Molekille wie Glucose,
Nucleotide, Aminoséuren und lonen impermeabel ist. Die meisten dieser Stoffe gelangen Uber
ATP-getriebene Pumpen, lonenkande oder Transportproteine wie Uni-, Sym- und Antiporter
in das Cytosol (Albertset a., 1994).

Wesentlich komplexer sind die Ablaufe bei der Aufnahme von Proteinen und Lipiden aus
dem extrazelluldren Raum (Endocytose), ihrem Transport innerhalb der Zelle zwischen den
einzelnen Kompartimenten und ihrer Sekretion (Exocytose) aus der Zelle. Dabel wird
zwischen konstitutiven und regulierten Vorgangen unterschieden, die sich durch ihre
Geschwindigkeit und Selektivitdt auszeichnen. Die Vesikel bewegen sich innerhalb der Zelle
in Sekunden von der Donor- zur Zielmembran, wobei es abhéngig vom Vesikeltyp nur
bestimmten Proteinen und Lipiden mdglich ist, in diese Veskel zu gelangen. Diese
Selektivitét verhindert eine Homogenisierung aller Membranen, so dal3 spezidisierte
Membranen ihre Funktion aufrecht erhalten konnen (Lodish et al., 1995).
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Die verschiedenen zelluldren Transportwege (Abb. 1) und die daran beteiligten Lipide und
Proteine sollen im folgenden kurz dargestellt werden.

Plasmamembran

¥ Caveolae fo

O

Clathrin N
AP-3 i

O
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Microtubuli
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Abb. 1. Schematische Darstellung der intrazelluléren Transportwege unter Angabe der bekannten Vesikeltypen.
Nahere Erléuterungen zu den einzelnen Wege befinden sich im Text. ER, Endoplasmatisches Reticulum; COPI,
Coatomer-Protein |; COPII, Coatomer-Protein II, MTOC, Mikrotubuli-Organisationszentrum; CGN, cis-Golgi-
Netzwerk; TGN, trans-Golgi-Netzwerk; AP-1 bis 3, Adapter-Proteine 1 bis 3. Diese Abbildung wurde veréndert
aus Kreis und Vale (1999) Ubernommen.
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1.2 Lipid Raftsund Caveolae

Man ging lange davon aus, dal¥ Membranproteine lateral frei beweglich sind und sich
gleichmaldig in der Plasmamembran verteilen (Lodish et a., 1996). Heutzutage gilt as
gesichert, dal3 Lipidansammlungen (lipid rafts), aufgrund ihrer Grof3e von ca. 70 nm auch
Mikrodomanen genannt (Kurzchalia und Parton, 1999), transiente, laterale Ansammlungen
aus Glycosphingolipiden und Cholesterin mit GPl-verankerten Proteinen darstellen, die
aufgrund der biophysikalischen und chemischen Eigenschaften der beteiligten Molekile
zustande kommen (Simons und Ikonen, 1997; Harder und Simons, 1997).

Caveolae stellen as kleine, flaschenférmige Einstllpungen in der Zellmembran ene
Spezidform der ,lipid rafts dar, die haufig von Caveolin-1 umhillt sind (Rothberg et al.,
1992; Kurzchaia und Parton, 1999). In den im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) gebildeten
Lipidkern der Caveolae aus Glycosphingolipiden, Sphingomyelin und Cholesterin werden
GPI-Proteine und Caveolin-1 aus dem ER eingebaut (Brown und Rose, 1992; Lisanti et al.,
1993), woraufhin die Caveolae in die Membran exocytotischer Vesikel eingebettet und zur
Zelloberflache verschickt werden (Dupree et ., 1993). Mittlerweile geht man davon aus, dal3
Caveolae ein eigenstandiges endocytotisches und exocytotisches Kompartiment an der
Oberflache der meisten Zellen bilden und fahig sind, Molekile aufzunehmen und an ihre
Zielorte in der Zelle zu bringen oder in den extrazelluldren Raum abzugeben (Harder und
Simons, 1997). Moleklle, die durch Caveolae aufgenommen werden, gelangen von der
Zelloberflache entweder ins Cytoplasma, ins ER, auf die andere Zellseite (Transcytose) oder
in das aus Caveolae gebildete tubulére/vesikuldre Kompartiment (Anderson, 1998). Da
Caveolae nicht mit Endosomen-ahnlichen Zwischenstufen verschmelzen (Simionescu et a.,
1973; Simionescu et a., 1975; Ghitescu und Bendayan, 1992), sondern ihre chemische
Zusammensetzung und somit ihre Eigenschaften behalten, kénnen sie auch der Exocytose der
Molekule zurtick zur Plasmamembran dienen (Anderson, 1993).

Caveolae erfullen in der Zelle eine Vielzahl von Funktionen. In polaren Zellen wie
Endothelzellen ermdglichen sie durch Transcytose den Transport von Molekilen von einer
Zellseite auf die andere (Simionescu, 1983). Generell ist eine der wichtigsten Funktionen der
intrazelluldre Cholesterin-Transport, der durch Caveolin-1 vermittelt wird (Murata et al.,
1995; Li et a., 1996).

Uber Caveolin-1 werden viele Signalmolekille (Src-Kinasen, NO-Synthase, der EGF-
Rezeptor, der PDGF-Rezeptor, Phospholipase Cg, PKCa, PKCb, Ras, trimere G-Proteine und
einige MAP-Kinasen (Okamoto et al., 1998; Schaul und Anderson, 1998)) in den
Membranbereichen der Caveolae angereichert und reguliert, zusétzlich dienen Caveolae der
Erzeugung von Ca?*-Signalen (Fujimoto et al., 1992; Fujimoto et al., 1993; Schaul et al.,
1996). Sie stellen damit Regionen in der Zelle dar, wo die Signale vieler Signalwege
aufeinandertreffen und durch gegenseitige Regulation integriert werden (Anderson, 1998;
Simons und Toomre, 2000).
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Deswelteren dienen Caveolae der Rezeptor-vermittelten Aufnahme von Folat (Potocytose)
(Anderson et a., 1992). Potocytose und Clathrin-vermittelte Endocytose (s. 1.3.3) sind
parallele, aber nicht redundante endocytotische Wege, da Caveolae und Clathrin-umhiillte
Veskel darauf spezialisiert sind, unterschiedliche Molektile auf zunehmen.

1.3 Veskel mit Protain-Hulle

Im Gegensatz zu den Caveolae durchléuft bei den bislang besser untersuchten
Transportwegen innerhalb der Zelle die Veskebildung verschiedene Protein-abhangige
Stufen, die reguliert nacheinander ablaufen missen und sich durch das Vorhandensein einer
definierten Vesikelhtille auszeichnen.

Der erste Schritt ist die Sortierung der Frachtmolekile in den Bereich der sich formenden
Veskelhille, deren Erweiterung zu einer Einbuchtung der in diesem Bereich befindlichen
Membran fuhrt. Nachdem die Hullenbildung abgeschlossen ist, erfolgt das Abschniiren des
tief eingestllpten Vesikels von der Donormembran, indem der verbindende Hals durchtrennt
wird. Von dem freilen Vesikel werden die Hillenproteine entfernt, so dal eine Interaktion des
Vesikels mit der Zielmembran madglich wird. Die Erkennung der Zielmembran erfolgt in zwel
Schritten, wobel das Vesikel zundchst lose an die mdgliche Zielmembran angelagert wird
(tethering) und erst dann an diese bindet (docking). Beide Schritte werden von
unterschiedlichen Proteinen ermdglicht und kontrolliert. Die hier nétigen Interaktionen sorgen
fUr die Spezifitét des Vesikeltransports, da sowohl Vesikel- als auch Membranproteine fir die
gegenseitige Erkennung nétig sind und so ein Verschmelzen des Vesikels mit der falschen
Zielmembran ausgeschlossen wird. Die Fusion der Vesikels mit der Zielmembran fihrt zu
einer Aufnahme in diese Membran, wodurch der Vesikelinhalt an das Lumen der Organelle
oder den extrazelluldren Raum abgegeben wird (Robinson und Martin, 1998; Waters und
Pfeffer, 1999; Kirchhausen, 2000b).

Bel einem erfolgreichen Veskeltransport kommt es also zu zwel Fusionsreaktionen von
Membranen, einmal beim Abschniren des Vesikels und ein weiteres mal bei der Aufnahme in
die Zielmembran, wobei fir beide Reaktionen unterschiedliche Proteine und Regulationen
notig sind. In dieser Arbeit sollen nur die Vorgénge bei der Vesikelbildung néher erlautert
werden, da eine detailierte Darstellung aller Ereignisse den Umfang sprengen wrde.

1.31 Coatomer Protein I1-umhillte Vesikel

Der einfachste der bisang untersuchten Transportwege ist der konstitutive, Coatomer
Protein [I- (COPII-) vermittelte Transport neu synthetisierter Proteine vom ER zum Golgi-
Apparat (Barlowe, 2000; Springer et al., 1999). Fur die Bildung dieses Vesikeltyps sind funf
Proteine essentiell, wobei die genaue Anzahl und Funktion aller invivo beteiligten Proteine
und ihre funktionale Abfolge noch unbekannt sind.
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Das an ER-Membranen gebundene Protein Sec12p Uberfihrt die GTPase Sarlp in die GTP-
gebundene Form (Barlowe und Schekman, 1993), die daraufhin den Sec23p-Sec24p-K omplex
dazu veranlaldt, an die Frachtmolekile in der ER-Membran zu binden (Springer und
Schekman, 1998; Peng et a., 2000). In einem weiteren Schritt lagert sich der Sec13p-Sec31p-
Komplex an und fuhrt zu der vesikelbildenden Deformation der Membran (Barlowe et al.,
1994). Nach Abschnirung des Vesikels fuhrt die Sec23p-gesteuerte Hydrolyse des Sarlp-
gebundenen GTPs zur Abldsung der Hulle, so dal3 Sec23p eine Interaktion mit den SNARE-
Proteinen der Zielmembran im Golgi-Apparat eingehen und das Vesikel mit der Zielmembran
fusionieren kann (Kirchhausen, 2000b).

1.3.2 Coatomer Protein I-umhillte Vesikel

Coatomer Protein I- (COPI-) Vesikel weisen bereits eine hthere Komplexitét sowohl bei den
beteiligten Proteinen und deren Regulation als auch bel den von ihnen vermittelten
Transportwegen auf. Sie dienen hauptsachlich dem retrograden Transport von ER-Golgi-
Intermediaten zum ER (Letourneur et a., 1994), sind aber auch am anterograden Transport
durch die Cisternen des Golgi-Apparats beteiligt (Orci et a., 1997) und lokalisieren an
endosomalen Strukturen (Whitney et a., 1995; Aniento et al., 1996).

Der auslosende Schritt fur die Bildung eines COPI-Vesikels ist die GTP-abhangige
Anlagerung von ARF1 Uber eine Myristoylgruppe an die Donormembran, wobei ARF1
abhangig vom Transportweg von unterschiedlichen GDP/GTP-Austausch-Faktoren (GEF)
aktiviert zu werden scheint (Franco et al., 1998; Kirchhausen, 2000b). Fur die Bildung der
Veskehille werden zwel Moglichkeiten diskutiert. Entweder lagert sich die aus sieben
Proteinen (a-, b-, b’-, ¢, d-, e und z-COP) bestehende Coatomer-Htille der COPI-Vesikel an
GTP-ARF1 an und rekrutiert die Frachtmolekile (Orci et al., 1993), wobei die Erweiterung
der Hulle zur Membrandeformation und Vesikelabschniirung fuhrt (Zhao et al., 1997; 1999),
oder ARFL1 stimuliert die Aktivitat der Phospholipase D, so dal3 der Coatomer-Komplex tUber
Inositolpolyphosphate an die Membran binden kann. Diese Variante wird durch die
Beobachtung wahrscheinlich, dal3 Coatomer in Abwesenheit von ARF1, aber bei hoher
Phosholipase D-Aktivitédt ebenfalls Membran-assoziiert vorliegt (Ktistakis et al., 1996).

Die Transport-Richtung der Coatomer-umhullten Vesikel scheint von den Untereinheiten
abhangig zu sein, die an die Frachtmolekile binden. Wahrend a-, b’- und e-COP ein Di-
Lysin-Motiv (K(X)KKX) binden und entsprechende Proteine retrograd transportieren,
erkennen die Untereinheiten b-, g und z-COP andere Erkennungssequenzen und vermitteln
den anterograden Frachttransport (Harter et a., 1996). Durch Hydrolyse des von ARF1
gebundenen GTPs kann ARF1 aufgrund einer Konformationsanderung nicht mehr Uber seine
Myristoylgruppe an die Membran binden und die Huille [6st sich vom Veske ab
(Kirchhausen, 2000D).
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1.3.3 Clathrin-umhtllte Veskel

Clathrin-umhillte Vesikel sind an den meisten Transportvorgangen der Zelle beteiligt. Die
Clathrin-vermittelte Endocytose dient der Aufnahme von Rezeptoren und extrazelluléren
Liganden, dem Recycling von Plasmamembranbestandteilen und von Oberflachenproteinen,
die fur den Abbau bestimmt sind. Zusétzlich werden Clathrin-umhillte Vesikel bel der
Sekretion vom TGN in Richtung Endosomen beobachtet. In den postsynaptischen
Membranen neuronaler Zellen dienen Clathrin-umhillte Vesikel der Rezeptor-Aufnahme
nach Neurotransmitter-Bindung. Im Gegensatz dazu ist die kompensatorische Clathrin-
vermittelte Endocytose in présynaptischen Membranen entscheidend fir das Recycling
synaptischer Vesikel nach Sekretion der Neurotransmitter (Kirchhausen, 2000b; Slepnev und
De Camilli, 2000).

Die Bildung Clathrin-umhiillter Vesikel ist ein hochkomplexer Vorgang (Abb. 2), an dem
eine Vielzahl von Proteinen, teils noch unbekannter Funktion, beteiligt sind. Je nach Fracht
und Kompartiment, von dem sich das Veskel abschnirt, sind unterschiedliche Adapter-
Proteine (AP-Komplexe und Arrestine) einerseits fur die Bindung an die Frachtmolekile und
andererseits fur die Rekrutierung von Clathrin an die Membran verantwortlich. Durch die
Anlagerung weiterer Clathrin-Molekile an die bestehende Hille wird die Membran soweit
gekrimmt, dal3 nach Abschluf3 der Hillenbildung ein tief eingeschniirtes, aber noch mit der
Donormembran verbundenes Vesikel entstanden ist (Schmid, 1997; Kirchhausen, 2000b).

Fir das Abschniren des Vesikels von der Donormembran wird die GTPase Dynamin
bendtigt, wobei zur Zeit eine Beteiligung von Endophilin, Synaptojanin und Phospholipase D
an diesem Vorgang diskutiert wird (Ringstad et al., 1999; Sever et a., 1999; Takel et al.,
1999). Direkt nach der Freisetzung wird die Clathrin-Hulle vom abgeschnirten Vesikel
entfernt, so dal} das Vesikel Kontakt mit seiner Zielmembran aufnehmen und mit dieser
fusionieren kann (Ungewickell et al., 1995; Umedaet a., 2000).

7\
SO
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i

Aufbau der

Clathrin-Hulle
‘ Entfernen der
Clathrin-Hulle
Bildung d_es
Dynamin-Rings ’ Abtrennung
' des Vesikels
GTP-

Hydrolyse

Abb. 2. Vereinfachte schematische Darstellung der verschiedenen Stufen der Clathrin-vermittelten Endocytose.
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Die kompensatorische Endocytose synaptischer Vesikel ist einer der am besten untersuchten
Wege der Clathrin-vermittelten Endocytose, obwohl er in einigen Punkten eine Spezialform
darstellt. Viele der hier beteiligten Proteine besitzen besonders hohe neuronale
Expressionsraten und/oder neuronale Splei3varianten und Isoformen. Das Recycling
synaptischer Vesikel erfolgt schneller as die Clathrin-vermittelte Endocytose in nicht-
neuronalen Zellen, da der Weg der Vesikel tber die Endosomen teilweise umgangen und der
gesamte Prozeld damit abgekirzt wird (Murthy und Stevens, 1998). Prasynaptische
Membranen werden nach der Sekretion von Neurotransmittern grof¥flachig in die Zelle
aufgenommen und die synaptischen Vesikel gleichzeitig von dort und von den Actin-reichen
synaptischen Randbereichen, den sogenannten endocytotischen Zonen der Plasmamembran
wieder aufgenommen (Takel et a., 1996).

Die bisang beschriebenen Vorgénge sind wesentlich komplizierter als bisang dargestellt, da
sie durch eine Vielzahl von Protein-Interaktionen zustande kommen und reguliert werden
(Abb. 3). Im Gegensatz zu Clathrin und den Adapter-Proteinen sind diese zusétzlichen
Proteine nur kurzzeitig und wahrscheinlich nur zu bestimmten, ihrer Funktion entsprechenden
Zeitpunkten mit dem Vesikel assoziiert, jedoch fur den Prozel3 unerléilich. Die Interaktionen
und Funktionen der betelligten Proteine sollen, sofern bekannt, im folgenden kurz erlautert
werden.

Abb. 3. Vereinfachte Darstellung der Interaktionen bei der Clathrin-vermittelten Endocytose. EH, Epsl5
Homologie; AP, Adapter-Protein; PRD, Prolin-reiche Region; SH3, Src Homologie 3; PH, Pleckstrin
Homologie; NPF, Asparagin-Prolin-Phenylaanin-Motiv.
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Clathrin

Clathrin ist ein Oligomer aus drei leichten und drel schweren Ketten, die sich in der Form
eines Triskelions zusammenlagern (Smith und Pearse, 1999, Abb. 4). Die aul3enliegenden
N-terminalen Enden der drei Arme bilden eine siebenbléttrige b-Propeller-Struktur (ter Haar
et a., 1998), in der sich die Proteinbindungsstellen fir die sogenannte Clathrin-Box befindet
(Owen und Lutio, 2000), die als Bindungsmotiv sowohl in den Adapterproteinen als auch in
weiteren Clathrin-bindenden Proteinen vorkommt. Bel der Hullenbildung lagern sich die
Clathrin-Oligomere zu finf- und sechseckigen Strukturen zusammen, die eine gleichméldige
Krimmung der Membran herbeifiihren. Die Kanten des Clathrin-Gitters werden von den
restlichen Bereichen der Arme gebildet, die eine rechtsgdngige Superhelix aus kurzen
a-Helix-Haarnadel strukturen ausbilden (Ybe et al., 1999).

schwere Kette

Clathrin-Box

Abb. 4. Darstellung eines Clathrin-Triskelions, das durch Zusammenlagerung von je drei schweren (griin) und
drel leichten Ketten gebildet wird (braun). Die Clathrin-Box an den N-terminalen Enden der schweren Ketten
sind hellgriin hervorgehoben.

Adapter-Proteine (AP)

Abhangig von der Donormembran und den zu transportierenden Frachtmolekilen gibt es bel
der Clathrin-vermittelten Endocytose unterschiedliche Adapter-Proteine. Die Aufnahme von
G-Protein-gekoppelten Transmembran-Rezeptoren erfolgt durch Arrestine, die eine bislang
weniger gut charakterisierte Gruppe von Adapter-Proteinen darstellen (Ferguson et al., 1996;
Goodman et al., 1996). Besser untersucht sind die heterotetrameren AP-Komplexe, die sich zu
einer kompakten Struktur mit zwel Ohr-dhnlich abstehenden Domanen zusammenlagern
(Abb. 5). Mittlerweile sind vier AP-Komplexe (AP-1 bis 4) bekannt.

Abb. 5. Die heterotetrameren AP-Komplexe AP-1 bis 4 bestehen aus unterschiedlichen Isoformen der vier
Proteinea, b, punds.
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AP-1 dient dem anterograden Transport vom TGN zu den Endosomen, wahrend AP-2 den
retrograden Transport von der Plasmamembran in Richtung der Endosomen ermdglicht und in
Neuronen fur die Bildung synaptischer Vesikel von der Plasmamembran gebraucht wird
(Kirchhausen, 2000b). AP-3 Ubt seine Funktion einerseits bei der Proteinsortierung vom TGN
zu Endo- und Lysosomen aus (Dell’ Angelica et al., 1997; Simpson et a., 1997), andererseits
ist es das wichtigste Adapter-Protein bei der Abschnirung synaptischer Vesikel beim
Recycling von endosomalen Membranen (Faundez et a., 1998; Jackson, 1998). Alle drel
Komplexe binden an Frachtmolekile mit einem Di-Leucin- oder einem Tyrosin-
Erkennungsmotiv Y XXA, wobe X beliebige und A hydrophobe Aminosduren darstellen.
Wahrend AP-2 direkt an Plasmamembranproteine bindet, ist die Bindung von AP-1 und 3
abhangig von GTP-gebundenem und dadurch aktiviertem ARF1 (Stamnes und Rothman,
1993; Traub et al., 1993; Ooi et a., 1998). Uber AP-4 ist bislang am wenigsten bekannt.
Dieser Komplex scheint in der perinucledren Umgebung ebenfalls an der Sortierung von
Frachtmolekilen beteiligt zu sein, bisang konnte aber keine Verbindung zum Clathrin-
vermittelten Vesikeltransport festgestellt werden. Damit bildet AP-4 eine Ausnahme in der
Familie der AP-Komplexe (Hirst et al., 1999).

Bei der kompensatorischen Endocytose an prasynaptischen Membranen bindet der
Kernbereich von AP-2 sowohl an Membranproteine mit entsprechenden Bindungsmotiven als
auch an Phospholipide der Membran (Arneson et al., 1999; Haucke und De Camilli, 1999). In
anderen Zelltypen dient dieser Adapter auch der Aufnahme der Plasmamembran-Rezeptoren
fur LDL und Transferrin (Maorni et a., 1998; Kirchhausen, 2000b). Die Bindung an Clathrin
erfolgt kooperativ Uber zwei getrennte Regionen, von denen sich eine innerhalb der Ohr-
dhnlichen Doméne, die andere sich im Bereich zwischen Ohr-ghnlicher Domane und
Kernbereich befindet (Owen et a., 1999). Uber AP-2 binden auch noch weitere Proteine an
das sich bildende Veskel, deren Funktionen fir die Endocytose essentiell sind und im
folgenden beschrieben werden.

AP180/CALM

AP180 ist ein hirnspezifisches, in Synapsen angereichertes Protein, das den Aufbau der
Clathrin-Hulle fordert (Abb. 6). Dazu besitzt AP180 Bindungsstellen fur AP-2 und Clathrin,
wobel die gleichzeitige Interaktion der Proteine die Bindungen aneinander wesentlich
verstarkt (Ahle und Ungewickell, 1986; Hao et a., 1999). Zusétzlich reguliert AP180 Uber
eine Bindung an Phosphoinositide die Polymerisierungsaktivitdt von Clathrin und damit die
Grole der gebildeten Hille (Hao et al., 1997). In nicht-neuronalen Zellen Ubernimmt das
verwandte, ubiquitdr exprimierte CALM die Aufgaben von AP180 (Tebar et a., 1999).

Clathrin-
@.@- AP-2 . Aggregation

Abb. 6. Doméanenabfolge in AP180. Der N-terminalen ENTH- (Epsin N-terminale Homologie)-Doméne folgen
Bindungsstellen fir Clathrin und AP-2, die C-terminale Doméne vermittelt die Clathrin-Aggregation.
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Dynamin

Dynamin besitzt eine der Schlisselfunktionen bei der Abschnirung Clathrin-umhullter und
anderer Vesikel von der Donormembran (Abb. 7). Im GTP-gebundenen Zustand bilden sich
aus den Dynamin-Tetrameren ringformige Strukturen um den Hals des abzuschnirenden
Veskels. Die einfacheren Modelle gehen davon aus, dald sich die Konformation dieser
ringférmigen Strukturen durch GTP-Hydrolyse wie eine Feder entspannt und das Vesikel so
von der Donormembran abgetrennt und freigesetzt wird. Neuerdings wird aber angenommen,
da3 Dynamin nicht als Mechanoenzym auf den Veskehals wirkt, sondern in
Ubereinstimmung mit der Funktion von GTPasen als molekulare Schalter im aktivierten
Zustand auf andere Proteine wirkt, die daraufhin die Veskelabtrennung vollziehen. Dafur
spricht auch die Beobachtung, dal3 Dynamin nicht alein, sondern zusammen mit
Amphiphysin und Endophilin in den ringférmigen Strukturen um den Vesikelhals gefunden
wird. Die Dynamin-Aktivitéat wird Gber den Oligomerisierungsstatus, Phosphoinositide und
weitere Protein-Bindungspartner wie Amphiphysin, Endophilin und Intersectin reguliert, die
Uber ihre SH3-Doménen an die Prolin-reiche Region von Dynamin binden (Schmid et al.,
1998; McNiven et a., 2000; Sever und Schmid, 2000).

Fir die Abschnirung synaptischer Vesikel ist Dynamin1l verantwortlich, wahrend die
weiteren Isoformen Dynamin 2 und 3 eine unterschiedliche Verteilung sowohl in Geweben
als auch innerhalb der Zellen aufweisen. Desweiteren kommen alle Isoformen in
unterschiedlichen Spleil3varianten vor (Schmid et al., 1998).

o .

Abb. 7. Strukturelle Darstellung von Dynamin. Die Aktivitét der N-terminalen GTPase-Domane wird durch die
GTPase-Effektor-Doméne (GED) reguliert, wéhrend die Pleckstrin Homologie- (PH-) Doméane und die Prolin-
reiche Region (PRD) fur die Wechselwirkungen mit verschiedenen Bindungspartner verantwortlich sind.

Synaptojanin

Synaptojanin ist eine Polyphosphoinositid-Phosphatase, die die Menge der an der Endocytose
beteiligten Phosphoinositide reguliert. Dazu besitzt das Protein zwel Inositol-Phosphatase-
Bereiche, die auf unterschiedliche Stellen des Inositolrings wirken, wodurch das
Hauptsubstrat PI(4,5)P, zu Phosphatidylinositol abgebaut wird (McPherson et al., 1996; Guo
et al., 1999). Da PI(4,5)P, positiv auf den Aufbau der Clathrin-Hdlle und auf die Bildung von
Actin-Filamenten wirkt (Arneson et al., 1999; Rohatgi et al., 1999), konnte Synaptojanin
daher enerseits fur eine Inhibition der Actin-Polymerisation in der Umgebung des
Membranbereichs der Vesikelabschnirung verantwortlich sein, wéhrend es fir das Ablosen
der Clathrin-Hulle vom freigesetzten Vesikel essentiell ist (Cremonacet al., 1999).
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Es existieren zwei Isoformen, Synaptojanin 1 und 2, die beide in mehreren Spleil3varianten
vorkommen. Die 145kDa Isoform von Synaptojaninl (Abb. 8) und Synaptojanin 2B
kommen hauptséchlich in Synapsen vor, wéhrend Synaptojanin2A an der auf3eren
Mitochondrienmembran lokalisiert (Haffner et al., 1997; Nemoto und De Camilli, 1999;
Slepnev und De Camilli, 2000). Synaptojanin bindet ebenso wie Dynamin sowohl an
Amphiphysin 1 und 2 als auch an die Mitglieder der Endophilin-Familie (Cestra et al., 1999).

Abb. 8. Schematische Darstellung der 145 kDa-Variante von Synaptojanin. Auf die N-terminale suppressor-of-
actin 1- (Sacl-) Homologie folgt eine 5'-Phosphatase-Doméne fir den Abbau von PI(4,5)P, und eine Prolin-
reiche Region, die Wechselwirkungen mit anderen Proteinen vermittelt.

Synapsin

Synapsin ist fur die Aufrechterhaltung des prasynaptischen Vesikelpools verantwortlich
(Abb. 9). Bel Stimulierung des Neurons verschmilzt nur ein Teil der synaptischen Vesikel mit
der Membran, die restlichen Vesikel werden als Reserve durch Synapsin an dem unterhalb der
Synapse liegenden Actin-Cytoskelett verankert (Greengard et al., 1993). Durch den Ca®*-
lonen-Einstrom, der fUr die Neurotransmitter-Abgabe verantwortlich ist, werden zusétzlich
verschiedene Kinasen aktiviert. Eine davon ist CaMKIl (Ca*/Calmodulin-abhangige
Kinasell), deren Substrat Synapsin nach einer Phosphorylierung Vesikel aus dem
Reservepool entld3t, die dann bel erneuter Stimulation mit der Membran verschmelzen
konnen (Llinas et a., 1985; Torri Tarelli et a., 1992).

Vesikel/
P S

Abb. 9. Moduldrer Aufbau von Synapsin. Sowohl die N-terminale (P1) als auch die C-terminale Domane (P2)
dienen der funktionalen Regulation Uber Phosphorylierung, wéhrend tber den mittleren Proteinbereich die
Bindung an Actin und die synaptischen Vesikel erfolgt.

Amphiphysin

Von Amphiphysin existieren zwel Isoformen, die hauptsachlich in Hirn exprimiert werden,
aber in unterschiedlichen Splei3formen auch in den meisten anderen Geweben vorkommen
(Wigge und McMahon, 1998). Heterodimeres Amphiphysin wird as multifunktionaler
Adapter angesehen, der sowohl die Proteine der Vesikelhille zur Membran als auch Dynamin
und Synaptojanin  zur Huille bringt. Die BAR-Doméne ermdoglicht einerseits
Oligomerisierung, andererseits die Bindung an die Membran (Slepnev et al., 1998; Ramjaun
et a., 1999; Take et a., 1999). Der mittlere Teil des Proteins bindet Clathrin und AP-2
(Ramjaun und McPherson, 1998; Slepnev et a., 2000), die SH3-Doméane ermdglicht die
Bindung an Synaptojanin und Dynamin (David et al., 1996, Abb. 10).
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Amphiphysin kommt zusammen mit Dynamin in den ringformigen Strukturen um den
Vesikelhals vor und kénnte den von Dynamin durch die GTP-Hydrolyse erzielten Effekt bei
Vesikelabschnlrung potenzieren (Takei et al., 1999). Zusétzlich gibt es Hinweise fir eine
regulatorische Funktion auf das Actin-Cytoskelett und auf eine Beteiligung an der
Signaltransduktion (Wigge und McMahon, 1998).

AP-2]
BAR -- SH3

Abb. 10. Modulérer Aufbau der Amphiphysine. Die N-terminale BIN-Amphiphysin-RVS- (BAR-) Doméne
dient der Heterooligomerisierung, wahrend die mittlere Region die Bindung an AP-2 und Clathrin und die
C-terminale SH3-Doméne die Interaktionen mit anderen Bindungspartner vermittelt.

Endophilin

Endophilin 1, 2 und 3 binden Uber ihre C-terminale SH3-Doméne im Gegensatz zu den
Amphiphysinen stéarker an Synaptojanin als an Dynamin (Micheva et a., 1997). Die
Endophilin/Dynamin-Interaktion beschleunigt die Abschnirung der Vesikel von der
Donormembran (Ringstad et al., 1999; Schmidt et al., 1999), die Endophilin/Synaptojanin-
Interaktion fuhrt zu einer verstérkten Hydrolyse von PI(4,5)P, durch Synaptojanin (Gad et al.,
2000). Der N-terminale Bereich bindet Lipide und besitzt Lysophosphatidylsiure-
Acyltransferase-  (LPAAT-)  Aktivitd, durch die aus Lysophosphatidylsdure
Phosphatidylsaure gebildet und die Krimmung der Membran verandert wird, wahrend die
zentrale coiled coil-Region eine Dimerisierung ermoglicht (Schmidt et al., 1999, Abb. 11).

Abb. 11. Doménenstruktur der Endophiline. Die N-terminale Hélfte des Proteins besitzt LPAAT-Aktivitét,
wahrend die mittlere coiled coil-Region eine Dimerisierung und die C-terminale SH3-Doméne die Interaktionen
mit anderen Proteinen vermittelt.

I ntersectin

Intersectin ist ein grof3es Strukturprotein mit zwei Epsin-bindenden EH-Doménen (Hussain et
al., 1999; Sengar et a. 1999), einem coiled-coil Bereich, der Dimerisierung,
Heterodimerisierung mit Epsl5 und die Bindung an SNAP25 ermdglicht (Okamoto et al.,
1999; Sengar et a., 1999), und funf SH3-Domanen, Uber die die Bindung an Dynamin,
Synaptojanin, Synapsin und mSos erfolgt (Roos und Kelly, 1998; Sengar et al., 1999; Tong et
a., 2000b). Die Synapsen-spezifische Spleil3variante enthdt im C-Terminus zusétzlich eine
Dbl-Doméne, die die Actin-Polymerisation stimuliert, und eine Lipid-bindende PH-Domane
im C-Terminus (Hussain et a., 1999, Abb. 12).
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Aufgrund seiner vielfdltigen Interaktionen konnte Intersectin sowohl am Hullenaufbau
beteiligt sein und die Funktion der endocytotischen Proteine regulieren as auch
Umstrukturierungen des Actin-Cytoskel etts und die Signaltransduktion koordinieren (Slepnev
und De Camilli, 2000).

] .o SH3 @ sH3 @ sSH3 @ SH3 @ SH3 ‘w

Abb. 12. Doméanenstruktur von Intersectin. Die beiden N-terminalen EH-Doméanen ermdglichen eine Bindung an
Epsin, wahrend der coiled coil-Bereich eine Dimerisierung bzw. Heterodimerisierung mit Epsl5 vermittelt. Die
funf C-terminalen SH3-Doménen interagieren mit einer Vielzahl anderer Proteine. Die C-terminalen Dbl- und
PH-Doménen kommen nur in der neuronalen Spleildvariante vor. Die Dbl-Doméne stimuliert die Actin-
Polymerisation, wahrend die PH-Doméne eine Bindung an Lipide ermdglicht.

Epsl5

Epsl15 bindet Uber seine C-terminalen DPF-Motive an die Ohr-ghnliche Doméane von AP-2
(Benmerah et al., 1996; lannolo et a., 1997), lokalisiert an den Aul3enbereichen der sich
bildenden Clathrin-Hille (Tebar et a., 1996) und konnte daher AP-2 an die Membran
rekrutieren. Als Substrat der EGF-Rezeptor-Tyrosin-Kinase koénnte Epsl5 zusétzlich als
Adapter fur die Rekrutierung von EGF-Rezeptoren in Vesikel dienen (Torrisi et al., 1999).
Das Protein bildet Dimere und Heterodimere mit Intersectin (Salcini et al.,1999; Sengar et al.,
1999), wahrend die drei N-terminaen EH-Doménen die Bindung an Epsin und die nicht-
neuronalen Formen von Synaptojanin vermitteln (Haffner et al., 1997; Chen et a., 1998,
Abb. 13).

COECREPe | T .

Abb. 13. Modulé&rer Aufbau von Epsl5. Die drei N-terminalen EH-Doménen binden Epsin und Synaptojanin,
wéahrend die coiled coil-Region sowohl eine Homodimerisierung as auch eine Heterodimerisierung mit
Intersectin ermdglicht. Uber die C-terminalen DPF-Motive erfolgt die Bindung an AP-2.

1.4 Endocytose und das Actin- und Tubulin-Cytoskel ett

Die Abschniirung eines Vesikels und das Entfernen seiner Proteinhilleist nur der erste Schritt
im komplexen Vorgang des Veske-Transports. Bevor Vesikel mit ihrer Zielmembran
fusionieren konnen, missen sie, manchmal sogar durch die gesamte Zelle, zu dieser
transportiert werden. Fur den Transport entlang der Mikrotubuli sind schon lange Motor-
Proteine wie Dynein und Kinesin bekannt, der Transport entlang der Actin-Filamente erfolgt
durch nicht-muskuldre Myosin-lsoformen (Langford, 1995; Allan und Schroer, 1999). Diese
Transportwege konnen aber nur einen Teil des Wegs abdecken, da Mikrotubuli nicht bis zur
Plasmamembran reichen und Actin-Filamente nur an spezifischen Strukturen, den
Fokalkontakten, an die Plasmamembran binden.
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Fir eine Beteiligung des Actin-Cytoskeletts an den ersten Schritten des Vesikeltransports
direkt nach der Abschntirung von der Plasmamembran gibt es zwel unterschiedliche Theorien.
Zum einen konnte ein verknlpftes Actin-Netzwerk, das sich innerhalb der endocytotischen
Zone bildet und in Richtung Cytoplasma treibt, die neu abgeschnirten Vesikel einfangen und
so von der Plasmamembran weg transportieren. Fir den alternativen Weg der
Vesikelbewegung Uber sogenannte ,actin comet tails' gibt es seit kurzer Zeit erste Beweise,
Man geht davon aus, dal3 Actin am neu gebildeten Vesikel polymerisiert und dadurch dessen
Transport in Richtung des Zellinneren antreibt (Merrifield et a., 1999), vergleichbar mit den
Vorgangen, mit denen sich Listeria und Shigella bel einer Infektion durch eine Zelle
bewegen. Diese Bakterien exprimieren auf ihrer Oberflache Proteine, die die, actin nucleation
factor’ der Wirtszelle rekrutieren und so eine polarisierte Actin-Polymerisation an einer Seite
des Bakteriums ausldsen, aufgrund derer sie sich an der Spitze dieser ,comet tail’ -genannten
Struktur durch die Zelle bewegen (Machesky, 1999).

Vor kurzem konnte bel der Pinocytose in Mastzellen gezeigt werden, wie sich an den
abgeschnirten Vesikeln ,comet tails' gebildet und die Vesikel von der Plasmamembran weg
angetrieben haben. Fur die Bildung pinocytotischer Vesikel fusionieren Membranen in
,membrane ruffle’ -Strukturen miteinander, wodurch ,actin nucleation factor’ an diesen
Stellen konzentriert werden. An der Plasmamembran-nahen Seite der aufgenommenen
Veskel kommt es dann zu einer lokalen Actin-Polymerisation, die die Vesikel in das
Zéellinnere transportiert, von wo sie dann entlang der Mikrotubuli zu ihrem Zielort gelangen
(Merrifield et a., 1999). Diese Vorgange deuten zum ersten Ma darauf hin, dal3 Listeria und
Shigella fur ihre Fortbewegung Parasiten-typisch lediglich bereits in der Zelle etablierte
Transportwege mi3rauchen und keine neuen erschaffen.

Die Bildung der ,actin comet tails bel Endo- und Lysosomen ist abhangig von N-WASP,
einem Bindungspartner des die Actin-Polymerisation stimulierenden Arp2/3-Komplexes. In
Xenopus Oocyten lokalisiert N-WASP an jedem Uber ,comet tails angetriebenen Vesikel,
was eine Regulation des Prozesses Uber die N-WASP-aktivierende GTPase Cdc42
ermoglicht. Zusétzlich scheint dieser Transport PK C-abhangig zu sein. Diese Kinasen konnen
ihrerseits durch Phospholipide, Diacylglycerol und/oder Ca*-lonen aktiviert werden und
eventuell fir die Rekrutierung von N-WASP an das Vesikel verantwortlich sein. Fir eine
mogliche Regulation kénnten aktivierte PKCs den GEF fur Cdc42 phosphorylieren und somit
aktivieren. Dieser wirde Cdc42 in die GTP-gebundene aktive Form tUberfuhren, die wiederum
N-WASP bindet und aktiviert. Nach dessen Lokalisation an die Vesikelmembran stimuliert
N-WASP Uber den Arp2/3-Komplex die Actin-Polymerisation, tber die sich das Vesikel in
die Zelle bewegt (Taunton et al., 2000).

Dieser mogliche Transportweg scheint in der Zelle weit verbreitet zu sein. GTP-Cdc42 bindet
an die gCOP-Untereinheit von Coatomer und konnte so N-WASP fiur einen Actin ,comet
tail’-abhangigen Transport von COPI-Vesikeln rekrutieren (Wu et al., 2000). Auch ein
Transport der sich von ,lipid rafts' abschnirenden Vesikel erfolgt durch ,actin comet tails',
Diese Veskel enthalten hohe Konzentrationen der PI(4,5)P,-bildenden Typ I-
Phosphatidylinositol-Phosphat-5-Kinase und an Phosphotyrosin-Proteinen. Durch die
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Bindung an die Phosphotyrosin-Proteine und PI(4,5)P, wird das zu N-WASP homologe
WASP aktiviert und 16st die Arp2/3-abhéngige Actin-Polymerisation aus. ,Actin comet tails
scheinen daher auch einen Weg fir den ,lipid raft’-abhangigen Vesikel- und apikalen
Membrantransport zu bieten (Rozelle et al., 2000).

Die Bewegung Uber actin comet tails' konnte desweiteren die Effizienz des Vesikeltransports
vor alem in grof3en, eher dreidimensionalen Zellen wie den Xenopus Oocyten erhdhen.
Mikrotubuli vermitteln zwar den gerichteten Transport von Endo- und Lysosomen Uber weite
Strecken, konnten aber in grof3en Zellen trotz ihrer hohen Dynamik nicht fir eine vollstandige
Abdeckung aller Zellbereiche ausreichen. Der vielleicht als ATP-abhangige Diffusion zu
betrachtende ungerichtete Vesikelantrieb Uber ,actin comet tails konnte daher mit den
Mikrotubuli zusammenarbeiten, um Vesikel in ale Bereiche der Zelle zu transportieren
(Taunton et al., 2000).

1.5 Regulation desintrazelluléren Vesikeltransports

Aufgrund seiner Komplexitét unterliegt jeder Schritt des intrazelluldren Vesikeltransports
zahlreichen Regulationsmechanismen. Wichtige Modulatoren sind dabei Lipide wie
Phosphoinositide, deren Konzentration von Kinasen und Phosphatasen reguliert wird. Auch
der Phosphorylierungszustand der beteiligten Proteine ist fur den Ablauf und die Regulation
des Vesikeltransports entscheidend. Die meisten der am Vesikeltransport beteiligten Proteine
scheinen Phosphoproteine zu sein, wobel im Gegensatz zur phosphorylierungsabhangigen
Aktivierung intrazelluldrer Signaltransduktionswege die Dephosphorylierung dieser Proteine
fur die Auslésung der Endocytose nétig ist, obwohl beide Bereiche von Kinasen wie PKC,
CK2 und CaMKII reguliert werden. Viele Schritte sind von GTPasen abhangig, deren
Aktivitét durch ihre GEFs und GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) reguliert wird (Llinés et
al, 1985; Robinson et a., 1998; Slepnev et a., 1998; Chen et a., 1999; Cotlin et al., 1999;
Hannah et al., 1999; Turner et al., 1999; Takai et al., 2001).

Vor alem beim synaptischen Vesikeltransport besitzt die Ca?*-Konzentration einen groRen
EinfluR. Ca*-lonen strémen aufgrund eines Stimulus in die Nervenzelle ein, woraufhin die
synaptischen Vesikel mit der Plasmamembran verschmelzen. Durch die Ca®*-lonen wird die
Phosphatase Calcineurin aktiviert, die daraufhin Dynamin, Synaptojanin und Amphiphysin
dephosphoryliert. Dadurch werden die an der Endocytose beteiligten Proteine aktiviert und
die kompensatorische Clathrin-vermittelte Endocytose ermoglicht (Robinson et a., 1994,
Marks und McMahon, 1998; Slepnev et al., 1998; Chen et a., 1999). Zusétzlich scheint eine
Ca’*-abhangige Interaktion von Dynamin mit dem Vesikelprotein Synaptophysin einen
Clathrin-unabhangigen Weg der Vesikelaufnahme zu ermoglichen, bei dem sich ebenfalls
Dynamin bei hohen Ca’*-Konzentrationen um den Vesikelhals windet. Sinkt die Ca’'-
Konzentration, kann Dynamin das gebundene GTP hydrolysieren und die Vesikel werden
abgetrennt (Daly et al., 2000).
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Ein weiterer wichtiger Effektor ist Pl(4,5)P,, der unter anderem die Bildung der Clathrin-
Hulle reguliert (Jost et al., 1998; Corvera et al., 1999) und die Organisation des Actin-
Cytoskelett beeinflufdt (Sakisaka et al., 1997). Da Synaptojanin die PI(4,5)P,-Konzentration
reguliert, wirkt es auch entscheidend auf die dartiber vermittelten Vorgange (McPherson et
al., 1996; Guo et a., 1999).

Fur die Verschmelzung synaptischer Veskel mit préasynaptischen Membranen scheinen,
neben Synapsin und PKC auch 14-3-3-Proteine essentiell zu sein (Broadie et a., 1997;
Stevens und Sullivan, 1998). Die Identitét der durch PKC phosphorylierten Proteine, die die
Abgabe von Neurotransmittern regulieren, ist noch nicht geklart, ihre Aktivitat konnte aber
Uber 14-3-3-Proteine reguliert werden, die ihrerseits Signalwege Uber die Bindung an Serin-
phosphorylierte Proteine beeinflussen (Morgan und Burgoyne, 1992; Roth und Burgoyne,
1995).

Das wichtigste Ziel fur das genaue Verstdndnis des Veskeltransports ist neben der
Identifikation aler beteiligten Faktoren die Aufklarung ihrer prézisen Funktionsweise, der
Abfolge ihrer Aktionen innerhalb des Prozesses und ihrer gegenseitigen Regulation. Proteine,
die entweder SH3- oder EH-Doménen und/oder NPF-Motive enthalten, sind potentielle
Kandidaten bei der Suche nach Proteinen, die an endocytotischen Prozessen beteiligt sein
konnten. Einige dieser Proteine sind sowohl an der Endocytose als auch an der
Signalweiterleitung in der Zelle und der Regulation des Cytoskeletts beteiligt.

1.6 PACSIN 1

Nach einer L&sion des entorhinalen Cortex konnte aus einer subtraktiven Maus-cDNA-Bank
das neurospezifische PACSIN 1 isoliert werden, dessen Expressionsrate wahrend der
Entwicklung korrelierend mit der neuronalen Differenzierung ansteigt und wéhrend
Rgenerationsprozessen drastisch reduziert wird. PACSIN 1 besitzt mehrere potentielle
Phosphorylierungsstellen fir PKC und CK2 (Abb. 14) und stellt ein in vitro-Substrat dieser
Kinasen dar. Die zusétzlich nachgewiesene in vivo-Phosphorylierung 183t eine funktionale
Regulation Uber den Phosphorylierungszustand des Proteins vermuten (Plomann et al., 1998).

PACSIN 1 besitzt einen moduldren Aufbau mit einer N-terminalen potentiellen Cdcl5p-
N-terminalen- (CDC15-NT)-Doméne unbekannter Funktion (PROSITE Datenbank, Bucher
und Bairoch, 1994), die zuerst im S. pombe Protein Cdc15p beschrieben wurde (Fankhauser et
a., 1995) und laut den Coil- und Paircoil-Programmen einen potentiellen coiled-coil Bereich
einschlief (Lupas et a., 1991; Berger et al., 1995). Den C-Terminus bildet eine
Src Homologie 3- (SH3)-Domane, die eine Bindung an Prolin-reiche Motive anderer Proteine
ermoglicht (Cohen et al., 1995). In dem Bereich zwischen der CDC15-NT- und der SH3-
Doméne befinden sich eine 14-3-3-Bindungsstelle, die eine phosphorylierungsabhangige
Interaktion mit 14-3-3-Proteinen ermdglicht (Muslin et al., 1996), und zwel Asparagin-Prolin-
Phenylalanin- (NPF)-Motive, die Bindungsmotive fur Epsl5-Homologie- (EH)-Domanen
darstellen (Salcini et a, 1997, Abb. 14).
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Abb. 14. Doménenstruktur von PACSIN 1. Die N-terminale CDC15-NT- und die C-terminale SH3-Domane
sind als abgegrenzte Bereiche dargestellt. Der Bereich der potentiellen coiled-coil Region (CC) innerhalb der
CDC15-NT-Doméne ist hell hervorgehoben. In der zwischen den Doméanen liegenden variablen Region sind die
14-3-3-Bindungsstelle und die NPF-Motive hervorgehoben. Die durch Computeranal yse gefundenen potentiellen
Phosphorylierungsstellen sind mitsamt Aminosaureposition fir CK2 (grau) unterhalb, fur PKC (grin) und das
potentiell phosphorylierte Tyrosin (gelb) oberhalb der Doménenstruktur angegeben.

Das gpéter beschriebene Syndapin | ist das Ratten-Homolog von PACSIN 1 und interagiert in
Synapsen sowohl mit Proteinen des Clathrin-vermittelten Vesikeltransports als auch mit
N-WASP, dessen Aktivitdt das Actin-Cytoskelett reguliert.  Aufgrund dieser
Wechselwirkungen wird Syndapin | als Verbindung zwischen den Vorgangen der Endocytose
und der Regulation des Actin-Cytoskel etts angesehen (Qualmann et a., 1999)

Desweiteren wurde in Huhn ein zu PACSIN 1 verwandtes Protein, FAP52, beschrieben, das
zwar einen identischen moduléren Aufbau besitzt, im Gegensazu zum neurospezifischen
PACSIN 1 aber ubiquitér exprimiert wird (Merildinen et al., 1997).
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte Uber verschiedene Ansétze versucht werden, die Funktion von
PACSIN 1 sowie dessen Regulation zu charakterisieren.

Da die funktionale Regulation vieler Proteine Uber deren Phosphorylierungszustand erfolgt,
kann eine Identifikation der beteiligten Kinasen Hinweise auf eine mogliche Funktion des
Proteins geben. Die PACSIN 1-Sequenz enthdt nicht nur mehrere potentielle
Phosphorylierungsstellen, fur das Protein konnte bereits eine invitro- und invivo-
Phosphorylierung gezeigt werden (Plomann et a., 1998). Daher sollten invitro-
Phosphorylierungsstudien mit verschiedenen Kinasen enerseits die exakten Aminosaure-
Positionen der Phosphorylierung ermitteln und andererseits die Spezifitét verschiedener
Kinasen fur die einzelnen Positionen ermitteln.

Zusétzliche Informationen Uber die Funktion eines Proteins koénnen haufig Uber die
interagierenden Proteine ermittelt werden. PACSIN 1 besitzt sowohl zwei NPF-Motive, die
eine Bindung an EH-Doménen-Proteine ermoglichen (Salcini et al., 1997), as auch eine
CDC15-NT-Doméne, fur die bislang noch keine Funktion bekannt ist. Eine Charakterisierung
der Bindungsspezifitéten dieser Sequenzbereiche kdnnte daher weitere funktionale Daten Uber
PACSIN 1 erbringen.

Fur diein PACSIN 1 enthaltene potentielle 14-3-3-Protein-Bindungsstelle ist eine funktionale
Regulation Uber Phosphorylierung bekannt (Muslin et al., 1996). Daher sollte eine mogliche
Interaktion mit dieser Protein-Familie untersucht werden, um auf diesem Weg Hinweise auf
eine phosphorylierungsabhangige funktionale Regulation von PACSIN 1 zu erhalten.

Die fur Syndapin| beschriebene Verbindung zu Clathrin-vermittelten endocytotischen
Prozessen wird Uber dessen SH3-Doméne vermittelt (Qualmann et al., 1999). Da PACSIN 1
und Syndapin | homologe Proteine in unterschiedlichen Spezies sind, sollte versucht werden,
die fur Syndapin| beschriebenen Interaktionen auf PACSIN 1 zu Ubertragen und so eine
Funktion beim Clathrin-vermittelten Vesikeltransport nachzuweisen.

Das in Huhn ubiquitdr exprimierte FAP52 (Meriléinen et al., 1997), das ein verwandtes
Protein zu PACSIN 1 darstellt, weist auf die Existenz mindestens einer zusétzlichen PACSIN-
Isoform mit unterschiedlichem Expressionsmuster hin. Daher sollte versucht werden,
zusétzlich existierende PACSIN-Isoformen zu isolieren und ihre Expressionsmuster zu
charakterisieren.

Die funktionale Analyse potentieller weiterer PACSIN-Isoformen sollte Uber eine
Charakterisierung ihrer Bindungspartner und die Ubertragung der fiir PACSIN 1 gefundenen
Ergebnisse erfolgen, um sowohl Gemeinsamkeiten als auch Spezialisierungen der Isoformen
auf bestimmte Funktionen zu ermitteln.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Chemikalien wurden, wenn nicht anders im Text vermerkt, von den Firmen Merck Eurolab
GmbH (Lohmar, Deutschland), Serva Elektrophoresis GmbH (Heidelberg, Deutschland),
Fluka oder Sigma (beide Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) bezogen und besal3en den
Reinheitsgrad , pro analys’.

Alle Loésungen und Reaktionen wurden mit Millipore-Wasser (Milli-Q PF Plus System,
Millipore Corp., Bedford, MA, USA) angesetzt, sofern nichts anderes angegeben ist.

Falls nicht anders aufgefiihrt, beziehen sich alle Angaben auf Raumtemperatur (RT, 22-25°C).

211 Puffer und L 6sungen
Biotin-X-NHS-L 6sung 1 mg/ml in DMSO

50x Denhardt’s Reagenz 5% (w/v) Ficoll (Typ 400, Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden)
5% (w/v) Polyvinylpyrrolidon
5% (w/v) BSA

Formamid-Mix 50% (v/v) Formamid
5x SSPE
1,5% (w/v) SDS
5x Denhardt’ s Reagenz

GIT-Puffer 4 M Guanidinthiocyanat
25 mM Natriumcitrat (pH 7,0)
0,5% (w/v) N-Laurylsarcosin
100 mM b-Mercaptoethanal

HBS-Puffer (pH 7,4) 20 mM HEPES
150 mM NaCl

|H-Puffer (pH 7,6) 50 mM Tris
150 mM NaCl

10% (wi/v) Parafor maldehyd-Stockldsung

10 g Paraformaldehyd werden mit PBS auf 90 ml aufgefullt und die Suspension auf 60°C
erwadrmt. NaOH wird tropfenweise unter Rihren zugegeben, bis sich das Paraformaldehyd
gelost hat. Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt, die Losung mit PBS auf 100 ml aufgefillt
und bei 4°C gelagert.
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PBS-Puffer (pH 7,4) 140 mM NaCl
10 mM KCI
8 MM NaHPO,
2mM KH,PO,

PD-Puffer (pH 7,4) 10 mM HEPES
150 mM NaCl
1mM EGTA
0,2 mM MgCl;

PKC(a, b, g-Phosphorylierungsmix (pH 7,0)
12,5 mM HEPES
12,5 mM MgCl,
0,75 mM CaCl,
2,5 mg Phosphatidylserin pro pg Substrat
50 ng PMA pro ug Substrat
125 mM ATP-Mix mit 5,55 kBq [¢->*P]ATP

PK Cz-Phosphorylierungsmix (pH 7,5)
50 mM Tris/HCI
12,5 mM MgCl,
2mM EGTA
125 mM ATP-Mix mit 5,55 kBq [¢-?P]ATP

20x SSC (pH 7,5) 3M NaCl
0,3 M Trinatriumcitrat

20x SSPE (pH 7,5) 3M NaCl
200 mM NaH,PO,
20 MM EDTA

TBS-Puffer (pH 7,4) 50 mM Tris-HCI
150 mM NaCl

Tetramethylbenzidin 20 mg/ml in DM SO

212 Enzyme

Alle Restriktions- und DNA-modifizierenden Enzyme wurden von der Firma New England
Biolabs, Beverly, MA, USA bezogen und mit den mitgelieferten Puffern unter den

vorgegebenen Bedingungen eingesetzt.

Die Enzyme fUr die Phosphorylierungsstudien wurden von Calbiochem (PKCz), Biomol
(PKCa, b, g9 und New England Biolabs (CK2) bezogen. Fir die Phosphorylierungsstudien

mit CK2 wurde der mitgelieferte Puffer verwendet.
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213  BiologischesMaterial
2.1.3.1 E. coli-Bakterien-Stamme

BMH 71-18 mutS (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA, USA)
thi-1, supE, D(lac-proAB), mutS::Tn10, F [proAB”, lacl9ZDM 15]

DH5a (Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
F f80lacZDM15 D(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(rk’, mk*) phoA supE44
thi-1 gyrA96 relAl tonA

BL 21 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA)

F ompT hsdSB (rB-mB°) gal dcm (DE3) pLysS (CamR)

BNN132 (Clontech)

endA1 gyr96 hsdR17 relAl supE44 thi D(lac-proAB) [F traD36 proAB™ laclZ DM15] | KC
(kan-cre)

DH10B (Life Technologies)

F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80dlacZDM15 DlacX74 deoR recAl araD139
D(ara, leu)7697 galU galK | ~ rspL nupG

2132 Hefen

Y 187 (Clontech)

MATa, ura 3-52, his 3-200, ade 2-101, trp 1-901, leu 2-3, 112, gal4D, met”, gal80D,
URA3::GAL1yas-GAL 1raTa-lacZ

Y 190 (Clontech)

MATa, ura 3-52, his 3-200, lys 2-801, ade 2-101, trp 1-901, leu 2-3, 112, gal4D, gal80D,
cyh'2, LY S2:GAL1YA5-HIS3raTa-HIS3, URA3:GAL 1yas-GAL 11aTa-lacZ

2.1.3.3 Eukaryotische Zellen

Primare Neur onenkulturen

Priméare Hippocampus-Neuronen aus Ratte (embryonaer Tag 18)

Die in dieser Arbeit verwendeten Kulturen wurden von Frau Dr. B. Witter (Institut for
Anatomie 2, Koln) zur Verfligung gestellt.

NIH 3T3
Embryonale Fibroblasten-Zellinie aus Maus (Jainchill et al., 1969)

C2
Myoblasten-Zellinie aus Maus (Blau et al., 1983)

2.1.34 Paraffinschnitte

Sagitale Schnitte von adulten Rattenhirnen mit einer Dicke von 10 um wurden von Frau
Priv.-Doz. Dr. A. Wevers (Institut fir Anatomie 2, Koln) zur Verfligung gestellt.
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214 Banken

Maus-Hirn MATCHMAKER cDNA-Bank (MH4008AH, Clontech)

Die zugrunde liegende RNA wurde aus méannlichen BALB/c-Mausen im Alter von 9 bis 12
Wochen isoliert und die cDNA mit einem poly(T)-Primer amplifiziert. Die cDONAswurden 5
Uber einen EcoRI-Linker und 3' tiber eine im poly(T)-Primer enthaltene Xhol-Schnittstelle in
den pACT2-Vektor kloniert. Die Vektoren sind in den E. coli-Stamm BNN132 transformiert.

Maus-cDNA-Bank aus Embryonen (Tag 9 p.c.) (Bank Nr. 599, RZPD)

Die Klone der Bank sind auf 4 Filtern a's einzelne Punkte aufgetragen. Die zugrunde liegende
RNA wurde aus ganzen Embryonen des Stammes C57B16 x DBA isoliert und mit einem
oligo(dT)-Primer in cDNA umgeschrieben. Als positiv befundene Klone kénnen vom RZPD
geordert werden und sind Notl/Sall in den pSV Sport1-Vektor kloniert. Die Vektoren sind in
den E. coli-Stamm DH10B MaxEfficiency (Life Technologies) transformiert.

215 Sonden

PACSIN 1 aus Maus nt 1-1666 der cONA

PACSIN 2 aus Maus nt 106-602 der cDNA

PACSIN 3 aus Maus nt 128-1808 der cDNA

humanes PACSIN 2 nt 7-500 der cDNA

humanes PACSIN 3 nt 1-394 der cDNA
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 600 nt-Fragment aus Mensch

216  Antikorper
21.6.1 Erstantikorper
Antiseren gegen PACSIN-Isoformen

Immun- Immun-
Quelle Wirt Western Blot fluoreszenz histochemie

Antiserum gegen .

PACSIN 1 eigen Kaninchen 1:15000
Antiserum gegen .

PACSIN 2 eigen Kaninchen 1:15000
Antiserum gegen .

PACSIN 3 eigen Kaninchen 1:5000
Antiserum gegen .
PACSIN 1 (aff.) eigen Kaninchen 1:5000 1:100 1:25
Antiserum gegen .
PACSIN 2 (aff.) eigen Kaninchen 1:5000 1:100 1.25
Antiserum gegen .
PACSIN 3 (aff.) eigen Kaninchen 1:2000 1:100 1:25

Tab. 1. Tabellarische Auflistung der Antiseren gegen die PACSIN-Isoformen mit Angaben zu Wirtstieren und
verwendeten Verdinnungen in den aufgefihrten Anwendungen. Die Bezeichnung (aff.) bezeichnet die
affinitétsgereinigten Antiseren gegen die PACSIN-Isoformen. " Die Angabe eigen bedeutet, dal3 die Antigene
selbst hergestellt und die Immunisierungen durch die Firma Pineda, Berlin, durchgefihrt wurden.
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Weitere Antiseren und Antikor per

Quelle Wirt Western Blot Immunfluoreszenz
14-3-3 b Santa Cruz ® Maus 1:1000
Actin Santa Cruz Maus 1:100
Actin Sigma Maus 1:200
Clathrin Transduction Laboratories ° Maus 1:1000
Clathrin Oncogene ° Maus 1:50
Dynamin Transduction Laboratories Maus 1:5000 1:50
HA Roche ° Ratte 1:500
HA-HRP Roche Ratte 1:500
mSosl P. S. McPherson Kaninchen 1:2000
Myc 9E10 Santa Cruz Maus 1:1000 1:100
Myc A-14 Santa Cruz Kaninchen 1:3000 1:1000
N-WASP H. Miki Kaninchen 1:3000 1:250
Profilin | W. Witke Kaninchen 1:1000
Profilin 11 W. Witke Kaninchen 1:1000
PY20 Transduction Laboratories Maus 1:1000
Synaptojanin 1 P. S. McPherson Kaninchen 1:1000
a-Tubulin Amersham® Maus 1:1000 1:100

Tab. 2. Tabellarische Auflistung der zusétzlich verwendeten Antiseren und Antikdrper mit Angaben zu
Wirtstieren und verwendeten Verdiinnungen in den aufgefiihrten Anwendungen. Das Antiserum gegen N-WASP
wurde freundlicherweise von Dr. H. Miki (Tokyo, Japan), die Antiseren gegen Profilin| und 1l von Dr. W.
Witke (Rom, Italien) und die Antiseren gegen mSosl und Synaptojanin 1 von Dr. P. S. McPherson (Montredl,
Kanada) zur Verfiigung gestellt. @Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA, ° Transduction
Laboratories, Lexington, KY, USA, °Oncogene Research Products, Cambridge, MA, USA und °Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland, ® Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland.

21.6.2 Zweitantikorper
Quelle Wirt Antigen Markierung Western Blot | Immunfluoreszenz
DAKO ? Schwein Kaninchen-Ig HRP 1:3000
DAKO Kaninchen Maus-Ig HRP 1:3000
Jackson” Ziege Kaninchen-Ig Cy3 1:400
Jackson Ratte Maus-Ig Cy3 1:400
Jackson Ziege Ratte-Ig Cy3 1:200
Molecular Probes ° Ziege Kaninchen-Ig Alexa488 1:1000
Molecular Probes Ziege Maus-Ig Alexa488 1:1000
Molecular Probes Ziege Ratte-Ig Alexa488 1:1000

Tab. 3. Tabellarische Auflistung der verwendeten Zweitantikfrper mit Angaben zu Wirtstieren, Spezifitét,
gekoppelten Enzymen bzw. Chromophoren und verwendeten Verdiinnungen in den aufgefuhrten Anwendungen.
ADAKO A/S, Glostrup, Déanemark, ® Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA und
¢ Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA.

Ergebnisse

26




2.1.6.3 Streptavidin-Konjugate

Quelle Avidin-Art Markierung ELISA Immunfluoreszenz
Amersham ? Streptavidin HRP 1:1000
Sigma Extravidin TRITC 1:200

Tab. 4. Tabellarische Auflistung der verwendeten Streptavidin-Konjugate zum Nachwelis biotinylierter Proteine
mit Angaben zur Avidin-Art, dem gekoppelten Enzym bzw. Chromophor und den verwendeten Verdinnungen
in den aufgefiihrten Anwendungen.  Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland.

2.1.7 Vektoren
2.1.7.1 Klonierungsvektoren

pBluescript KS (Stratagene GmbH, Heidelberg, Deutschland)
pBluescript SK(-) (Stratagene)

pT7T3D-Pac (M. B. Soares)

Lafmid BA (M. B. Soares)

pSV Sportl (Life Technologies)

2.1.7.2 Expressionsvektoren

pAS2-1 (Clontech)
pACT2 (Clontech)
pcDNA3 (Invitrogen) (mit eingeflgter Myc-Sequenz)
Nach der HindlI1-Schnittstelle des Polylinkers wurde folgende Sequenz eingefiigt

5 — GCC ACC ATG CCG GAG CAG AAG CTG ATA TCC GAG GAG GAC CTG GCC ATG G — &
3 — CGG TGG TAC GGC CTC GIC TTC GAC TAT AGG CTC CTC CTG GAC CGG TAC C - 5

pcDNA3 (Invitrogen) (mit eingefligter HA-Sequenz)
Nach der Kpnl-Schnittstelle des Polylinkers wurde folgende Sequenz eingefiigt

5 — GCC ACC ATG GCT TAC CCA TAC GAT GIT CCA GAT TAC &CT - 3
3 — CGG TGG TAC CGA ATG GGTT ATG CTA CAA GGT CTA ATG CGA - 5’

pMyc-CMV (Clontech)
pHA-CMV (Clontech)
pDsRed1-N1 (Clontech)
pPGEX-2T (Pharmacia)
pPGEX-3X (Pharmacia)
GFP-Endo (Clontech)
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2.1.8 Primer

2181 Seguenzierungsprimer

universelle Primer
T3
T7
Sp6
pcDNA3
pGEX
pAS2-1
pACT2
pDsRed1-N
pCMV

ATT AAC CCT CAC TAA AGG (A — &

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG - &

GAT TTA GGI' GAC ACT ATA G - 3

AGA GAA CCC ACT GCT TAC TG — &

G3C CTG GCA AGC CAC GIT TGG TG - 3

TCA TCG GAA GAG AGT AG - 3

TAC CAC TAC AAT GGA TG - 3

GITA CTG GAA CTG GGG GAA CAG - 3

GAT CCG GTA CTA GAG GAA CTG AAA AAC - 3

Dieser Primer wurde fir die Sequenzierung von pMyc-CMV- und pHA-CMV -
Konstrukten benutzt.

PACSIN 2-spezifische Primer

P2s189
P2as306
P2s744
P2s771
P2s1044

GGT TTT ACA CAT CIG ACC CC - &
CAG AAG CTG TCG CTG GAC AC — &
AGG AGA AGC TGG CCA TCT CC — 3
TTG GAT CTG TCC AAT GIG GC - 3
CCA TTT ACC GGG ACGC TGG AG - 3

PACSIN 3-spezifische Primer

P3s70
P3as148
P3as393
P3s398
P3s796
P3as881
P3s1094
P3as1120
P3as1400

.
.
.
.
.
.
.
.
.

GGI CCT GAA AGT GAT CTG (A — 3
CCT CTG GAG CCA TGG TAT CC - &
AGI GAA GAA GEC ATG CCA GG - &
CTG AGA G&C TGA GCG ACGC TG — 3
ATG GAG GAC ATG GAG CAG &C - 3’
AGG GTG AGC AAG ACA TCC TT — &
CAG ATG AGG TTA CTC TGA CC - &
CAA TGC TGG TCA GAG TAA CC - &
ACA CAT TCT ACG TAA TTG GC - 3

2.1.8.2 Primer flr gerichtete Mutagenesen

Selektionsprimer
TransSCA
TransSCS
SelecAflllI

5!
51
51

GIG ACT GGT GAG GCC TCA ACC AAG TC - 3
CAC TGA CCA CTC CGG AGT TGG TTC AG — 3
CAG GAA AGA AGA TCT GAG CAA AAG - 3
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Mutationsprimer
PACSIN 1
PACSIN 1 N364D
5 - GAT GAG AGC GGG GAT CCC TTC GG G&C — 3
PACSIN 1 N376D
5 - CCA ATG GIG GCG CGG ATC CCT TCG AGG — 3
PACSIN 1 T86A
3 — GBC GIG GGG GGC CAT GAT GCC CGA AGC AGA TA - &’
PACSIN 1 S174A
3" — CAT GAC CCG CGA GAT GAC CCC TAA GAC AGA G - 5’
PACSIN 1 S345A
3" — GAC CGI GCGC AGT GIT GCT AGC TAT GAC CGA GC - &’
PACSIN 1 S358A
3" — ACA TAT GCC ACC GAA TGG GCA GAC GAT GAG AC - &
PACSIN 1 P434L
5 - GBC CTC TAT CTC GCG AAC TAC GIT G - 3

PACSIN 2

PACSIN 2 F364Y

5 - GCT ACA ACC CGT ACG AGG ACG AGG — 3
PACSIN 2 F407Y

5 - GIC TAA CAA CCC GTA CTC CTC CAC G — &
PACSIN 2 N417D

5 - GGG GAT TCG GAT CCA TTT GAT GAG — 3’
PACSIN 2 P478L

5 - GEC CTA TAC CTC GCG AAC TAT GIC G - &

PACSIN 3
PACSIN 3 CDC15Y53A
5 - CAT TGA GAA GGEC CGC GGC CCA GCA CCT G - &
PACSIN 3 CDC15H95E
5 - GCT GAG CGA GCT CGA GIT GA GG GAG G — &

PACSIN 3 CDC15Q184F
5 - CAT GIC CCA GGA ATT CCT TCG AAA ATT AC — 3

PACSIN 3 P415L
5 — ATT GGI' CTG TAT CTT GCC AAT TAC — 3’

PAST1
PAST1GDP 5 - GAT GAA GGT GIT CIT GCC GGT — 3
PAST1IGTP 5 — GCC GGI GCT GAC CTG GCC GAC C — &

PAST2
PAST2 GDP
5 — CTG ATG AAC GTG TTC TTG CCC GIG CTG TAC — 3’
PAST2 GTP
5 — GIC TTG OCC GTG CTG ACC TGG CCC ACC AGC — 3’
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2.1.9 Verbrauchsmaterial

Elektroporationskiivetten
Gene Pulser®/E. coli Pulser™ Cuvette (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) mit
0,1 cm Elektrodenabstand

Kulturschalen
Mikrotiterplatten und Kulturschalen fir eukaryotische Zellen wurden in allen Gréf3en von
Falcon®, Becton Dickinson Labware, Plymouth, England bezogen.

Membranen
Immobilon P (PVDF-Membran, Millipore)
Hybond™ XL (Amersham)

Mikrotiterplatten
96-L och-Mikrotiterplatten MaxiSorb (Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland)

Kits
Fur alle Anwendungen der Kits wurden die belliegenden Protokolle befolgt und nur die
zugehorigen Puffer, Hilfsmittel und Enzyme verwendet.

ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer
Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA)

TaKaRa Ladderman™ Labeling Kit (TaKaRa Shuzo Co., Ltd., Japan)

Oligotex-mRNA Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)

Transformer™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Clontech)

MATCHMAKER Two-Hybrid System 2 (Clontech)

NucleoBond® PC 100 (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Durren, Deutschland)
QIAquick™ Gel Extraction Kit (Qiagen)

2.1.10 Gerate

Konfokale Mikroskopie

LeicaDM IBRE Mikroskop (Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland)
mit Leica TCS SP Multi Band Confocal Imaging Spectrophotometer und

Argon-Laser fur Anregung bei 488 nm,

Krypton-Laser fir Anregung bei 568 nm.

Steuerung Uber LeicaTCS NT Software, Version 1.6.551 (Leica Lasertechnik GmbH,
Heidelberg, Deutschland)

DNA-Sequenzierung
ABI Prism 377 Automated Sequencer (Perkin Elmer Applied Biosystems)

M assenspektrometrie
Reflex 111 MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Inc., Billerica, MA, USA)
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ELISA Reader
Multiskan M S (L absystems, Finnland)

Sterilbank
LaminAir® HB 2448 (Heraeus | nstruments GmbH, Duisseldorf, Deutschland)

Spannungsgeber flr Elektroporation
Gene-Pulser® Il (Bio-Rad)

Zéellsortierung (FACYS)
FACSCalibur™ (Becton Dickinson)

K Uhlzentrifugen und Rotoren
Zentrifugen  J2-21 (Beckman RIIC LTD Glenrothes, Grof3oritannien)
J2-HS (Beckman)

Rotoren JA 20 (Beckman)
JS 13.1 (Beckman)

2111 EST-Klone
21111 EST-Klonefur PACSIN 2

Maus

.IM.A.G.E. Klon-Nr. 373221 (Human Genome Mapping Project-Resource Center, UK
HGMP Resource Center)

im pT7T3D-Pac-Vektor

Human

.M.A.G.E. Klon-Nr. 220502 (Deutsches Resourcenzentrum fir Genomforschung GmbH,
RZPD)

im pT7T3D-Pac-Vektor

|.M.A.G.E. Klon-Nr. 50687 (RZPD)
im Lafmid BA-V ektor

2.1.11.2 EST-Klonefur PACSIN 3

Maus
[.M.A.G.E. Klon-Nr. 354625 (UK HGMP Resource Center)
im pT7T3D-Pac-Vektor

I.M.A.G.E. Klon-Nr. 353910 (UK HGMP Resource Center)
im pT7T3D-Pac-Vektor

Human
[.M.A.G.E. Klon-Nr. 610357 (RZPD)
im pBluescript SK(-)-Vektor
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2.1.12 Zdlkultur-Medien

NIH 3T3 Fibroblasten

Dulbecco’s Modified Eagle Mix (Life Technologies)

10% (v/v) FCS (Seromed, Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

2% (v/v) Penicillin/Streptomycin (200 U/ml, 0,2 mg/ml, Life Technologies)
1% (v/v) Glutamin (2 mM, Life Technologies)

C2-Myoblasten (Standar d-K ulturmedium)

Dulbecco’s Modified Eagle Mix (Life Technologies)

20% (v/v) FCS (Seromed, Biochrom AG)

2% (v/v) Penicillin/Streptomycin (200 U/ml, 0,2 mg/ml, Life Technologies)
1% (v/v) Glutamin (2 mM, Life Technologies)

C2-Myablasten (Differenzierungsmedium)

Dulbecco’s Modified Eagle Mix (Life Technologies)

2% (v/v) Pferdeserum (Life Technologies)

2% (v/v) Penicillin/Streptomycin (200 U/ml, 0,2 mg/ml, Life Technologies)
1% (v/v) Glutamin (2 mM, Life Technologies)
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2.2 M ethoden

Allgemeine Methoden der Molekularbiologie und Proteinchemie wurden nach
Standardprotokollen durchgeftihrt (Harlow und Lane, 1988; Sambrook etal., 1989).
Kommerziell erhdltliche Kits wurden nach Herstellerangaben unter Verwendung der
angegebenen Hilfsmittel eingesetzt.

2.2.1 Computeranalyse

Die Analyse von DNA- und Proteinsequenzen erfolgte mit Hilfe der GCG Software (Genetics
Computer Group Wisconsin Package). Sequenzvergleiche mit verschiedenen Datenbanken
wurden mit dem BLAST Programm durchgefihrt (Altschul et al, 1990, Altschul et al., 1997).
Die Analyse der potentiellen Phosphorylierungsstellen erfolgte mit dem Pfscan Programm
(ISREC Bioinformatics Group), potentielle coiled coil-Regionen wurden mit den Coil- und
Paircoil-Programmen  bestimmt (Lupas et al., 1991; Berger et d. 1995). Die
Evolutionsanalyse wurde mit dem PHY LIP Software Paket durchgefihrt (Felsenstein, 1996).

2.2.2 Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden beim ZMMK-Servicelabor in Auftrag gegeben. Fir
Sequenzreaktionen wurden entweder universelle Plasmid- oder interne Insert-spezifische
Primer in Kombination mit dem ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (Perkin ElImer Applied Biosystems) verwendet und die Reaktionsprodukte mit
einem ABI Prism 377 Automated Sequencer (Perkin Elmer Applied Biosystems) aufgetrennt.

2.2.3 Sondensynthese

cDNA-Fragmente fUr spezifische Sonden wurden durch Restriktionsverdau isoliert und mit
dem TaKaRa Ladderman™ Labelling Kit (TaKaRa Shuzo) unter Verwendung degenerierter
Primer mit a-[*?P]-dCTP radioaktiv markiert.

2.24  Durchmusterung einer embryonalen Maus-cDNA-Bank

Eine embryonale Maus-cDNA-Bank (Tag 9 p.c.), deren Klone einzeln auf Membranen
aufgetragen waren, wurde vom RZPD geordert. Die Hybridisierung erfolgte mit radioaktiv
markierten Sonden in Formamid-Mix bei 42°C. Die Filter wurden abschlief3end 20 min bei
65°C mit 0,1x SSC und 0,1% SDS gewaschen, positive Klone durch Autoradiographie
ermittelt und vom RZPD bezogen.

2.2.5 RNA-Pr&par ation

Fir die Isolation von Poly(A)*-RNA wurden frisch préparierte Gewebe in GIT-Puffer
homogenisiert, die RNA mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) aufgereinigt und
mit NaAc (pH 4,8) und Isopropanol gefallt. Aus dieser RNA wurde mit Hilfe des Oligotex-
MRNA Kits (Qiagen) die mRNA isoliert.
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2.2.6 Northern Blot

Pro Gewebe wurden 5 pg Poly(A)*-RNA auf einem 1% Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt
und mittels Kapillartransfer auf Hybond XL-Membran (Amersham) transferiert. Die
Umsetzung mit spezifischen, radioaktiv markierten Sonden erfolgte in Formamid-Mix bei
42°C. Als Kontrolle fur die gleichméilige Beladung des Gels wurde die RNA vor dem
Transfer mit Ethidiumbromid geférbt. Die Unversehrtheit der RNA wurde durch eine
Kontroll-Umsetzung der Membran mit einer spezifischen Sonde fir GAPDH Uberprift.

2.2.7 Human RNA Master Blot

Der Human RNA Master Blot (Clontech) wurde nach Herstellerangaben mit spezifischen,
radioaktiv markierten Sonden umgesetzt und die Signale durch Autoradiographie detektiert.

2.2.8  Gerichtete Einfihrung von Punktmutationen

Mit Hilfe des Transformer® Site-Directed M utagenesis Kits (Clontech) werden in vitro gezielt
Punktmutationen in eine bekannte Sequenz eingefuhrt (Abb. 15). Diese kann in jeden
beliebigen doppelstrangigen Vektor inseriert sein, solange das Konstrukt eine singulére
Schnittstelle auf3erhalb der Insert-Sequenz besitzt.

Die Mutagenese wird mit einem Primerpaar aus einem Mutationsprimer und einem
Selektionsprimer durchgefiihrt. Der Mutationsprimer fuhrt die gewlinschte Mutation in das
Insert ein, der Selektionsprimer verandert die singulére Schnittstelle des Vektors so, dal3 sie
vom jeweiligen Restriktionsenzym nicht mehr geschnitten werden kann.

Nach Anlagerung der beiden Primer an die Einzelstrange der denaturierten Plasmide werden
ausgehend von diesen Startpunkten die komplementdren Stréange synthetisiert. Durch
Restriktionsverdau mit dem Selektionsenzym werden alle Plasmide linearisiert, die nicht die
Sequenz des Selektionsprimers enthaten, wodurch diese bei der nachfolgenden
Transformation wesentlich schlechter aufgenommen werden. In diesem Schritt wird ein mutS-
Bakterienstamm verwendet, da dieser nicht in der Lage ist, die durch die Primer eingefihrten
Fehlpaarungen zu reparieren.

Waéhrend der Replikation der Plasmide bel der Zellteilung der Bakterien entstehen Plasmide,
die wieder die Ursprungssequenz enthalten, und Plasmide, in denen zumindest die Mutation
der Schnittstelle in beiden Stréngen vorliegt.

Nach der Isolation der Plasmide erhdlt man ein Gemisch beider Vektoren. Um gezielt die
Plasmide zu vermehren, die die Mutation der Selektionsschnittstelle tragen, aber gleichzeitig
eventuell wahrend der Replikation auftretende Basenfehlpaarungen reparieren zu konnen,
werden die Plasmide nach einem erneuten Verdau mit dem Selektionsenzym in den E. coli-
Stamm DH5a transformiert, wobel auch hier die linearisierten Vektoren wesentlich schlechter
aufgenommen werden. Nach dieser Transformation werden aus einzelnen Kolonien die
Plasmid-DNA isoliert und anschlieffend zur Bestimmung der positiven Klone das
Vorhandensein der gewinschten Mutation im Insert getestet.
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* Anlagerung der Primer v
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primer

» Strangsynthese durch T4 DNA Polymerase v v
» Verknupfung der Strangstiicke durch T4 DNA Ligase
» Erster Verdau der Plasmide mit dem Selektionmsenzym

» Transformation in reparaturdefizienten mutS E. coli- v
Stamm mit anschlieBender Plasmidpréaparation

mutiertes Ausgangs-
Plasmid plasmid

» Zweiter Verdau mit dem Selektionsenzym

mutiertes
Plasmid

» Transformation in E. coli-Stamm
mit anschlieRender Plasmidpraparation

mutiertes
Plasmid

Abb. 15. FluRdiagramm zum Ablauf einer Mutagenese mit dem Transformer™ Site-Directed Mutagenesis Kit.
Das Diagramm wurde abgeéndert aus dem Katalog der Firma Clontech Gibernommen.
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2.2.9  Antiseren und Affinitatsreinigung

Die codierenden Bereiche von Maus-PACSIN 2 und 3 wurden im durchgehenden Leseraster
hinter GST in pGEX-Vektoren (Pharmacia, pGEX-2T fur PACSIN 2 und pGEX-3X fur
PACSIN 3) kloniert, wodurch die bakterielle Expression von GST-PACSIN-Fusionsproteinen
ermdglicht wurde. Die Fusionsproteine wurden nach Herstellerangaben aufgereinigt, je
500 ug fur die Immunisierung von Kaninchen verwendet (Pineda) und die Antiseren nach 61
Tagen Immunisierungszeit entnommen.

Da die Antiseren im Western Blot eine Kreuzreaktivitdt gegen die anderen Isoformen der
PACSIN-Proteinfamilie zeigten (Abb. 23), wurden die Antiseren affinitétsgereinigt. Dazu
wurden GST-PACSIN-Fusionsproteine aller drei 1soformen bakteriell exprimiert und jeweils
kovalent an BrCN-Sepharose gebunden. Uber aus diesen Matrizes gefertigte Affinitétssiulen
wurden die einzelnen Antiseren aufgereinigt, indem zunéchst aus jedem Antiserum die
Antikorper, die auch die anderen Isoformen erkannten, auf Saulen fur diese Isoformen
abgereichert und die Isoform-spezifischen Antikorper aus dem Durchflud an ene
Affinitétssiule der jeweiligen Isoform gebunden wurden. Von diesen Saulen konnten die

A B

i

[GST-PACSIN 1
(GST-PACSIN 2

[GST-PACSIN 3

Abb. 16. (A) Schematische Darstellung des an BrCN-Sepharose kovalent gekoppelten GST-PACSIN 1 (grin).
In parallelen Ansdtzen wurden auch GST-PACSIN 2 (rot) und GST-PACSIN 3 (blau) an BrCN-Sepharose
gekoppelt. (B) Schematische Darstellung der Affinitétsreinigung am Beispiel des Antiserums gegen PACSIN 3.
Mit den an BrCN-Sepharose gekoppelten GST-PACSIN-Isoformen wurden Affinitatssulen gegossen und mit
der GST-PACSIN 1- (griin) und GST-PACSIN 2- (rot) Saule wurden aus dem ungereinigten Antiserum gegen
GST-PACSIN 3 zunéchst die Antikorper gegen diese beiden Isoformen abgereinigt und die GST-PACSIN 3-
spezifischen Antikérper (blau) an eine GST-PACSIN 3-Séule (blau) gebunden. Von dieser Saule wurden die
GST-PACSIN 3-spezifischen Antikorper mit chaotropen Salz (KSCN) euiert.
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Isoform-spezifischen Antikdrper durch chaotropes KSCN eluiert werden (Abb. 16). Zur
langeren Aufbewahrung wurden die gereinigten Antiseren mit 50% Glycerol versetzt und bei
—20°C gelagert.

2.2.10 Massenspektrometrie

Die MALDI-MS-Analysen wurden vom ZMMK-Servicelabor durchgefihrt. Jeweils 3 pmol
Protein in 10 mM Glutathion und 50 mM Tris/HCI (pH 8,0) wurden mit BSA als externem
Standard vermessen.

2.2.11  Immunhistochemie (IH)

Sagitale Paraffinschnitte von adultem Rattenhirn wurden mit Xylol entparaffiniert, nach einer
absteigenden |sopropanolreihe (100-50%) in Wasser Uberfihrt und mit IH-Puffer gewaschen.
Endogene Peroxidase wurde durch 20 min Inkubation mit 3% H,O, inaktiviert und die
Schnitte 20min mit 30% FCS und 1% BSA in IH-Puffer blockiert. Die
Antikorperinkubationen erfolgten in IH-Puffer mit 1% BSA in einer feuchten Kammer. Die
Erstantikdrper wurden Uber Nacht bei 4°C, der HRP-gekoppelte Zweitantikorper fur 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert, wobei die Inkubationen durch zwei 10 min Waschschritte in IH-
Puffer getrennt waren. Gebundene Antikorper wurden mit DAB detektiert und nachfolgend
die Zellkerne mit Hamalaun markiert. Abschlief3end wurden die Schnitte mit Glycerin-
Gelatine eingedeckt.

2.2.12 Affinitatspréazipitation

Mit Hilfe immobilisierter Proteine werden deren Bindungspartner aus einem Proteingemisch
isoliert und per Western Blot-Analyse identifiziert. Allen Protein-Préparationen wurden
Protease-Inhibitoren zugegeben, préparative Arbeitsschritte wurden auf Eis und Inkubationen
bei 4°C durchgefihrt.

Bindungspartner wurden entweder aus transfizierten Zellen oder aus Geweben mittels
Affinitétsprézipitation isoliert. Transfizierte Zellen wurden geerntet, in Pull Down (PD)-
Puffer mit 0,1% (v/v) Triton X-100 resuspendiert und durch Ultraschall aufgeschlossen.
Zellfragmente wurden durch 30 min Zentrifugation bei 4°C und 21000x g pelletiert und der
Uberstand fur die Prazipitation verwendet. Gewebe wurden in PD-Puffer mit 1% (w/v)
CHAPS mit einem Braun Homogenisator aufgeschlossen (2,5 ml Puffer/g Gewebe) und
Gewebsfragmente durch 30 min Zentrifugation bei 4°C und 21000x g abgetrennt. Der
Uberstand wurde abgenommen und erneut zentrifugiert. Diesem Uberstand wurde
Triton X-100 bis zu einer Endkonzentration von 0,05% (v/v) zugegeben und die Lésung 24 h
gegen PD-Puffer dialysiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand fur die
Prézipitation verwendet.

GST-Fusionsproteine sowie GST als Kontrolle wurden nach Herstellerprotokoll aufgereinigt
und an der Glutathion-Sepharose 4B belassen. Diese Matrizes wurden Gber Nacht mit den
Protein-Préparationen rotierend inkubiert und nachfolgend ausgiebigst mit PD-Puffer mit
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0,1% (v/v) Triton X-100 gewaschen. Anschliefiend wurden die Matrizes in 2x SDS-
Probenpuffer aufgenommen, erhitzt und die Proteingemische durch SDS-PAGE in einem
Acrylamidgel mit einem Gradienten von 10-15% aufgetrennt. Mittels Western Blot wurden
die Proteine auf PV DF-Membran transferiert und die préazipitierten Proteine mit spezifischen
Antikorpern und Chemielumineszenz nachgewiesen.

2.2.13 Enzym-gekoppelter Immunnachweis (ELISA)

Jewells 200 ug GST und GST-PACSIN-Fusionsproteine wurden mit 10% (v/v) frisch
angesetzter Biotin-X-NHS-Losung 1 h inkubiert, die Biotinylierung durch Zugabe von
Ammoniumchlorid bis zu einer Endkonzentration von 10 mM und 15 min Inkubation
gestoppt und die biotinylierten Proteine 24 h gegen TBS dialysiert.

Alle Inkubationen erfolgten in einer feuchten Kammer, fur alle Waschschritte wurde TBS und
fur ale Inkubationslésungen TBS mit 3% (w/v) BSA verwendet. 96-Loch-Mikrotiterplatten
wurden zwel Stunden mit 100 pl/Loch der GST-PACSIN-Proteine (20 pg/ml in TBS)
beschichtet und freie Bindungsstellen Gber Nacht mit 200 pl/Loch einer 3% (w/v) BSA-
hatigen TBS-Losung blockiert. Uberschiissige Proteine wurden ausgewaschen und jeweils
100 pl/Loch der biotinylierten GST-Proteine mit 3, 5, bzw. 7 pg/ml fur 1 h zugegeben. Nach
erneutem Waschen wurden gebundene Proteine mit einem Streptavidin-Peroxidase-Komplex,
der Tetramethylbenzidin umsetzt, nachgewiesen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
100 pl 20% (v/v) H2SO4 pro Loch gestoppt und die Extinktionen bei 450 nm in einem
ELISA-Reader gemessen.

2214 HefeTwo-Hybrid System

Zur |dentifikation neuer Bindungspartner von PACSIN 2 und 3 wurde das Matchmaker 2
Two-Hybrid System (Clontech) verwendet. Es basiert auf der Eigenschaft des Gal4-
Transkriptionsfaktors in Hefe auch dann die Transkription von Genen zu ermdglichen, wenn
seine Aktivierungs- und DNA-bindende Domane lediglich in raumliche Nahe zueinander
kommen, ohne direkt miteinander verbunden zu sein. Der codierende cDNA-Bereich des
Proteins, fUr das neue Bindungspartner gefunden werden sollen, in diesem Fall PACSIN 2
und 3, wird mit durchgehendem Leseraster hinter die DNA-Bindungsdomane des Gal4-
Transkriptionsfaktors in den pAS2-1-Vektor kloniert und in den Hefestamm Y190
transformiert. In diese Hefen werden anschlief3end die einzelnen Klone einer Maus-Hirn
MATCHMAKER cDNA-Bank (Clontech) transformiert, die in den pACT2-Vektor mit
durchgehendem Leseraster hinter die Aktivierungsdomane des Gal4-Transkriptionsfaktors
kloniert sind. Interagieren die beiden Fusionsproteine in der Zelle, wird der Gal4-
Transkriptionsfaktor aktiv und erméglicht die Transkription einiger Reportergene, mit deren
Hilfe Cotransformanten mit interagierenden Proteinen auf Selektionsmedien isoliert und
getestet werden konnen. Dies ist moglich, da im Genom des Hefestamms Y 190 einige Gene
verdndert wurden. So fehlen die Gene fur die Synthese der Aminosduren Leucin und
Tryptophan, die jeweils auf einem der Plasmide codiert werden und so die Isolation von
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Cotransformanten auf Medien ohne diese Aminosduren ermdglichen. Zusétzlich wurde im
dem Hefe-Stamm die Histidinsynthese und die Expression des b-Galaktosidase (b-Gal)-Gens
unter die Regulation des Gal4-Transkriptionsfaktors gestellt, so dal3 nur Hefen mit
interagierenden Proteinen auf Medien ohne Histidin wachsen und X-Gal umsetzen kdnnen.
Hefen mit potentiellen Bindungspartnern kénnen so tber das Wachstum auf Medien ohne
Histidin sowie Uber eine Blaufarbung selektioniert werden. Aus positiven Klonen wurde die
Plasmid-DNA isoliert und in elektrokompetente Bakterien transformiert, die nach erneuter
DNA-Isolation den nétigen Reinheitsgrad fir eine Sequenzanalyse besali.

2.2.15 Immunpréazipitation

Trandfizierte Zellen wurden in HBS-Puffer mit 0,1% Triton-X100 durch Ultraschall lysiert
und Zellfragmente durch Zentrifugation entfernt. Der proteinhaltige Uberstand wurde je
Ansatz mit 1 ug Antikdrper und 10 pl Protein G- oder Protein A-Agarose fur vier Stunden bei
4°C inkubiert. Nach mehreren Waschschritten mit HBS-Puffer mit 0,1% Triton-X100 wurden
die Préazipitate durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot analysiert.

2.2.16 invitro-Phophorylierung

GST-Fusionsproteine der verschiedenen PACSIN 1-Varianten sowie GST as Kontrolle
wurden nach Herstellerangaben aufgereinigt. Pro Einzelansatz wurden 200ng GST-
Fusionsprotein und 0,5 pl der Kinase verwendet. Alle Inkubation erfolgten bei 30°C fur
30min bel den konventionellen PKCs und CK2, bzw. fur 10 min bei PKCz. Die
Reaktionsansdtze wurden nachfolgend durch SDS-PAGE aufgetrennt, das Acrylamidgel
getrocknet und exponiert.

2.2.17 Zdlkultur

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden unter einer Sterilbank durchgefihrt. Glasgeréte
wurden vor Gebrauch autoklaviert, Kunststoffmaterialien waren steril verpackt und wurden
nach einmaligem Gebrauch entsorgt. Losungen und Puffer wurden entweder durch
Autoklavieren oder Filtrieren sterilisiert.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einer wassergeséttigten Atmosphére bei 37°C und 5%
CO,. Jede Zéllinie wurde in dem fir sie idealen Medium mit Zusdtzen in entsprechenden
Konzentrationen kultiviert, flr das Ablosen der Zellen wurde Trypsin/EDTA verwendet.

2.2.17.1 Transfektionen

Fir die Transfektion in einer 6-Loch-Mikrotiterplatte wurden pro Loch 2 ml Kulturmedium,
2 ug DNA und 6 pl FUGENE 6 (Roche) verwendet, wobel das vom Hersteller angegebene
Standardprotokoll befolgt wurde. Die Zellen besal3en zum Zeitpunkt der Transfektion eine
Dichte von 40-80%.
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2.2.17.2 Immunfluoreszenz

Fur Immunfluoreszenz-Analysen wurden die Zellen auf runden Deckglaschen mit einem
Durchmesser von 12 mm ausplattiert und gegebenenfalls transfiziert. Nach der gewlnschten
Inkubationszeit wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, 10 min mit 2% (w/v)
Paraformaldehyd in PBS fixiert und 1min mit 0,2% (v/v) Triton X-100 in PBS
permeabilisiert. Alle Antikorper-Inkubationen und Waschschritte wurden mit 0,02% (v/v)
Triton X-100 in PBS durchgefuhrt. Erstantikorper wurden in geeigneten Verdinnungen
1 Stunde inkubiert und die Zellen daraufhin dreimal 5 min gewaschen. Die einstindige
Inkubation der Zweitantikdrper und die drei nachfolgenden Waschschritte wurden aufgrund
der lichtempfindlichen Fluoreszenz-Markierung der Antikorper im Dunkeln durchgefihrt.
Abschlief3end wurden die Zellen zweimal mit deionisiertem Wasser gewaschen und die
Deckglaschen mit DAKO Mounting Medium eingedeckt. Die Anayse der Farbungen erfolgte
mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie (Leica).

2.2.17.3 Invitro-Differenzierung von C2-Myoblasten

C2-Myablasten wurden in Standard-Kulturmedium gehalten, wobei das Medium alle 24 h
gewechselt und die Zellen ale 3-4 Tage pal3agiert wurden. Fir die Differenzierung zu
Myotuben wurden die Zellen mit einer Dichte von ca 20% ausplattiert und am
darauffolgenden Tag das Medium durch Differenzierungsmedium ersetzt, das wahrend der
néchsten 3 Tage ebenfalls alle 24 h gewechselt wurde.

Sollten differenzierte C2-Myotuben fur Immunfluoreszenz-Analysen verwendet werden,
wurden Deckglaschen zunéchst 2 h mit Laminin-1 aus Maus (20 pug/ml in PBS), dann 1,5h
mit 10% (v/v) FCS in PBS beschichtet und anschlief3end dreima mit PBS gewaschen. Auf
den so vorbehandelten Deckglaschen wurden die C2-Myoblasten in Standard-Kulturmedium
ausplattiert und wie oben beschrieben differenziert.

2.2.17.4 Endocytose-Assay

Analyse mittels konfokaler Mikroskopie

Die auf Deckglaschen ausplattierten Zellen wurden 48 h nach Transfektion 20 min in
serumfreiem Medium inkubiert, gefolgt von einer 30 min Inkubation in Medium mit 5% (v/v)
FCS und 25 pg/ml Biotin-gekoppeltem Transferrin (Sigma). Anschlief3end wurden die Zellen
dreimal mit HBS gewaschen, 15 min mit 3% (w/v) Paraformaldehyd in HBS fixiert und 1 min
mit 0,2% (v/v) Triton X-100 in HBS permeabilisiert. Alle weiteren Schritte wurden in HBS
durchgefthrt. Die transfizierten Proteine wurden durch eine Kombination aus Erst- und
fluoreszenzmarkiertem  Zweltantikorper, das aufgenommene  Transferrin  durch
fluoreszenzmarkiertes Extravidin (Sigma) nachgewiesen. Die Analyse der Farbungen erfolgte
mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie, wobei jeweils acht Ebenen 8 x gescannt und die
Einzelbilder im Extended Focus Mode Ubereinander gelegt wurden.
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Analyse mittels FACS (Fluor escence Associated Cell Sorting)

Die transfizierten Zellen wurden wie oben beschrieben mit FITC-gekoppeltem Transferrin
(Sigma) markiert, dreimal mit HBS gewaschen, trypsiniert und in HBS aufgenommen. Pro
Messung wurden 5-10x10° Zellen verwendet und die Fluoreszenz mit einem FACSCalibur
(Becton Dickinson) ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 | solierung neuer PACSI N-Isoformen

Durch das ebenfalls neurospezifische Ratten-Homolog von PACSIN 1, Syndapin |, besteht
fir PACSIN 1 eine mdgliche Verbindung zum Veskeltransport. Fir nahezu ale an der
kompensatorischen, Clathrin-vermittelten Endocytose beteiligten Proteine gibt es entweder
Spleilvarianten oder weitere Isoformen, die sich nicht auf eine neuronale Expression
beschranken und vergleichbare Funktionen in nicht-neuronalen Zellen erflllen. Um diese
Moglichkeit auch fir PACSIN 1 zu testen, sollte versucht werden, weitere PACSIN-
Isoformen zu isolieren und gegebenenfalls zu charakterisieren.

Bel Sequenzvergleichen von PACSIN 1 gegen verschiedene Datenbanken zeigte sich, dal3
sowohl Maus- als auch humane EST-Klone existieren, die zwar eine hohe Homologie zu
PACSIN 1 aufweisen, aufgrund der Abweichungen in der Sequenz aber nicht PACSIN 1
selbst sein konnen. Die Maus-EST-Klone dieser potentiellen neuen Isoformen wurden vom
UK HGMP Resource Center, die humanen EST-Klone vom RZPD bezogen. Nach
Sequenzanalyse konnten sowohl die Maus- als auch die humanen Klone zwel welteren
PACSIN-Isoformen, PACSIN 2 und 3, zugeordnet werden.

A b
1000 2000 3000 p
I LI L L L L LI L B L L B B | LI B L I B B B | LI L B B L L B

- I —————

GEEN 20 Maus-EST PACSIN 2, Klon Nr. 373221

Human-EST PACSIN 2, Klon Nr. 220502

Human-EST PACSIN 2,

]
Klon Nr. 50687

1000 2000 bp

Human-EST PACSIN 3,
Klon Nr. 610357

Maus-EST PACSIN 3,
Klon Nr. 354625

Maus-EST PACSIN 3,
Klon Nr. 353910

Abb. 17. Vergleich der EST-Klone aus Maus und Mensch fir PACSIN 2 und 3 gegen die Gesamt-cDNAs. Die
schematische Darstellung von PACSIN 2 und 3 représentiert sowohl die humane Isoform as auch die aus Maus,
die offenen Leseraster sind grau hervorgehoben. Grau dargestellte Bereiche der Klone 373221 und 353910
verdeutlichen die Bereiche, in denen die PACSIN-spezifische Sequenz abbricht und keine Homologie zu den
PACSIN-Isoformen mehr besteht.
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Waéhrend beim humanen PACSIN 3 das gesamte offene Leseraster in einem EST-Klon (Klon
Nr. 610357) vorhanden war, mufdten die anderen Isoformen erst durch die Kombination
verschiedener EST-Klone komplementiert werden. So wurden fir Maus PACSIN 3 (Klone
Nr. 354625 und 353910) und das humane PACSIN 2 (Klone Nr. 220502 und 50687) jeweils
zwei EST-Klone kombiniert. Fir PACSIN 2 aus Maus war nur ein EST-Klon (Klon Nr.
373221) zuganglich, der lediglich das 5'-Ende der PACSIN 2 cDNA enthielt (Abb. 17).

Aus diesem Grund wurde mit dem spezifischen cDNA-Fragment aus dem Maus-EST-Klon
fir PACSIN 2 eine vom RZPD bezogene cDNA-Bank aus Maus-Embryonen (Tag 9 p.c.)
radioaktiv hybridisiert und die positiven Klone vom RZPD bezogen. Durch Sequenzanalyse
dieser Klone konnte das gesamte offene Leseraster in einem Klon identifiziert werden, so dal
keine weiteren Klonierungsschritte nétig waren.

311  Sequenzanalyseder neuen PACSI N-Isoformen

Analyse der cDNA-Sequenz

Eine Analyse der cDNA-Sequenzen zeigte, dal} jeweils das erste ATG im durchgehenden
Leseraster der neuen Isoformen den von Kozak (1991) definierten Anspriichen an einen
Trandationsstartpunkt ~ erflllen. Ein  weiteres Indiz fir die Benutzung dieser
Trangdationsstartpunkte sind die im gleichen Leseraster in der 5 -untrandatierten Region
(UTR) lokalisierten Stop-Codons, wobei in den PACSIN 2-1soformen jewells zwei vorhanden
sind, bei den PACSIN 3-Isoformen jewells ein Stop-Codon vorkommt. Jedes L eseraster wird
durch ein TGA-Stop-Codon terminiert, dem in der 3'-UTR mindestens ein potentielles
Polyadenylierungssignal  folgt. Ein Vergleich der genauen Sequenzpositionen der
verschiedenen Isoformen ist in Tab.5 zusammengefald, die vollsténdigen cDNA- und
Proteinsequenzen der beiden neuen Isoformen in Maus und Mensch sind im Anhang
enthalten.

PACSIN 2 PACSIN 3

Maus Human Maus Human

Lange cDNA (nt) 3217 3255 1767 1825

Position 5’-UTR Stop Codon (nt) 116-118 59-61 76-78 70-72

209-211 173-175
codierender Bereich (nt) 251-1711 209-1669 130-1404 152-1426
Lange des codierten Proteins (AS) 486 424
potentielles 3179-3184 3232-3237 1740-1745 1793-1798
Polyadenylierungssignal (nt) 1756-1761

Genbankeintrag unter AF128535 AF128536 AF149824 AF149825

Tab.5. Vergleich wichtiger Sequenzbereiche in den humanen und Maus-cDNAs fir PACSIN 2 und 3.
Zusétzlich sind die Identifikationsnummern angegeben, unter denen die Isoformen in der Genbank eingetragen
sind.
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Analyse der Protein-Sequenz

Eine Analyse der von diesen cDNAs abgeleiteten Proteinsequenzen der beiden neuen
Isoformen zeigt, dal? ale PACSINe eine identische Doméanenstruktur besitzen (Abb. 18). Der
N-terminale Bereich der Proteine besteht aus einer CDC15-NT-Doméne unbekannter
Funktion (PROSITE Datenbank, Bucher und Bairoch, 1994), die laut Sequenzanalyse mit den
Coail- und Paircoil-Programmen einen potentiellen coiled-coil Bereich einschliefdt (Lupas et
al., 1991; Berger et al., 1995). Die C-terminale SH3-Domaéne ist ebenso wie die CDC15-NT-
Domaéne in alen Isoformen hoch konserviert. In den weniger stark konservierten variablen
Bereichen zwischen den beiden Doménen lassen sich bel den einzelnen |soformen
unterschiedliche Bindungsmotive lokalisieren. Spezifisch fur PACSIN 1 befindet sich in
diesem Bereich eine Bindungsstelle, die eine phosphorylierungsabhangige Interaktion mit
14-3-3-Proteinen ermdglicht (Mudlin et al., 1996), zusétzlich codiert der Bereich zwei NPF-
Motive, die Bindungsmotive fir EH-Doméanen darstellen (Salcini et al., 1997). Bel PACSIN 2
sind drei solcher Bindungsstellen vorhanden, wobei das im Vergleich zu PACSIN 1
zusétzlich vorhandene NPF-Motiv von einem zusétzlichen, PACSIN 2-spezifischen Exon
codiert wird (M. Plomann, personliche Mitteilung). PACSIN 3 enthélt in diesem Bereich
hingegen keine NPF-Motive, sondern ein Prolin-reiches Motiv, das eine Bindung anderer
SH3-Domanen ermoglichen konnte (Cohen et al., 1995).

100 200 300 400 AS
I!!!!!!!!!I!!!!!!!!!l!!!!!!!!!'!!!!!!!!!'!!!!!!!!!

PACSIN 1

- COC1NT = — s
PACSIN 2

> CDC15NT —e_elel SH3
PACSIN 3

- coC1NT S <

Abb. 18. Vergleich der Domanenstruktur der verschiedenen PACSIN-Isoformen. Die N-terminale CDC15-NT-
und die C-terminale SH3-Doméne sind a's abgegrenzte Bereiche dargestellt. Der Bereich der potentiellen coiled-
coil Region (CC) innerhalb der CDC15-NT-Domaéne ist hell hervorgehoben. In den zwischen den Doménen
liegenden variablen Regionen sind sowohl die PACSIN 1-spezifische 14-3-3-Bindungsstelle, die NPF-Motive
as auch das Prolin-reiche Motiv hervorgehoben.

Vergleicht man die Proteinsequenzen der Isoformen und Spezies miteinander, erkennt man
auch dort die starke Konservierung zwischen den Proteinen in den Bereichen der CDC15-NT-
und SH3-Doméanen, wahrend die variablen Bereiche zwischen diesen Domanen die stérkste
Divergenz aufweisen (Abb. 19). Die fur PACSIN 1 aufgeftihrte humane Sequenz wurde von
Sumoy und Mitarbeitern (2001) veroffentlicht (Genbankeintrag AF 242529).
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Abb. 19. Sequenzvergleich der PACSIN-Proteine in Mensch (hPACSIN 1, 2 und 3) und Maus (mPACSIN 1, 2
und 3). Konservierte Aminosauren sind weil3 auf schwarzem Hintergrund, &hnliche schwarz mit grauem
Hintergrund dargestellt. Punkte in den Proteinsequenzen verdeutlichen Licken, die fir eine bessere
Ubereinstimmung eingefuihrt wurden. Die Zahlen links geben die Position der Aminosauren an.
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I dentitat zwischen ver schiedenen PACSIN-I sofor men
Die prozentuale ldentitdt auf DNA- und Proteinebene fir die verschiedenen Isoformen
untereinander ist der Ubersichtlichkeit halber in Tab. 6 zusammengefalit.

A Identitat der cDNA [der Proteine] in Maus
mPACSIN 2 mPACSIN 3
mPACSIN 1 731% [70,2%] 65,1% [53,4%]
mPACSIN 2 — 67,0% [59,8%)]
B Identitat der cDNA [der Proteine] in Mensch
hPACSIN 2 hPACSIN 3
hPACSIN 1 75,4%  [71,0%] 66,3%  [54,9%]
hPACSIN 2 = 66,9% [58,6%]
C Identitat der cDNA [der Proteine] zwsichen den Spezies
PACSIN 1 (Maus/Mensch) 78,7%  [95,6%]
PACSIN 2 (Maus/Mensch) 79,8%  [93,2%]
PACSIN 3 (Maus/Mensch) 84,2%  [94,1%)]

Tab. 6. Prozentualer Vergleich der Identitéten zwischen den PACSIN-Isoformen bei Maus und Mensch. Die
Isoformen aus Maus werden in (A) auf cDNA- und Protein-Ebene miteinander verglichen. Entsprechend sind die
Vergleiche der humanen Isoformen in (B) auf cDNA- und Protein-Ebene aufgefiihrt. Die prozentualen
Identitdten zwischen den Spezies fur die jeweiligen Homologe sind in (C) auf cDNA-und Protein-Ebene
aufgelistet.

3.1.2 Evolution der PACSINe

Ein Vergleich der humanen und aus Maus isolierten Proteinsequenzen mit weiteren PACSIN-
Homologen in Huhn (FAP52, Merildnen et a., 1997) und Ratte (Syndapin | und II,
Quamann et al., 1999; Qualmann und Kelly, 2000) mit Hilfe der Programme des PHY LIP-
Software-Pakets ermdglicht eine Anordnung dieser Sequenzen im Hinblick auf ihre
evolutiondre Entwicklung (Abb.20). Dazu wurden zundchst die Identitdten der
Proteinsequenzen mit dem PILEUP-Programnm (GCG Software) ermittelt und eine Protein-
Distanz-Matrix erstellt, aus der mit Hilfe des Kitsch-Margoliash-Algorithmus des PHY LIP-
Software-Pakets die evolutiondren Absténde berechnet wurden (Felsenstein, 1996). Die Lénge
der horizontalen Linien in Abb. 20 ist proportiona zu den evolutiondren Abstéanden zwischen
den Sequenzen.

Im Gegensatz zu den ndher verwandten PACSIN 1- und PACSIN 2-Homologen haben sich
die PACSIN 3-Homologe bereits frih in der Entwicklung der PACSINe abgezweigt. Die
ausschliefdlich fur das PACSIN 2-Homolog Syndapin Il beschriebenen unterschiedlichen
SpleiRvarianten (Syndapin I1-I und Syndapin II-s, Qualmann und Kelly, 2000) haben sich,
evolutiondr betrachtet, erst vor kurzem entwickelt.
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Abb. 20. Darstellung der evolutiondren Entstehung der verschiedenen PACSIN-Isoformen unter
Berticksichtigung weiterer homologer Proteine. Die PACSIN-Isoformen aus Maus (MPACSIN 1, 2 und 3)
wurden mit den Homologen in Mensch (hPACSIN 1, 2 und 3), Huhn (FAP52) und Ratte (Syndapin| als
Homolog zu PACSIN 1, Syndapin Il mit seinen Spleil3varianten Syndapin I1-I und Syndapin I1-s als Homolog zu
PACSIN 2) verglichen.
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3.2 Her stellung von Antiseren gegen PACSIN 2und 3

Da es fur die neu isolierten Isoformen von PACSIN 2 und 3 keine spezifischen Antikorper
gab, wurden fur die Herstellung von Antiseren die codierenden Bereiche von Maus
PACSIN 2 und 3 mit durchgehendem Leseraster hinter die GST-Sequenz in pGEX-V ektoren
(PGEX-2T fur PACSIN 2 und pGEX-3X fur PACSIN 3) kloniert und die GST-PACSIN-
Fusionsproteine nach Herstellerangaben bakteriell exprimiert und aufgereinigt. Die beiden
neuen Isoformen zeigen im Vergleich zu GST und GST-PACSIN 1 ein fir sie typisches
Laufverhalten (Abb. 21, siehe auch 3.3.2).

45 =

29 =

Abb. 21. Coomassie-geférbtes Acrylamidgel nach Auftrennung der verschiedenen GST-PACSIN-Isoformen und
GST allein durch SDS-PAGE. Bel GST-PACSIN 1 sind ebenfalls die charakteristischen Degradationsbanden zu
erkennen. Die Zahlen links geben die Laufhthe der Proteine des GrolRenstandards in kDa an.

Die Immunisierung von Kaninchen erfolgte durch die Firma Pineda (Berlin), wobei jeweils
500 pg Protein fur die Immunisierung eines Kaninchen verwendet und die Antiseren nach
61 Tagen Immunisierungszeit entnommen wurden. Der Titer der Antiseren wurde mit einem
Enzym-gekoppelten Immunnachweis (ELISA) bestimmt, wobel das jeweilige Antigen zur
Beschichtung der Mikrotiterplatte verwendet wurde. Dabel ergab sich fir beide Antiseren ein
Titer von Uber 1:100000.
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3.3 Expression der PACSIN-Isoformen

Bei Sequenzvergleichen in den Gendatenbanken werden fur die PACSINe EST-Klone aus
unterschiedlichen Geweben gefunden. Wahrend PACSIN 1 neurospezifisch exprimiert wird
(Plomann etal., 1998), sind EST-Klone fir PACSIN 2 z.B. aus Hirn und Niere, fir
PACSIN 3 aus Hirn, Thymus, Magen und Leber aufgefiihrt. Zusétzlich werden fur alle
PACSINe EST-Klone aus sehr friihen Entwicklungsstadien gefunden wie z. B. fur PACSIN 1
aus einem 12 Tage altem Maus-Embryo (Genbankeintrag AV160801), fur PACSIN 2 aus
einem Maus-Embryo im Zwei-Zell-Stadium (Genbankeintrag AU014698) und fir PACSIN 3
aus elnem acht Tage alten Maus-Embryo (Genbankeintrag AV 301736).

331  Expression auf mMRNA-Ebene

Um die genaue Gewebeverteilung der verschiedenen Isoformen zu bestimmen, wurde mit
MRNA aus Geweben adulter Mause eine Northern Blot Analyse durchgeftihrt. Als spezifische
Sonden wurden jewells Fragmente aus den cDNASs der einzelnen Maus-PACSIN-Isoformen
durch Restriktionsverdau isoliert und fur die Hybridisierung radioaktiv markiert. Dabei zeigte
sich fur die einzelnen Isoformen jeweils nur eine spezifische Bande, die bei PACSIN 1 eine
Grofl3e von 4,4 kb, fur PACSIN 2 von 3,5 kb und fir PACSIN 3 von 2,0 kb aufweist. In der
Gewebespezifitét zeigen sich die Unterschiede, die durch die Datenbank-Anayse schon zu
vermuten waren. PACSIN 1 ist die einzige neurospezifische Isoform, wahrend PACSIN 2
und 3 zwar ebenfalls im Hirn, aber auch in anderen Geweben exprimiert werden. PACSIN 2
zeigt in den getesteten Geweben eine ubiquitdre Verteilung, PACSIN 3 wird besonders stark
in Herz und Muskel und schwécher in Ovarien nachgewiesen (Abb. 22 A).

Als Kontrollen fur den Northern Blot wurde elnerseits die gleichmaliige Beladung des Gels
vor dem Blot mit einer Ethidiumbromid-Féarbung der RNA getestet und andererseits die
Integritét der transferierten RNA durch Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde fur
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) nachgewiesen (Abb. 22 A). Dal3 das
GAPDH-Signal in Testis ein anderes Laufverhalten als in den anderen Geweben aufweist, 1813t
sich dadurch erklaren, dal3 in verschiedenen Geweben unterschiedliche Spleif3formen von
GAPDH exprimiert werden kdnnen, sie sich in ihrer Grofde und damit in ihrem Laufverhalten
in einem Agarosegel unterscheiden (Mezquitaet al., 1998).

Die RNA-Expression der humanen Isoformen wurde durch Hybridisierung des Human RNA
Master Blots (Clontech) mit spezifischen, radioaktiv markierten Sonden fur humanes
PACSIN 2 und 3 ermittelt. Auf diesem Blot sind RNAs sowohl aus fetalen als auch adulten
Geweben in einzelnen Punkten aufgetragen, die eine genaue Zuordnung positiver Signale zu
den entsprechenden Ausgangsgeweben ermoglichen. Fur das humane PACSIN 2 bestétigt
sich die ubiquitére Expression. Humanes PACSIN 3 gibt ebenfalls starke Signale in Herz und
Muskel, zusédtzlich auch in Lunge. Interessant ist, dal3 beide Isoformen diese
Expressionsmuster auch bereitsin den fetalen Geweben aufweisen. (Abb. 22 B).
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Abb. 22. (A) Northern Blot Analyse der PACSIN-Isoformen mit mRNA aus adulten Maus-Geweben. Die
Zahlen links geben die GroRRe der Signale fur die einzelnen Isoformen in kb an. Als Kontrollen sind eine
Hybridisierung mit GAPDH und die Ethidiumbromid-Féarbung (EtBr) der RNA vor dem Blot gezeigt. (B) Die
RNA-Expression der humanen Isoformen von PACSIN 2 und 3 wurde im Human RNA Master Blot (Clontech)
analysiert. Die obere Abbildung zeigt die positiven Signale fir PACSIN 2, die mittlere die fir PACSIN 3. Im
unteren Rechteck ist der Ursprung der RNA fur die einzelnen Areale schematisch angegeben.

3.3.2  Expression auf Proteinebene

Fir die Expressionsanalyse der einzelnen PACSIN-Isoformen auf Proteinebene wurde
Gesamtprotein aus adulten Mausgeweben extrahiert und im Western Blot analysiert. Hier
bestétigt sich die fur die Isoformen bereits im Northern und Human RNA Master Blot
gefundene  Gewebeverteilung der einzelnen Isoformen. PACSIN1 (50kDa) wird
ausschliefdlich im Hirn exprimiert, PACSIN 2 (65kDa) ist ubiquitér nachweisbar und
PACSIN 3 (48 kDa) kommt stark in Herz, Lunge, und Muskel, schwach in Leber, Niere,
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Uterus und Hirn vor (Abb. 23). In Hirn ist die mit dem PACSIN 3-Antiserum detektierte
Doppelbande bei 50 kDa und 48 kDa auf eine Kreuzreaktion des PACSIN 3-Antiserums mit
PACSIN 1 (50 kDa) zurtickzufihren.
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v X N% 3
s & & &5 5 s 5 5 & .
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I [= 1= 1= 1" 1" |
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48 kDa By, ¢ — — PACSIN 3

Abb. 23. Western Blot Analyse der Expression der PACSIN-Isoformen. Die Zahlen links geben die Laufhthe
der spezifischen Signale in kDa an. Die mit dem PACSIN 3-Antiserum detektierte 50 kDa-Bande in Hirn ist eine
Kreuzreaktion mit PACSIN 1. Die Spezifitét der affinitatsgereinigten Antikorper ist in Abb. 24 dargestellt.

Waéhrend in der Western Blot Analyse die Signale fir PACSIN 1 und PACSIN 3 mit dem
theoretisch bestimmten Molekulargewicht Ubereinstimmen, [auft PACSIN 2 hingegen in der
SDS-PAGE ca. 10 kDa hoher als theoretisch ermittelt, unabhangig davon, ob es sich um das
endogene eukaryotische Protein oder das bakterielle GST-PACSIN 2-Fusionsprotein handelt.
Um diese Abweichung zu erkldren und das Molekulargewicht mit einer unabhangigen
Methode zu bestimmen, wurden die Molekulargewichte von GST und GST-PACSIN 2 mittels
Massenspektrometrie (MALDI-MS) bestimmt. Die daraus berechnete Differenz kommt dem
theoretisch ermittelten Molekulargewicht von PACSIN 2 sehr nahe (Tab. 7), so dal3 das
ungewohnliche Laufverhalten wohl auf die Aminosdure-Zusammensetzung des Proteins
zurtickzuftihren ist. Ein vergleichbares Laufverhalten in der SDS-PAGE wurde auch schon fir
das PACSIN 2-Homolog in Huhn, FAP52, beschrieben (Meriléinen et a, 1997), so dal3 dieses
Laufverhalten Isoform-spezifisch zu sein scheint.

A PACSIN 1 PACSIN 2 PACSIN 3
theoretisches MW (kDa) 50,6 55,8 48,5
apparentes MW (kDa) 50 65 48
B GST GST-PACSIN 2 Differenz fir PACSIN 2
theoretisches MW (kDa) 26,9 82,7 55,8
apparentes MW (kDa) 27,8 83,4 55,7

Tab. 7. (A) Vergleich der theoretisch und durch Western Blot Analyse bestimmten Molekulargewichte (MW)
fur die PACSIN-Isoformen. (B) Vergleich der theoretisch und durch MALDI-MS-Analyse ermittelten MW fir
GST und GST-PACSIN 2. Aus diesen Werten wurde in der rechten Spalte das MW fur PACSIN 2 errechnet.
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3.3.3  Endogene Expression in eukaryotischen Zellen

Um in weiteren Analysen eine mogliche Kreuzresktivitét der Antiseren mit anderen
Mitgliedern der PACSIN-Proteinfamilie ausschliefen zu konnen, wurden in einer
Affinitétsreinigung aus den einzelnen Antiseren zunéchst die AntikOrper abgereichert, die
auch die anderen Isoformen erkennen, die Isoform-spezifischen Antikorper dann an eine
Affinitétsséule gebunden und von dort mit KSCN eluiert (s. 2.2.9).

Um die Spezifitdt der affinitétsgereinigten Antiseren nachzuweisen, wurden Western Blot
Analysen von Gesamtproteinlysaten durchgefihrt. Das affinitétsgereinigte Antiserum gegen
das neurospezifische PACSIN 1 wurde auf Maus-Hirn-Homogenat, die gereinigten Antiseren
gegen PACSIN 2 und 3 auf endogen exprimierenden Zellinien getestet. Jedes der gereinigten
Antiseren detektiert nur eine Bande mit der spezifischen Laufhthe der jeweiligen Isoform
(Abb. 24 A), wobel PACSIN 1 in Hirn und PACSIN 2 und 3 von NIH 3T3 Fibroblasten
exprimiert werden. Wahrend PACSIN 2 unabhangig von deren Differenzierungsstadium
ebenfals in C2-Myoblasten detektiert werden kann, ist die endogene Expression von
PACSIN 3 in C2-Myoblasten differenzierungsabhangig. C2-Myoblasten nehmen erst nach
mehrtégiger Differenzierung einen Muskel-Phanotyp an (Y affe und Saxel, 1977) und erst ab
diesem Zeitpunkt |&3t sich eine endogene PACSIN 3-Expression nachweisen.
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Abb. 24. Western Blot Analyse der Spezifitdt der affinitétsgereinigten Antiseren gegen die PACSIN-I1soformen.
Endogen exprimiertes PACSIN 1 wurde in Maus-Hirn-Homogenat, PACSIN 2 und 3 in NIH 3T3 Fibroblasten
und in undifferenzierten und differenzierten (diff.) C2-Myoblasten mit den jeweils Isoform-spezifischen
affinitdtsgereinigten Antiseren detektiert (A). Nachweis der Isoform-spezifischen Kreuzreaktion der
affinitétsgereinigten Antiseren zwischen den Ratten- und Maus-Homologen der PACSINe in der Western Blot-
Anayse von Hirn-Homogenaten (B). Die Zahlen links geben die Laufhohe der Proteine des GrofRenstandards in
kDaan.
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Da es aufgrund der Grof3e leichter ist, priméare Neuronenkulturen aus definierten Bereichen
von Ratten- anstelle von Maus-Hirnen anzulegen, wurden die affinitétsgereinigten Antiseren
auf eine Kreuzreaktionen mit den entsprechenden Ratten-Homologen der PACSINe im
Western Blot getestet. Jedes Antiserum ist in der Lage das entsprechende Homolog im
Ratten-Hirn-Homogenat, dessen Laufhthe der des korrespondierenden Maus-Homologs
entspricht, zu detektieren (Abb. 24 B).

Die intrazelluldre Verteilung von PACSIN 1 konnte somit in primdren Hippocampus-
Neuronen aus Ratte, von PACSIN 2 und 3 in den oben beschriebenen Zellinien durch
konfokale Mikroskopie analysiert werden, wobei die endogen exprimierten PACSINe mit den
affinitatsgereinigten Antikorpern detektiert wurden. Alle Isoformen zeigen eine cytosolische
Verteilung, PACSIN 1 wird in priméren Neuronen zusétzlich in den sogenannten Boutons
detektiert, an denen die Synapsen mit anderen Neuronen in Kontakt treten (Abb. 25 A). Fur
PACSIN 2 und 3 kann zusétzlich eine diskontinuierliche Plasmamembran-Assoziation
beobachtet werden, die bei PACSIN 2 in den NIH 3T3 Fibroblasten nur vereinzelt
(Abb.25B), be PACSIN3 in differenzierten C2-Myotuben sehr haufig auftritt
(Abb.25C, C'). Diese Lokaisation stimmt mit der in Muskelgewebe detektieren
durchgehenden Plasmamembran-Assoziation von PACSIN 3 dberein (M. Plomann,
personliche Mitteilung).

Abb. 25. Analyse der intrazelluldren Verteilung der PACSINe mit Isoform-spezifischen Antikorpern durch
konfokale Mikroskopie. (A) zeigt die endogene Expression von PACSIN 1 in priméren Hippocampus-Neuronen
aus Ratte, (B) die endogene PACSIN 2-Expression in NIH 3T3 Fibroblasten und (C) die endogene PACSIN 3-
Expression in differenzierten C2-Myotuben. Die Pfeile weisen in (A) auf markierte Boutons in den Axonen und
in (B, C) auf markierte Plasmamembranbereiche. In (C') ist die endogene PACSIN 3-Expression in weiteren
differenzierten C2-Myotuben in vertikaler Aufnahmeebene dargestellt. Alle Aufnahmen entsprechen einer
Zellebene und wurden 32x gescannt. Die Spezifitdt der affinitétsgereinigten Antikorper ist in Abb. 24 gezeigt.
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3.34 | mmunhistochemische Analyse auf Hirnschnitten

Da Hirn das einzige Gewebe ist, in dem sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene eine
Expression aller PACSIN-Isoformen detektiert wurde, konnen hier die zelluldren
Expressionsmuster der PACSINe durch immunhistochemische Untersuchungen an
Hirnschnitten verglichen werden. Dies sollte eine mdgliche redundante oder komplementéare
Expression der PACSINe in den verschiedenen Hirnregionen und zusétzlich eine potentielle
Z€lltyp-Spezifitét der Isoformen klaren.

Fir diese Analyse wurde auf Rattengewebe gewechselt, da zum einen die affinitatsgereinigten
Antiseren gegen die PACSIN-Isoformen fir beide Spezies geeignet sind (Abb. 24) und zum
anderen die Hirne bei Ratten gréf3er als bei Méausen sind, was die Anatomie der verschiedenen
Hirnregionen besser erkennbar machen sollte. Desweiteren kdnnen aus Rattenhirnen, wie
bereits oben erwahnt, leichter primére Kulturen aus definierten Hirnbereichen anlegt werden.

Sagitale Paraffinschnitte von adultem Rattenhirn wurden mit den affinitétsgereinigten
Antikorpern gegen die einzelnen PACSIN-Isoformen umgesetzt und die Expression durch
DAB-Farbung detektiert. Aufgrund von starken Variationen in der Signalstéarke auf Schnitten
verschiedener Tiere wund der aufgetretenen  Hintergrundfdrbung konnten die
Expressionsmuster der verschiedenen PACSIN-Isoformen nicht in alen Hirnregionen
analysiert werden. Jedoch zeigten einige Hirnregionen reproduzierbar ein auffélliges
Verteilungsmuster fur die PACSINe. Alle PACSIN-Isoformen werden von Neuronen des
Cortex exprimiert und weisen demzufolge in dieser Hirnregion en redundantes
Expressionsmuster auf (Abb 26 A, B, C). In der darunterliegenden weil3en Substanz kénnen
PACSIN 1 und 3 in Neuronen (Abb. 26 D, F), PACSIN 2 hingegen as einzige Isoform in
Astrocyten nachgeweisen werden (Abb. 26 E).

Besonders aufféllig sind die Expressionsunterschiede in den Regionen des Kleinhirns.
PACSIN 1 wird besonders stark in einem Kerngebiet innerhalb des Klenhirnstiels
(Abb. 26 G), aber kaum im Kleinhirn selbst exprimiert (Abb. 26 J). PACSIN 2 kann hingegen
in der Kernregion kaum (Abb. 26 H), dafir in den Purkinjezellen sehr stark nachgewiesen
werden (Abb. 26 K). PACSIN3 wiederum wird in beiden Regionen in geringen Mengen
exprimiert (Abb. 261, L).

Im Stammhirn existieren ebenfalls unterschiedliche Expressionsmuster, wobel PACSIN 1
stark in grof3en und kleinen Neuronen (Abb. 26 M), PACSIN2 nur sehr schwach in grofien
Neuronen (Abb. 26 N) und PACSIN 3 in kleinen Neuronen exprimiert wird (Abb. 26 O).
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Abb. 26. Immunhistochemische Analyse der Expression der einzelnen PACSIN-Isoformen auf sagitalen Hirn-
Schnitten adulter Ratten. Die Zellkerne wurden mit Hamalaun geférbt. Die Spezifitét der affinitétsgereinigten
Antiseren gegen die PACSIN-Isoformen ist in Abb. 24 dargestellt. Die Beschreibung der einzelnen Bilder
befindet sich im Text.
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34 Bindungspartner der PACSIN-Proteine

34.1 Isolierung neuer Bindungspartner mit dem Hefe Two-Hybrid System

Eine Md&glichkeit, Hinweise auf die Funktion von Proteinen zu bekommen, ist die Anayse
ihrer Interaktionspartner. Da es bei der Suche nach bislang unbekannten Bindungspartner
sinnvall ist, eine definierte Bank zu durchsuchen, bietet sich bel derartigen Ansétzen das Hefe
Two-Hybrid System an. Da alle PACSIN-Isoformen in Hirn exprimiert werden, wurde fr die
Isolation neuer Bindungspartner eine Maus-Hirn MATCHMAKER cDNA-Bank (Clontech)
benutzt, die schon fir PACSIN 1 erfolgreich eingesetzt wurde (Modregger, 1997). In Tab. 8
ist die Anzahl der isolierten potentiellen Bindungspartner fur PACSIN 2 und 3 nach den
verschiedenen Schritten des Hefe Two-Hybrid Systems aufgefuhrt.

PACSIN 2 PACSIN 3
Komplexitat der Bank 11.0° Klone
getestete Klone 6,840° 9,840°

getesteter Anteil der Bank (%) 68 98
Klone nach 3 b-Gal-Tests 59 29
Klone nach Cycloheximid-Selektion 56 24
Klone nach ,Yeast Mating’ 28 11
Klone nach Sequenzierung 10 8

Tab. 8. Ubersicht tber die Anzahl der mit Hilfe des Hefe Two-Hybrid Systems isolierten potentiellen
Bindungspartner fir PACSIN 2 und 3 nach den verschiedenen Stufen des Two-Hybrid Systems.

Die Sequenzanalysen der potentiellen Bindungspartner fir PACSIN 2 und 3 nach dem , Y east
Mating’ zeigte, dald einige der Klone zwar bekannte Proteine oder Doméanen codieren, die
cDNA aber in einem versetzten Leseraster in den pACT2-Vektor kloniert wurde, so dal3 das
exprimierte Fusionsprotein nicht dem in Genbank-Analysen gefundenen Protein entspricht.
Diese Klone wurden als falsch-positiv bewertet, so dal3 nach Sequenzanalyse schliefdlich zehn
neue potentielle Bindungspartner fir PACSIN 2 und acht fur PACSIN 3 isoliert wurden.
Einige dieser Proteine sind in der Genbank eingetragen, wobei Endophilin B1 und Cordon-
Bleu fir beide PACSIN-Isoformen, die a-Untereinheit der Na'/K*-ATPase fiir PACSIN 2
und PICK1, PACSIN 1 und TRAX nur fur PACSIN 3 isoliert wurden (Tab. 9).
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PACSIN 2

PACSIN 3

als potentielle
Bindungspartner
isolierte Klone
(Proteinname
laut Genbank)

211

32-2 (Endophilin B1)

21-7 (Endophilin B1)

32-12 (PICK1)

21-8 (Cordon-Bleu)

32-15 (Cordon-Bleu)

22-2 (a-Untereinheit der Na'/K'-ATPase)

33-4 (PACSIN 1)

22-8 33-13
23-14 33-15 (TRAX)
24-1 34-7
24-10 34-8
24-14

24-18

Tab. 9. Ubersicht iber die mit dem Two-Hybrid System isolierten neuen potentiellen Bindungspartner fiir
PACSIN 2 und 3. Es sind die jeweiligen Klon-Nummern angegeben, unter denen die Proteine in den einzelnen
Ansétzen des Hefe Two-Hybrid Systems isoliert wurden. Fir die bereits in der Genbank eingetragenen Proteine
sind die Namen in Klammern hinter dem entsprechenden Klon aufgefuhrt.

In den bisher in der Genbank unbekannten Klonen konnten auch keine bekannten
Bindungsmotive oder Doménen gefunden werden, so dal3 zur Zeit keine weiteren Aussagen
Uber diese potentiellen Bindungspartner gemacht werden konnen. Bei den bereits bekannten
potentiellen Bindungspartnern wurden teilweise die gesamten codierenden Bereiche, teilweise
nur Fragmente der offenen Leseraster isoliert (Tab. 10).

Gesamtlange des isolierter Bereich (AS) isolierter Bereich (AS)
Proteins (AS) far PACSIN 2 far PACSIN 3
Endophilin B1 366 1-366 1-366
Cordon-Bleu 385 224-385 224-385
a'ﬁ;f/irf Z‘:ﬁ:sier 1023 423-1023 —
PICK1 417 — 314-417
PACSIN 1 441 — 195-441
TRAX 291 — 1-291

Tab. 10. Ubersicht tiber die Lange der isolierten Bereiche der potentiellen Bindungspartner fir PACSIN 2 und 3
mit Hilfe des Two-Hybrid Systems.

Sowohl fur TRAX as auch fur Endophilin B1, das bereits fur PACSIN 1 gefunden wurde
(Modregger, 1997), konnte der gesamte, bel PICK1, Cordon-Bleu und der a-Untereinheit der
Na'/K*-ATPase hingegen nur der den C-terminalen Anteil des Proteins codierende Bereich
aus der Bank isoliert werden.
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Interessant ist die Tatsache, dal3 mit PACSIN 3 auch PACSIN 1 aus der Bank isoliert werden
konnte. Diesist ein erster Hinwels, dal3 die PACSINe auch untereinander interagieren konnen,
was eventuell tber die zentrale coiled-coil Region (AS 183-213 bei PACSIN 1) mdglicht ist.
Der grofte Tell dieser Region ist N-terminal in dem PACSIN 1-Fragment enthalten, das mit
PACSIN 3 aus der Bank isoliert wurde.

34.2 Betelligung der PACSINe an der Clathrin-ver mittelten Endocytose
3421 Affinitatspréazipitation

Quamann und Mitarbeiter (1999) beschreiben fir das ebenfalls neurospezifische
Rattenhomolog von PACSIN 1, Syndapin |, eine Bindung an Synaptojanin, Synapsin 1 und
Dynaminl, die an entscheidenden Schritten des synaptischen Clathrin-vermittelten
Veskeltransports beteiligt sind. Da N-WASP, das einen regulatorischen Einfluld auf das
Actin-Cytoskelett hat, als weiterer Bindungspartner gefunden wurde, wird fir Syndapin | eine
Funktion als Bindeglied zwischen den Proteinen des Vesikeltransports und des Cytoskeletts
angenommen.

Zusatzlich wird in Syndapin| die Bindungsregion fur diese Bindungspartner auf die SH3-
Domane eingegrenzt, da ein Aminosaure-Austausch eines in SH3-Doméanen konservierten
Prolins gegen Leucin die Bindung der isolierten Syndapin I-SH3-Domane an diese Proteine
inhibiert (Qualmann et al., 1999).

Die hohe Homologie zwischen Syndapin| und den PACSIN-Isoformen, insbesondere auch
im Bereich der SH3-Domanen, deutet darauf hin, dal3 alle PACSINe mit den fir Syndapin |
beschriebenen Bindungspartnern interagieren und somit auch an den Vorgangen des Clathrin-
vermittelten Vesikeltransports beteiligt sein kdnnten. Um eine potentielle Interaktion auf die
SH3-Domane eingrenzen zu konnen, wurde in ale PACSIN-Isoformen ein Aminosaure-
Austausch eines konservierten Prolins gegen Leucin eingefthrt (PACSIN 1 P434L,
PACSIN 2 P478L und PACSIN 3 P415L, Abb. 27), durch den die SH3-Doméne inaktiviert
wird (Clark et al., 1992). Somit konnten mogliche Interaktionen jeweils mit den Vollangen-
Proteinen und nicht nur mit isolierten Domanen getestet werden.
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A Wildtyp-Sequenz der PACSIN 1-cDNA von bp 1490-1514 5" - GGC CTC TAT CCT GCC AAC TAC GIT G - 3
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 1-Proteins von AS 431-438 G L Y P A N Y V
3" — CCG GAG ATA GGA CGG TTG ATG CAA C - 5

Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 1-P434L 5" — GGC CTC TAT CTC GCG AAC TAC GIT G - 3
Sequenz der PACSIN 1-cDNA nach der Mutagenese 5 — GGC CTC TAT CIC GCG AAC TAC GIT G - 3
Sequenz des PACSIN 1-Proteins nach der Mutagenese G L Y L A N Y V
3" — CCG GAG ATA GAG CCGC TTG ATG CAA C - ¥
Nru |
B Wildtyp-Sequenz der PACSIN 2-cDNA von bp 1673-1697 5 - GCC CTA TAC CCA GCC AAC TAT GIC G - &
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 2-Proteins von AS 475-482 G L Y P A N Y V
3" — CCG GAT ATG GGI CGG TTG ATA CTG C - ¥’
Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 2-P478L 5" — GGC CTA TAC CTC GCG AAC TAT GIC G - 3
Sequenz der PACSIN 2-cDNA nach der Mutagenese 5 — GGC CTA TAC CIC GCG AAC TAT GIC G - 3
Sequenz des PACSIN 2-Proteins nach der Mutagenese G L Y L A N Y V
3" — CCG GAT ATG GAG CGC TTG ATA CAG C - ¥’
Nru |
C Wildtyp-Sequenz der PACSIN 3-cDNA von bp 1360-1383 5" — ATT GGI CTG TAC CCT GCC AAT TAC - 3
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 3-Proteinsvon AS 411-418 I G L Y P A N Y
3" — TAA CCA GAT ATG GGA CGG TTA ATG - 5’
Rsa |
Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 3-P415L 5" — ATT GGI CTG TAT CTT GCC AAT TAC - 3’
Sequenz der PACSIN 3-cDNA nach der Mutagenese 5" — ATT GGI CTG TAT CIT GCC AAT TAC - 3’
Sequenz des PACSIN 3-Proteins nach der Mutagenese I G L Y L A N Y

3" — TAA CCA GAT ATA GAA CGG TTA ATG - %’

Abb. 27. Darstellung der Wildtypsequenz, der verwendeten Primer und der resultierenden Mutationen in den SH3-Doménen fir PACSIN 1 (A), 2 (B) und 3 (C). Die veradnderten
Basen und Aminosduren sind grau unterlegt, eingefiinrte oder veranderte Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen und Restriktionsenzyme unterhalb der entsprechenden Sequenz
angegeben.



Die durch die Mutagenesen erzeugten Varianten der PACSIN-Isoformen wurden ebenfalls in
die pGEX-Vektoren kloniert (pGEX-3X fur PACSIN 1 P434L und PACSIN 3 P415L,
pGEX-2T fur PACSIN 2 P478L) und bakteriell exprimierte GST-Fusionsproteine der
Wildtyp- und der Varianten mit mutierter SH3-Domane sowie GST as Kontrolle
aufgereinigt. Trotz der eingefthrten Mutationen in die hoch konservierten SH3-Domanen
wurden ale Protein-Varianten im Vergleich zur Wildtyp-Form gleich gut exprimiert
(Abb. 28), so daf’3 auch die Vollangen-Proteine mit mutierter SH3-Doméne fur eine Analyse
maoglicher Bindungspartner geeignet sind.

45 —

29 =—

Abb. 28. Bakteriell exprimierte GST-Fusionsproteine der PACSIN-Wildtyp-Formen und der Varianten mit
mutierter SH3-Doméne im Vergleich zu GST alein in eéinem Coomassie-geférbten Acrylamidgel nach SDS-
PAGE. Die verschiedenen Wildtyp- und SH3-mutierten Varianten der PACSIN-Isoformen zeigen ein
unverdndertes |Isoformen-typisches Expressions- und Degradationsverhaten. Die Zahlen links geben die
Laufhéhe der Proteine im GrofRenstandard in kDa an.

Die verschiedenen bakteriell exprimierten Proteine wurden nach der Aufreinigung an der
Glutathion-Sepharose belassen und mit einem Protein-Homogenat aus Maus-Hirn inkubiert.
Die Uber diese Affinitétsprézipitation isolierten Proteine wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und im Western Blot analysiert. Dabei zeigte sich, dal3 alle PACSIN-Isoformen in
der Lage sind, an Dynamin, Synaptojanin 1 und N-WASP zu binden, wahrend GST dlein und
die PACSIN-Varianten mit mutierter SH3-Doméne nicht zu diesen Interaktionen fahig sind
(Abb. 29).

Aufgrund dieses Bindungsverhaltens konnten alle PACSIN-Isoformen an den fur Syndapin |
beschriebenen Vesikeltransportvorgéngen beteiligt sein. Zusétzlich konnte eine SH3-
Domanen-abhéngige Bindung von mSosl an die PACSINe nachgewiesen werden, wodurch
neben N-WASP eine weitere Verbindung zur Regulation des Actin-Cytoskeletts besteht
(Nimnual et al., 1998; Scita et a., 1999). Eine Bindung an Clathrin, einem wichtigen Protein
der Vesikehlle bei der synaptischen Endocytose (Kirchhausen, 2000a), konnte hingegen
nicht detektiert werden (Abb. 29).
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Abb. 29. Affinitétsprézipitation von PACSIN-Bindungspartnern. Sowohl immobilisierte GST-Fusionsproteine
der Wildtyp-PACSINe und der Varianten mit mutierter SH3-Doméne (PACSIN 1 P434L, PACSIN 2 P478L und
PACSIN 3 P415L) asauch GST alein wurden mit Maus-Hirn-Homogenat inkubiert und interagierende Proteine
im Western Blot analysiert. Die Zahlen links geben die Laufhdhe der Signalein kDa an.

3.4.2.2 Intrazelluldre Colokalisation der Bindungspartner

Fir eine Interaktion von Proteinen invivo ist nicht nur deren Fahigkeit zur gegenseitigen
Bindung nétig, sondern auch eine sich Uberschneidende Verteilung innerhalb der Zelle, so dal3
nicht nur biochemisch, sondern auch rdumlich eine Interaktion der Proteine méglich ist.
Nachdem invitro eine Interaktion der PACSINe mit Dynamin, einem Schllsselenyzm der
Veskelbildung (Schmid et al., 1998), nachgewiesen wurde, sollte nun auch in Zellen
Uberprift werden, ob die Proteine, zumindest teilweise, colokalisiert sind. Dazu wurden die
Expressionsmuster der Proteine durch konfokale Mikroskopie anaysiert, wobel sich eine
partielle Colokalisation aler PACSIN-Isoformen mit Dynamin zeigte (Abb. 30). Die
PACSINe binden also nicht nur invitro an Dynamin, sondern die Bindungspartner kommen
in bestimmten Bereichen der Zellen auch in raumlicher Néhe vor, so dal3 eine Interaktion
invivo tats&chlich moglich wird. Dies ist ein weiterer wichtiger Hinweis auf eine mogliche
Beteiligung der PACSINe beim intrazelluldren Vesikeltransport.
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PACSIN 1 Dynamin

PACSIN 2 Dynamin
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bb. 30. Immunfluoreszenz-Analyse der endogenen Expressionsmuster der PACSINe im Vergleich zu Dynamin
mittels konfokaler Mikroskopie. PACSIN 1 wurde in primédren Hippocampus-Neuronen aus Ratte (A, B),
PACSIN 2 in NIH 3T3 Fibroblasten (D, E) und PACSIN 3 in differenzierten C2-Myotuben (G, H) detektiert.
Zum Vergleich wurde in den Zellen die endogene Dynamin-Verteilung (B, C, E, F, H, 1) analysiert. Durch
Uberlagerung der beiden Signale (B, E, H) 143t sich eine Colokalisation der PACSINe mit Dynamin erkennen.
Alle Bilder entsprechen einer Zellebene und wurden 32x gescannt. Die Spezifitét der affinitétsgereinigten
Antiseren gegen die PACSINeist in Abb. 24 gezeigt.

Ein weiteres wichtiges Protein des Vesikeltransports ist Clathrin (Kirchhausen, 2000a), das
bis zur Abschniirung des Vesikels gleichzeitig mit und in ré&umlicher N&he zu Dynamin am
Vesikel vorhanden ist. Jedoch konnte weder in der Affinitétsprazipitation eine Bindung an die
PACSINe (Abb.29), noch durch konfokale Mikroskopie (Abb.31) ene deutliche
Colokalisation nachgewiesen werden. Das in der Affinitétsprézipitation fir Dynamin und
Clathrin gefundene unterschiedliche Bindungsverhalten an die PACSINe 183 sich somit aso
auch durch die Immunfluoreszenz-Analyse bestétigen.
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Abb. 31. Immunfluoreszenz-Analyse der endogenen Expressionsmuster der PACSINe im Vergleich zu Clathrin
mittels konfokaler Mikroskopie. PACSIN 1 wurde in primédren Hippocampus-Neuronen aus Ratte (A, B),
PACSIN 2 in NIH 3T3 Fibroblasten (D, E) und PACSIN 3 in differenzierten C2-Myotuben (G, H) detektiert.
Zum Vergleich wurde in den Zellen die endogene Clathrin-Verteilung (B, C, E, F, H, 1) anaysiert. Die
Uberlagerung der beiden Signale (B, E, H) |&Rt keine deutliche Colokalisation der PACSINe mit Clathrin
erkennen. Alle Bilder entsprechen einer Zellebene und wurden 32x gescannt. Die Spezifitdt der
affinitétsgereinigten Antiseren gegen die PACSINeist in Abb. 24 gezeigt.

Eine Doppelfarbung der Zellen mit den anderen in der Affinitétsprézipitation ermittelten
Bindungspartner war aufgrund der vorhandenen Erstantikorper nicht mdéglich, da bel einer
Doppelfarbung die jeweiligen Antikorper aus unterschiedlichen Spezies stammen mussen.
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3.4.2.3 Endocytose Assay

Wenn fur eine Zellfunktion die zeitlich und konzentrationsabhangig regulierte Interaktion von
Proteinen nétig ist, kann eine Uberexpression eines der Partner diesen Prozef stéren. Durch
V erschiebung des Bindungsgleichgewichts ist nicht mehr genug freies Protein vorhanden, um
die Funktion unverandert austiben zu kénnen.

Simpson und Mitarbeiter (1999) zeigten fUr einige Proteine des Clathrin-vermittelten
Veskeltransports, die Uber ihre SH3-Doméane mit Dynamin interagieren, dal} eine
Uberexpression ihrer SH3-Doménen den komplexen Vorgang der Vesikelabschniirung an
unterschiedlichen und fir das jeweilige Protein spezifischen Zwischenstufen stort. Eines der
in dieser Arbeit untersuchten Proteine war Syndapin 1, das Rattenhomolog von PACSIN 1.
Da die neuen PACSIN-Isoformen vergleichbare Bindungseigenschaften an die Proteine des
Clathrin-vermittelten Vesikeltransports zeigen, sollte ein Endocytose Assay, der die Clathrin-
vermittelte Aufnahme des Transferrin-Rezeptors analysiert, einen Einflu3 von PACSIN 2
und 3 auf diesem Vorgang kléren. Im Gegensatz zu der Studie von Simpson und Mitarbeitern
wurden hier nicht die isolierten SH3-Domanen, sondern die Vollangen-Proteine und die
Varianten mit mutierten SH3-Doménen untersucht, so dald bei einem méglichen Einfluf? von
PACSIN 2 und 3 auf die Transferrin-Aufnahme die SH3-Doméane als Interaktionsbereich
analysiert werden kann.

Um in transfizierten Zellen nur die Gberexprimierten und nicht die endogenen Proteine zu
detektieren, wurden sowohl Wildtyp-PACSIN 2 und 3 as auch die Varianten mit mutierten
SH3-Domanen N-termina mit ener Myc-Sequenz markiert (PACSIN 2 und PACSIN 2
PA78L im pMyc-CMV, PACSIN 3 und PACSIN 3 P415L im pcDNA3 mit integrierter Myc-
Sequenz). Diese PACSIN-Varianten wurden in NIH 3T3 Fibroblasten exprimiert und ein
Einfluld auf die Clathrin-vermittelte Aufnahme des Transferrin-Rezeptors analysiert. Die
Uberexpression der Wildtyp-Proteine inhibiert die Endocytose mit einem Dosis-abhangigen
Effekt, wahrend eine vergleichbare Uberexpression der mutierten Varianten keinen EinfluR
auf diesen Vorgang hat (Abb. 32). Dies beweist nicht nur die Beteiligung der PACSIN-
Isoformen am Clathrin-vermittelten Vesikeltransport, sondern grenzt zusétzlich die SH3-
Domane als aleinigen Interaktionsbereich fir diesen Prozel3 ein.
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PACSIN 2 wt Transferrin PACSIN 3 wt Transferrin

PACSIN 2 wt i Transferrin PACSIN 3 wt Transferrin

PACSIN 2 P478L Transferrin : PACSIN 3 P415L Transferrin

Abb. 32. Immunfluoreszenz-Analyse des Einflusses von Wildtyp-PACSIN 2 und 3 und der Varianten mit mutierten SH3-Doménen auf die Transferrin-Aufnahme. Eine
Uberexpression in NIH 3T3 der mit der Myc-Sequenz markierten PACSIN-Varianten zeigt einen dosisabhangigen EinfluR auf die Transferrin-Endocytose. Wahrend bei geringer
Expression von Wildtyp-PACSIN 2 (A, A’’) und Wildtyp-PACSIN 3 (D, D’’) Transferrin in die Zellen aufgenommen werden kann (A’, A’’, D', D'"), blockiert eine hohe
Expressionsrate der Wildtyp-PACSIN (B, B’ fur PACSIN 2, E, E’’ fur PACSIN 3) die Transferrin-Endocytose (B’, B'’, E’, E’’). Eine vergleichbar starke Expression der PACSIN-
Varianten mit mutierten SH3-Doménen (C, C’ fir PACSIN 2 PA78L, F, F’ fir PACSIN 3 P415L) hingegen hat keinen erkennbaren Einfluf? auf die Transferrin-Aufnahme (C', C'’,
F,F").



Um die Dosisabhangigkeit des Effekts durch eine weitere Methode zu verifizieren, wurden
von PACSIN 3 die Wildtyp- und die Variante mit mutierter SH3-Domane (PACSIN 3 P415L)
in den pDsRedl-N1-Vektor kloniert, so dal3 Fusionsproteine mit N-terminaler DsRed1-
Markierung in NIH 3T3 Fibroblasten exprimiert werden konnten. Die Aufnahme des
Transferrin-Rezeptors wurde durch FACS-Analyse quantitativ ausgewertet, wobei die
Expression von DsRed1 allein als Negativkontrolle diente (Abb. 33). Auch hier beeinfluf3en
geringe Mengen an PACSIN 3 die Transferrin-Endocytose kaum. Bei hohen Expressionsraten
hingegen zeigten Zellen mit Wildtyp-PACSIN 3 im Gegensatz zu Zellen mit vergleichbaren
Raten an PACSIN 3 mit mutierter SH3-Doméne (PACSIN 3 P415L) eine drastische
Reduktion der Transferrin-Aufnahme.
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Abb. 33. FACS-Analyse des Einflusses von PACSIN 3 auf die Transferrin-Aufnahme. DsRedl1-markiertes
Wildtyp-PACSIN 3 (PACSIN 3 wt) und PACSIN 3 mit mutierter SH3-Doméne (PACSIN 3 P415L) sowie
DsRed1 allein wurden in NIH 3T3 Fibroblasten exprimiert und die Transferrin-Aufnahme in Abhangigkeit von
der Expressionsrate mittels FACS-Analyse ermittelt. Geringe (40-100 Fluoreszenz-Einheiten (FE)) und mittlere
Expressionsraten (100-150 FE) der drei Proteine beeinflussen die Transferrin-Aufnahme nicht. Bei hohen
Expressionsraten (150-1000 FE) ist nur Wildtyp-PACSIN 3 in der Lage, die Transferrin-Aufnahme drastisch zu
reduzieren.
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343 I nter aktion mit 14-3-3-Proteinen

Beim Transport synaptischer Vesikel wird mittlerweile auch eine Regulation beteiligter
Proteine Uber 14-3-3-Proteine diskutiert (Roth et a., 1999; Turner et al., 1999). Die
Interaktion der 14-3-3-Proteine mit dem Bindungsmotiv (RSXSXP) in potentiellen
Interaktionspartnern hangt von dessen Phosphorylierungszustand ab und erfolgt nur, wenn ein
essentielles Serin phosphoryliert ist (Mudlin et a., 1996). Da fur das neurospezifische
PACSIN 1 sowohl invitro as auch invivo eine Phosphorylierung nachgewiesen werden
konnte (Plomann et al., 1998), sollte durch Affinitétsprazipitation geklart werden, ob die
PACSINe mit 14-3-3-Proteinen interagieren. Dazu wurden GST dlein sowie GST-
Fusionsproteine von PACSIN 1, 2 und 3 aufgereinigt, an der Glutathion-Sepharose belassen
und mit Maus-Hirn-Homogenat inkubiert. In einer Western Blot Analyse der in der
Affinitétsprézipitation isolierten Bindungspartner konnte eine spezifische Bindung von
14-3-3-Proteinen an PACSIN 1, aber nicht an PACSIN 2 und 3 gezeigt werden (Abb. 34 A).
Dies ist in Uberreinstimmung mit Analysen der Proteinsequenzen der verschiedenen
Isoformen, da die Consensus-Sequenz der 14-3-3-Protein-Bindungsstelle (Muslin et al., 1996)
zwar in PACSIN 1, aber nicht in PACSIN 2 und 3 konserviert ist (Abb. 34 B), wobel in
letzteren gerade das essentielle, phosphorylierbare Serin (in Abb. 34 B mit einem Stern
markiert) durch Histidin ersetzt wurde.
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Abb. 34. PACSIN 1-spezifische Interaktion mit 14-3-3-Proteinen. (A) Nach Affinitétsprézipitation lassen sich
im Western Blot 14-3-3-Proteine nur as Bindungspartner fir PACSIN 1, nicht aber fur PACSIN 2 und 3
nachweisen. Die Zahl links gibt die Laufh6he des Proteins in kDa an. In (B) sind die Proteinsequenzen der
PACSIN-Isoformen im Bereich der 14-3-3-Protein-Bindungsstelle im Vergleich zur Consensus-Sequenz
dargestellt, das essentielle Serin ist mit einem Stern markiert. P, Prolin; R, Arginin; S, Serin; X, beliebige
Aminoséure. Die Zahlen geben die Aminosdure-Positionen an.
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3.5 Analyse der PACSIN 1-Phosphorylierung

Die exakten Regulationsmechanismen des Vesikeltransports sind bislang noch nicht geklart,
jedoch zeichnet sich gerade fir den synaptischen Vesikeltransport eine Regulation Uber den
Phosphorylierungszustand der beteiligten Proteine ab. Generell scheinen Kinasen wie PKC,
CK2 und CaMKII an dieser Regulation beteiligt zu sein (Llinas et al., 1985; Robinson et al.,
1993; Cotlin et al., 1999; Turner et a., 1999). Fir PACSIN 1, dem Maus-Homolog des an der
Endocytose beteiligten Syndapin | aus Ratte, konnte bereits in vivo gezeigt werden, dal3 es
sich um ein Phosphoprotein handelt (Plomann et a., 1998). Eine Computeranalyse der
PACSIN 1-Proteinsequenz mit dem Pfscan-Programm (ISREC Bioinformatics Group) ergab
drei potentielle Phosphorylierungsstellen fir PKC an den Positionen T25, T310 und $S402.
Zusatzlich wurden ein potentiell phosphorylierbares Tyrosin (Y53) und sechs potentielle
Phosphorylierungsstellen fir CK2 (S4, S15, T86, S174, S345 und S358), jedoch keine
Erkennungssequenz fir CaMKII gefunden (Abb. 35).
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Abb.35. Darstellung der fir PACSIN1 durch Computeranalyse gefundenen  potentiellen
Phosphorylierungsstellen. Die Erkennungsstellen mitsamt Aminoséureposition sind fur CK2 (grau) unterhalb,
flr PKC (gruin) und das potentiell phosphorylierte Tyrosin (gelb) oberhalb der Domanenstruktur von PACSIN 1
angegeben.

Vorabversuche mit Deletionsmutanten des PACSIN 1-Proteins ergaben, dal3 ein N-terminales
Fragment von PACSIN 1 mit T25 durch PKCg phosphoryliert wird, wahrend der C-terminae
Teil mit T310 und $402, aber nicht die SH3-Doméane mit S402 allein als in vitro-Substrat fir
PKCz dient. Mit den gleichen Fragmenten konnte eine Phosphorylierung von $4 und S15
durch CK2 ausgeschlossen werden, wahrend der C-terminale Teil mit den verbleibenden vier
Positionen ein invitro-Substrat fir CK2 darstellt (M. Plomann und M. Leitges, personliche
Mitteilung). Um im neurospezifischen PACSIN 1 die exakten Phosphorylierungsstellen durch
in vitro-Experimente bestimmen zu konnen, wurden bereits friher die beiden potentiellen
PK C-Phosphorylierungsstellen fir PKCg bei T25 und PKCz bei T310 durch gezielte
Mutagenesen durch Alanine ersetzt (Ritter, 1997). Zusétzlich wurden nun die vier noch
verbleibenden potentiellen Phosphorylierungsstellen fiur CK2 ebenfalls durch Mutagenesen in
Alanine ausgetauscht (Abb. 36).
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Wildtyp-Sequenz der PACSIN 1-cDNA von bp 436-467
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 1-Proteinsvon AS 80-89
Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 1 T86A

Sequenz der PACSIN 1-cDNA nach der Mutagenese
Sequenz des PACSIN 1-Proteins nach der Mutagenese

Wildtyp-Sequenz der PACSIN 1-cDNA von bp 700-730
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 1-Proteinsvon AS 168-177

Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 1 S174A

Sequenz der PACSIN 1-cDNA nach der Mutagenese
Sequenz des PACSIN 1-Proteins nach der Mutagenese

Wildtyp-Sequenz der PACSIN 1-cDNA von bp 1217-1249
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 1-Proteins von AS 340-350
Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 1 S345A

Sequenz der PACSIN 1-cDNA nach der Mutagenese
Sequenz des PACSIN 1-Proteins nach der Mutagenese

Wildtyp-Sequenz der PACSIN 1-cDNA von bp 1253-1285
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 1-Proteins von AS 352-362

Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 1 S358A

Sequenz der PACSIN 1-cDNA nach der Mutagenese
Sequenz des PACSIN 1-Proteins nach der Mutagenese
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Abb. 36. Darstellung der
Wildtypsequenz, der ver-
wendeten Primer und der
resultierenden Mutationen in
PACSIN1 bei der Muta
genese  der  potentiellen
Phosphorylierungsstellen fur
CK2. (A) zeigt den
Austausch T86A, (B) den
Austausch S174A, (C) den
Austausch S345A und (D)
den Austausch S358A. Die
verdnderten  Basen und
Aminosduren sind grau
unterlegt, eingefiihrte oder
verdnderte Restriktions-
schnittstellen  sind  unter-
strichen und Restriktions
enzyme unterhalb der
entsprechenden Sequenz
angegeben.



Die verschiedenen PACSIN 1-Varianten wurden mit durchgehendem Leseraster in den
PGEX-3X-Vektor hinter die GST-Sequenz kloniert und die bakteriell exprimierten Proteine
nach Herstellerangaben aufgereinigt. Mit diesen Fusionsproteinen sowie GST as Kontrolle
wurden in vitro-Phosphorylierungen mit CK2, PKCz und einem Gemisch der konventionellen
PKCs (a, b und g) durchgefihrt.

351 I n vitro-Phosphorylierung dur ch konventionelle PK Cs

Die durch die Computeranalyse vorhergesagte Phosphorylierung von PACSIN 1 durch PKC
an T25 konnte durch invitro-Phosphorylierung mit eilnem Gemisch der konventionellen
PKCs (a, b und g) bestdtigt werden. Zwar lassen sich die Signale fur das phosphorylierte
Vollangen-PACSIN 1-Protein und die autophosphorylierten PKCs aufgrund ihrer sehr
ahnlichen Molekulargewichte nicht durch SDS-PAGE trennen, es gibt aber ein spezifisches
Degradationsprodukt von GST-PACSIN 1, dal3 nur bei Wildtyp-PACSIN 1 und PACSIN 1
T310A (potentielle PKCz-Mutante) phosphoryliert wird, nicht aber, wenn T25 allein oder
zusammen mit T310 zu Alanin mutiert ist (Abb. 37).
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Abb. 37. Invitro-Phosphorylierung von GST-PACSIN 1 und verschiedenen Phosphorylierungsmutanten durch
konventionelle PKCs (PKC a, b und ¢). Der linke Teil der Abbildung zeigt das Coomassie-geférbte
Acrylamidgel, mit dem die Reaktionsansdtze durch SDS-PAGE aufgetrennt wurden, der rechte Teil ist der
entsprechende Bereich des Autoradiogramms. Die Zahlen rechts und links geben die Laufhthe der Proteine im
Grolenstandard in kDa an, die Beschriftungen in der Mitte verweisen auf die Laufhthen der angezeigten
Proteine.
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Da die Fusionsproteine Uber das N-terminale GST aufgereinigt wurden, ist es sehr
wahrscheinlich, das dieses Degradationsfragment GST und den N-terminalen Teil von
PACSIN 1 beinhatet, so dal3 auch die bei T25 sehr N-termina gelegene PKCg
Phosphorylierungsstelle in diesem Fragment enthalten ist. In den Kontrollen des Versuchs,
einerseits GST allein mit den Kinasen, andererseits GST-PACSIN 1 ohne Kinasen, kommt es
zu keiner unspezifischen Phosphorylierung (Abb. 37).

35.2 I n vitro-Phosphorylierung durch PKCz

Bei der in vitro-Phosphorylierung von PACSIN 1 durch PKCz konnte eine Phosphorylierung
des Vollangen-Proteins nachgewiesen werden. Allerdings mussen das durch Computeranalyse
vorhergesagte T310 und das as PKCgPhosphorylierungsstelle identifizierte T25 als
Phosphorylierungsstellen fir PKCz ausgeschlossen werden, da keine der mutierten Varianten
einen Unterschied im Vergleich zum phosphorylierten Wildtyp-PACSIN 1 zeigt. Eine
unspezifische Phosphorylierung des Fusionsproteins Uber die GST-Markierung kann ebenfalls
ausgeschlossen werden, da GST alein nicht phosphoryliert wird, ebenso zeigt GST-
PACSIN 1 selbst keine Kinaseaktivitét, die zu einem unspezifischen Signal fuhren konnte.
Aufgrund der leicht unterschiedlichen Molekulargewichte konnten bei diesem Versuch die
Signale durch die Autophosphorylierung der Kinase durch SDS-PAGE von den PACSIN 1-
spezifischen Signalen getrennt werden (Abb. 38).
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Abb. 38. Autoradiogramm der invitro-Phosphorylierung von GST-PACSIN1 und verschiedener
Phosphorylierungsmutanten durch PKCz. Die Zahlen links geben die Laufhdhe der Proteine im Grof3enstandard
in kDa an, die Beschriftungen rechts verweisen auf die Laufhthen der angezeigten Proteine.
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353 In vitro-Phosphorylierung durch CK2

PACSIN 1 wird in vitro ebenfalls durch CK2 phosphoryliert, wobei fir die mutierten Protein-
Varianten das durch die Phosphorylierung hervorgerufene Signal im Vergleich zu Wildtyp-
PACSIN 1 reduziert ist (Abb. 39). Da dies bei alen vier Varianten der Fall ist, konnte dies
bedeuten, dal3 PACSIN 1 an allen Stellen gleichzeitig phosphoryliert wird. Es mul3 von einer
Phosphorylierung an mindestens zwel Stellen ausgegangen werden, da der Austausch einer
einzelnen potentiellen Phosphorylierungsstelle die in vitro-Phosphorylierung durch CK2 nicht
unterbindet. FUr eine genaue Bestimmung aller genutzten Stellen miufdten entsprechende
Doppel- und Dreifach-Mutanten und die Vierfachmutante mit CK2 getestet werden. Auch bei
diesem Versuchsansatz konnen unspezifische Signale durch eine Phosphorylierung von GST
alein oder durch eine Kinaseaktivitédt von PACSIN 1 ausgeschlossen werden. Zusétzlich
konnten hier die Signale durch die Autophosphorylierung der Kinase deutlich von den
PACSIN 1-spezifischen Signalen durch SDS-PAGE getrennt werden (Abb. 39).
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Abb. 39. Autoradiogramm der invitro-Phosphorylierung von GST-PACSIN1 und verschiedener
Phosphorylierungsmutanten durch CK2. Die Zahlen links geben die Laufhthe der Proteine im GrélRenstandard in
kDa an, die Beschriftungen rechts verweisen auf die Laufhéhen der angezeigten Proteine.
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354  Tyrosin-Phosphorylierung

Aufgrund des in der Computeranalyse als potentielle Phosphorylierungsstelle angegeben Y53
wurde versucht, eine Tyrosin-Phosphorylierung von PACSIN 1 durch anti-Phospho-Tyrosin-
Antikorper (PY20) im Western Blot nachzuweisen. Aus dem Lysat PACSIN 1-
exprimierender NIH 3T3 Fibroblasten erfolgte eine Immunprazipitation von PACSIN 1 oder
von Phospho-Tyrosin-Proteinen. Nach Auftrennung durch SDS-PAGE gelang im Western
Blot bisher aber weder ein eindeutiger Nachweis von PACSIN 1 unter den préazipitierten
Phospho-Tyrosin-Proteinen, noch konnte unzweifelhaft eine Tyrosin-Phosphorylierung des
immunprézipitierten PACSIN 1 detektiert werden. Obwohl in dem untersuchten System keine
Tyrosin-Phosphorylierung nachgewiesen wurde, konnte diese durchaus in anderen Zellen
(z.B. Neuronen) oder nur unter bestimmten Bedingungen wie z.B. Differenzierung vorhanden
sein.

3.6 Funktionale Analyse der potentiellen CDC15-NT-Doméne

3.6.1 Oligomerisierung der PACSINe

Nahezu die gesamte N-terminale Halfte der PACSINe wird von der sogenannten CDC15-NT-
Domane eingenommen, einer in der Genbank (PROSITE Datenbank, Bucher und Bairoch,
1994) beschriebenen Doméne, fur die bisher keine Funktion bekannt ist. Eine
Computeranalyse der verschiedenen PACSIN-Proteinsequenzen mit den Coil- und Paircoil-
Programmen (Lupas et al., 1991; Berger et al., 1995) erkennt innerhalb der CDC15-NT-
Doméne eine potentielle coiled-coil Region, Uber die Proteine haufig Homo- oder
Heterooligomere bilden. Da mit Hilfe des Two-Hybrid Systems mit PACSIN 3 ein Fragment
von PACSIN 1 aus der Hirn-Bank isoliert werden konnte, das den grofdten Teil dieses coiled
coil-Bereichs enthdlt, war dies ein erster Hinwels fir eine Oligomerisierung der PACSINe.

Um die Moglichkeit einer Oligomerisierung zu testen, wurden die PACSIN-Isoformen
sowohl in den pAS2-1- as auch in den pACT2-Vektor des Hefe Two-Hybrid Systems
kloniert und die Fusionsproteine gegeneinander getestet. In diesem Versuch zeigte sich, dal3
alle Isoformen sowohl mit sich selbst al's auch untereinander interagieren konnen (Abb. 40 A).

Zur Verifizierung dieses Ergebnisses wurden die PACSIN-Isoformen als bakterielle GST-
Fusionsproteine aufgereinigt und ein Tell dieser Proteine biotinyliert. Mit den nicht-
markierten Proteinen wurde eine Mikrotiterplatte beschichtet und die biotinylierten Proteine
as Liganden eingesetzt. Durch Nachweis der Biotin-Markierung mittels Streptavidin-
gekoppelter Peroxidase konnte gezeigt werden, dal3 jedes PACSIN mit annéhernd gleicher
Affinitdt sowohl an sich selbst als auch an die jeweils anderen Isoformen binden kann
(Abb. 40 B). Somit sind die PACSINe in der Lage, sowohl Homo- a's auch Heterooligomere
zu bilden, wobei eine Beteiligung des coiled coil-Bereichs sehr wahrscheinlich ist.
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Abb. 40. Oligomerisierung der PACSINe. (A) Im Hefe Two-Hybrid System kann eine Interaktion der PACSIN-
Isoformen durch einen b-Gal-Test gezeigt werden. (B) In einem Enzym-gekoppelten Immunnachweis (ELISA)
binden die PACSINe mit anndhernd gleicher Affinitét sowohl an sich selbst als auch an die anderen soformen.
Fur diesen Versuch wurde eine Mikrotiterplatte mit GST-Fusionsproteinen von PACSIN 1, 2 und 3 beschichtet
(GST-PACSIN 1(C), GST-PACSIN 2(C) und GST-PACSIN 3(C)) und die Bindung von biotinyliertem GST
sowie der biotinylierten GST-PACSIN-Isoformen (GST(L), GST-PACSIN 1(L), GST-PACSIN 2(L) und GST-
PACSIN 3(L)) detektiert.

3.6.2 Mutationsanalyse der potentiellen CDC15-NT-Domaéane

Vergleicht man die CDC15-NT-Doménen der PACSINe untereinander und mit denen anderer
Proteine, sind in diesem Bereich einige Aminosduren in alen diesen Proteinen konserviert.
Diesist nicht nur bel verschiedensten PACSIN-Homol ogen aus unterschiedlichen Spezies wie
Mensch, Maus, Ratte, Huhn, Xenopus, Drosophila und Ecchinococcus der Fall, sondern die
Homologie umfal¥ auch entfernt verwandte Proteine wie PSTPIP und PSTPIP2 aus Maus
(Spencer et al., 1997; Wu et al., 1998) und deren humanes Homolog CD2BP1 (Li et al., 1998,
Abb. 41).
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hPACSI N 3 AQUERADWARKWRGT VEKGPQYGT L EKAVWHAFFTAAERL SAL| (QGQDSERVRAVWORGAFHRPVL G

MPACSI N 3 HGPDSERVRTWORGAFHRPVLG
MPACSI N 1 L NEDL EKVKNWQKDAYHKQI MG
Syndapin | L NEDL EKVKNWQKDAYHKQI MG
hPACSI N 1 L NEDL EKVKNWQKDAYHKQ MG
Syndapin 11 IMNEDFEKI KNWQKEAFHKQWIG
mPACSI N 2 IMNEDFEKI KNWQKEAFHKQWWG
hPACSI N 2 IMNDDFEKI KNWQKEAFHKQWWIG
FAP52 IMNEDFEKI KNWQKEAFHKQWIG
XPACSI N IMNEDFEKI KNWQKEAFHKQWIG
dPACSI N ICNDVNSQ KTWQKENYHHTLM
ePACSI N | NPVQLG KNWOQRENFHKSSI S
mPSTPI P2 REEARK. MEEFREKCK. . . . . .
CD2BP1 REELRS. LEEFRERCK. . . . ..
mPSTPI P REELRS. LEEFRERCK. . . . ..
hPACSI N 3 L QERVERCAKEAEKTK
MPACSI N 3 L QERVGRCTKEAEKMK
MPACSI N 1 ML VDKVDKCRQDVQKTQ
Syndapin | N VDKVDKCRQDVQKTQ
hPACSI N 1 ML QDKVDKCKQDVQKTQ
Syndapin |1 L QDKI EKCKQDVLKTK
MPACSI N 2 L QDKI EKCKQDVLKTK
hPACSI N 2 L QDKI EKCKQDVLKTK
FAP52 L QDKVERSKQDVLKTK
XPACSI N ML ODKVEKSKQDSQKTK
dPACSI N NIVHDRVQKTKDQVQKCR
ePACSI N | EDKLRKG MEEEKTR
mPSTPI P2 L FVKLATSKTAVEDSD
CD2BP1 NSQNKARQCKDSATEAE
mPSTPI P NSQNKAKQCKESATEAE
hPACSI N 3

nPACSI N 3

mPACSI N 1

Syndapin |

hPACSI N 1 3

Syndapin 11 206 EKALKEL DQT TPQYNMENVEQVFEQCQQFEEK[EL RFFREVLLEVQKHLDLS

mPACSI N 2 206 EKSL KEL DQTTPQYMVENVEQVFEQCQQFSEKEL RFFREVLLEVQKHLDLS

hPACSI N 2 206 EKNMEKSLKELDQGTPQYMENVEQVFEQCQOHF=EKEL RFFREVLLEVQKHLNLS

FAP52 206 AKNMEKSLKEL DNATPQYMENVEQVFEQCQOF=EKEL RFFREVLLEVQKHLDLS

XPACSI N 206 EKYEKSLKDLDGTTPQYMENMVEQVFEQCQQ Rl SFFREVLLEVEKHLDLS

dPACSI N 582 EKNMEQAI AElI TKYNSVYI EDMISVFEKCQTH=KTRLQFFKEI LFNVHSCLDLT

ePACSI N 164 EEAL SSLSDVTPRY! EDMIQVFNKAQAF=ERERI | YFKEQALQVIQEVLDI S

nmPSTPI P2 189 M_HI NMLEKVREDWQSEHI KACEVFEAQSECHZI NFFRNALW.HLNQL SQQ

CD2BP1 189 RQSI AQLEKVRAEVEQEHRTTCEAFQLQEFDEL TI L RNAL VWHSNQL SMQ

nmPSTPI P 189 RONI EQLERARTEVEQEHRT TCEAFQLUEFDOEL TI LRNALW/HCNQL SMQ

Abb. 41. Vergleich der Aminosauresequenzen im Bereich der CDC15-NT-Domaéne fir die PACSIN-Proteine
aus Mensch (hPACSIN 1, 2 und 3), Maus (mPACSIN 1, 2 und 3), Ratte (Syndapin I, Homolog zu PACSIN 1;
SyndapinIl, Homolog zu PACSIN 2), Huhn (FAP52), Xenopus (XPACSIN), Drosophila melanogaster
(dPACSIN) und Echinococcus (ePACSIN) sowie entfernt verwandter Proteine aus Maus (MPSTPIP und
mPSTPIP2) und Mensch (CD2BP1). Konservierte Aminosduren aller Proteine sind weild auf schwarzem
Hintergrund dargestellt, Punkte in den Proteinsequenzen verdeutlichen Licken, die fiur eine bessere
Ubereinstimmung eingefiihrt wurden. Die Zahlen links geben die Position der Aminosiuren an.

Um enen Hinweis auf die Funktion dieser Doméne zu erhaten, wurden drel dieser
hochkonservierten Aminosduren in PACSIN 3 aufgrund ihrer Lage und chemischen
Eigenschaften ausgesucht und mutiert (Abb. 42). Zum enen wurde das Tyrosin an
Position 53 gegen Alanin (Y53A) ausgetauscht, da es der fur PACSIN1 in der
Computeranalyse gefundenen potentiellen Phosphorylierungsstellen entspricht. Deswelteren
wurde das Histidin an Position 95 in Glutaminsdure (H95E) ausgetauscht, da Histidine
aufgrund des pl-Werts ihrer Seitenkette haufig fir enzymatische Reaktionen essentiell sind
(Voet und Voet, 1995). Zusdtzlich wurde das Glutamin an Position 184 in Phenylalanin
(Q184F) ausgetauscht, da es am Anfang des potentiellen coiled coil-Bereichs liegt.
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A Wildtyp-Sequenz der PACSIN 3-cDNA von bp 273-300 5 — C ATT GAG AAG GCC TAC GCC CAG CAG CTG - 3
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 3-Proteins von AS 49-57 I E K A Y A Q Q L
3" — G TAA CTC TTC CGG ATG CGG GIC GIC GAC - 5’

Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 3 Y53A 5" — C ATT GAG AAG GCC GCG GCC CAG CAG CTG - 3
Sequenz der PACSIN 3-cDNA nach der Mutagenese 5° — C ATT GAG AAG GCC GCG GCC CAG CAG CTG — 3
Sequenz des PACSIN 3-Proteins nach der Mutagenese I E K A A A Q Q L
3’ - G TAA CIC TTC CGG CEC CGG GIC GIC GAC - 5’
Sacll
B Wildtyp-Seguenz der PACSIN 3-cDNA von bp 399-426 5" — G CTG AGC GAG CTG CAC TTG GAG GTIG AGG - 3
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 3-Proteins von AS 91-99 L S E L H L E V R
3" — C GAC TCG CTC GAC GTIG AAC CTC CAC TCC - ¥’
Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 3 H95E 5" — G CTG AGC GAG CTC GAG TTG GAG GTG AGG - 3
Sequenz der PACSIN 3-cDNA nach der Mutagenese 5° — G CTG AGC GAG CTC GAG TTG GAG GIG AGG — 3
Sequenz des PACSIN 3-Proteins nach der Mutagenese L S E L E L E V R
3" — C GAC TCG CTC GAG CTC AAC CTC CAC TCC - ¥’
Xho'l
C Wildtyp-Sequenz der PACSIN 3-cDNA von bp 666-694 5" — C ATG TCC CAG GAG CAG CTT CGA AAA TTA C - 3
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 3-Proteins von AS 180-188 M S Q E Q L R K L
3’ — G TAC AGG GIC CTC GIC GAA GCT TTT AAT G - 5’
Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 3 Q184F 5" — C ATG TCC CAG GAA TTC CIT CGA AAA TTA C - 3
Sequenz der PACSIN 3-cDNA nach der Mutagenese 5" — C ATG TCC CAG GAA TTC CTT CGA AAA TTA C - 3
Sequenz des PACSIN 3-Proteins nach der Mutagenese M S Q E F L R K L
3" — G TAC AGG GIC CTT AAG GAA GCT TTT AAT G - &5’
EcoR |

Abb. 42. Darstellung der Wildtypsequenz, der verwendeten Primer und der resultierenden Mutationen in der CDC15-NT-Doméne fur PACSIN 3. (A) zeigt die Mutation Y53A, (B)
die Mutation H95E und (C) die Mutation Q184F. Die veranderten Basen und Aminosduren sind grau unterlegt, eingefiihrte oder verénderte Restriktionsschnittstellen sind
unterstrichen und Restriktionsenzyme unterhalb der entsprechenden Sequenz angegeben.



3.6.21 Eigenschaften der PACSIN 3 CDC15-NT-Mutante

Um enen moglichen Einflud der eingefihrten Mutationen auf die Lokalisation von
PACSIN 3 in Zellen und mogliche Auswirkungen auf das Zellverhaten analysieren zu
kénnen, wurde die CDC15-NT-Mutante mit durchgehendem Leseraster in den pcDNA3-
Vektor mit integrierter Myc-Sequenz kloniert und paralel mit einem entsprechenden
PACSIN 3-Wildtyp-Konstrukt in NIH 3T3 Fibroblasten exprimiert. Fur diesen Versuch
wurden Fibroblasten benutzt, da diese aufgrund ihrer Grof3e und ihrer flachen Form bessere
Aussagen Uber die Lokalisation innerhalb der Zelle zulassen. Aulerdem sind NIH 3T3 ein fir
PACSIN 3 geeignetes Zellsystem, da im Western Blot eine endogene, wenn auch schwache
PACSIN 3-Expression detektiert werden kann (Abb. 24).

PACSIN 3 mit mutierter CDC15-NT-Doméne lokalisiert in punktférmigen Strukturen
innerhalb des Cytoplasmas und besitzt einen erheblichen Einflul auf die Lebensdauer
transfizierter NIH 3T3 Fibroblasten, da diese innerhalb von 24 Stunden nach Transfektion
absterben (Abb. 43).

Abb. 43. Expressionskinetik von PACSIN 3 mit mutierter CDC15-NT-Doméne in NIH 3T3 Fibroblasten. Nach
12 Stunden (A) lokalisiert das Protein hauptséchlich in kleinen, punktformigen Strukturen innerhalb des
Cytoplasmas, die bel langerer Expressionsdauer (B, 16 Stunden) an GrdfRe zunehmen. Noch léngere
Expressionszeiten (C, 22 Stunden) fuhren zu drastischen Verdnderungen in der Zellform, nach 24 Stunden
konnen kdnnen keine transfizierten Zellen mehr nachgewiesen werden.

Die engefuhrten Mutationen konnten entweder zu einer volligen Miffaltung und somit
Inaktivierung des Proteins fUhren, so dal3 die Zellen mit nicht funktionalem PACSIN 3
,verstopft’ werden und deshalb zugrunde gehen. Die andere Moglichkeit wére ein nur
teilweise funktionales Protein, das zwar viele seiner spezifischen Interaktionen noch erfillen
kann, bel dem aber aufgrund der Mutationen bestimmte wichtige Funktionen oder
Regulationen nicht mehr ausgelibt werden konnen, so dald3 die Zellen aufgrund einer
Deregul ation absterben.

Um die Mdoglichkeit eines vollig mif3gefalteten Proteins ausschlief3en zu kénnen, wurde die
PACSIN 3-Variante mit mutierter CDC15-NT-Domane mit durchgehendem Leseraster hinter
die GST-Sequenz in den pGEX-3X-Vektor kloniert und das bakteriell exprimierte
Fusionsprotein in eine Affinitétspréazipitation aus Maus-Hirn-Homogenat eingesetzt. Als
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Kontrolle diente nicht nur GST alein, sondern auch das bereits analysierte Wildtyp-Protein
und die Variante mit mutierter SH3-Doméane (P415L). In der Western Blot Anayse der
prézipitierten Proteine zeigen sich keine Anderungen im Bindungsverhalten an die bereits
untersuchten Bindungspartner Dynamin, N-WASP und Synaptojanin fir Wildtyp-PACSIN 3
und die CDC15-NT-Mutante, wéhrend die SH3-Mutante (P415L), wie bereits gezeigt, nicht
an diese Proteine bindet. Zusétzlich kann eine Interaktion aller PACSIN 3-Varianten mit
beiden Profilin-lsoformen unabhangig sowohl von der Mutation der SH3- as auch der
CDC15-NT-Doméne nachgeweisen werden (Abb. 44). Aufgrund dieses Ergebnisses kann
man davon ausgehen, dal3 die CDC15-NT-Mutante zumindest einen Tell ihrer Interaktionen
ebenso wie das Wildtyp-Protein austiben kann und die Zellen daher wahrscheinlich aufgrund
einer in der Mutante gestorten CDC15-NT-spezifischen Funktion absterben.
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Abb. 44. Western Blot Analyse der durch Affinitatsprézipitation aus Maus-Hirn-Homogenat isolierten
spezifischen Bindungspartner fur Wildtyp-GST-PACSIN 3 und die PACSIN 3-Varianten mit mutierter
CDC15-NT- (GST-PACSIN 3 CDC15-NT) und SH3-Doméne (GST-PACSIN 3 P415L). Die Zahlen links geben
die Laufhdhe der jeweiligen Proteine in kDa an.

Eine Analyse der intrazelluldren Verteilung der Interaktionspartner zeigt sowohl fir N-WASP
als auch fur Dynamin eine ausgepragten Translokation dieser endogen exprimierten Proteine
in die spezifischen Strukturen der PACSIN 3-CDC15-NT-Mutante, wéhrend das Wildtyp-
PACSIN 3-Protein eine fein strukturierte cytoplasmatische Verteilung mit partieller
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Colokalisation mit N-WASP und Dynamin aufweist (Abb. 45). Dies ist ein weiterer Bewels
dafir, dal3 die CDC15-NT-Mutante durchaus in der Lage ist, mit anderer Proteinen zu
interagieren.

A

PACSIN 3 wt

PACSIN 3 CDC15-NT

PACSIN 3 wt Dynamin

PACSIN 3 CDC15-NT Dynamin

Abb. 45. Intrazellulére Verteilung von N-WASP und Dynamin in Wildtyp-PACSIN 3- und PACSIN 3 mit
mutierter CDC15-NT-Doméne-exprimiernenden NIH 3T3 Fibroblasten. Wéhrend Wildtyp-PACSIN 3 eine fein
strukturierte cytoplasmatische Verteillung (A, B, G, H) mit partieller Colokalisation mit N-WASP (B, C) und
Dynamin (H, I) zeigt, lokdisiert die CDC15-NT-Mutante hauptséchlich in groReren punktférmigen Strukturen
(D, E, J, K), in denen abhangig von der Expression der Mutante auch N-WASP (E, F) und Dynamin (K, L)
akkumulieren.
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3.6.2.2 Interaktionen mit Cytoskelett-Proteinen

Fur einige Proteine mit CDC15-NT-Doméne ist ein Einflul auf das Actin-Cytoskelett
beschrieben worden, wobei diese Funktion bislang allerdings nicht auf die CDC15-NT-
Domane eingeschrankt wurde. So ist eine Mutante von S pombe, bei der das fir die Doméane
namengebende Cdcl5p-Protein mutiert ist, bel der Zellteilung nicht mehr in der Lage, die
Actin-Wand aufzubauen, mit der die beiden neu entstehenden Zellen vor Bildung der
Zellwand voneinander getrennt werden. Da diese Actin-Wand fur den Aufbau der Zellwand
aber essentiell ist, bildet die Mutante grof3e, vielkernige Zellen (Fankhauser et al., 1995). Die
mit den PACSINen entfernt verwandten Proteine PSTPIP und PSTPIP2 aus Maus und das
humane CD2BPl stellen die Homologe von Cdcl5p dar und besitzen vergleichbare
Eigenschaften (Spencer et al., 1997; Wu et al., 1998; Li et al., 1998).

Ein weiterer Hinwels in Richtung Cytoskelett kommt durch das CIP4-Protein, das durch
Interaktion mit Cdc42 und WASP Einflul3 auf die Organisation des Cytoskeletts zu haben
scheint (Aspenstrom, 1997), andererseits durch seine N-terminale FCH-Doméne an
Mikrotubuli lokalisiert (Linder et al., 2000; Tian et al., 2000). Diese ca. 90 Aminosauren
lange Doméne ist bei den PACSINen im N-terminalen Teil der CDC15-NT-Domane
enthalten.

Aufgrund dieser Hinweise wurde durch Affinitatsprazipitation versucht, eine Interaktion der
PACSINe mit Actin und Tubulin nachzuweisen. Die verschiedenen bakteriell exprimierten
GST-Fusionsproteine der PACSIN-Varianten sowie GST as Kontrolle wurden mit Maus-
Hirn-Homogenat inkubiert und eine mdgliche Bindung von Actin und Tubulin in einer
Western Blot Analyse untersucht. Fur Actin war aufgrund von Schwierigkeiten mit den
Antikorpern gegen Actin im Western Blot keine eindeutige Analyse der Bindung moglich.

Hingegen zeigten alle PACSINe eine Bindung an a-Tubulin, die weder durch Mutationen in
der SH3-Doméane noch in der CDC15-NT-Doméne von PACSIN 3 inhibiert wird (Abb. 46).
Dies konnte bedeuten, dal? entweder die in den Bereich der CDC15-NT-Domaéne elngefihrten
Mutationen Aminosauren betreffen, die fur die Interaktion mit a-Tubulin nicht essentiell sind
oder dal3 die Tubulin-Bindung von anderen Bereichen des Proteins vermittelt wird.

In dem Proteinbereich zwischen FCH-Region und coiled coil-Bereich gibt es mehrere
aufeinanderfolgende  Aminosiauren, die Ahnlichkeiten zu den bekannten Tubulin-
Bindungsmotiven KKEE und KKEVI aufweisen (Noble et a., 1989), diesen aber nicht vollig
entsprechen. Welche Bereiche wirklich fur die Bindung essentiell sind, mufte mit Hilfe von
Deletions- und weiteren Punktmutanten genauer untersucht werden.
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Abb. 46. Western Blot Analyse der Bindung von a-Tubulin an GST-Fusionsproteine der verschiedenen
PACSIN-Varianten in einer Affinitatsprézipitation. Wahrend keine unspezifische Bindung an GST allein erfolgt,

interagiert jede PACSIN-Isoform mit a-Tubulin, unabhangig von der Mutation der SH3- oder CDC15-NT-
Doméne.

Analyse der Interaktion mittels I mmunfluor eszenz

Vergleicht man die intrazellulare Verteilung von a-Tubulin mit Wildtyp-PACSIN 3 und der
CDC15-NT-Mutante von PACSIN 3, zeigt sich beim Wildtyp in Ubereinstimmung mit den
Daten fur PACSIN 2 (Ritter et a., 1999) eine geringfugige Colokalisation im Bereich des
Mikrotubuli-Organisationszentrums (MTOC). Bei der CDC15-NT-Mutante lassen sich diese
geringfugigen Ubereinstimmungen nicht mehr feststellen (Abb. 47).

PACSIN 3 wt a-Tubulin

PACSIN 3 CDC15mut a-Tubulin

Abb 47. Analyse der intrazelluléren Verteilung von Wildtyp-PACSIN 3 (A, B) und der Variante mit mutierter
CDC15-NT-Doméne (D, E) im Vergleich zu a-Tubulin (B, C, E, F) in NIH 3T3 Fibroblasten. Jedes Bild zeigt
eine Zellebene, die durch konfokale Mikroskopie 32x gescannt wurde.
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Die hier durchgefihrten Analysen erlauben zwar keinen Rickschlul® auf eine spezifische
Funktion der CDC15-NT-Doméane, jedoch weist der schnelle Tod der Zellen, die die mutierte
Variante exprimieren, auf die Vermittlung einer (Uberlebens-)wichtigen Funktion oder
Regulation hin.

3.7 I nter aktion der PACSINe mit PAST-Proteinen

Innerhalb der variablen Region der PACSIN-Proteine zwischen der N-terminalen
CDC15-NT- und der C-terminalen SH3-Doméne besitzen die verschiedenen Isoformen
bekannte Bindungsmotive. In PACSIN 1 und 2 sind zwei, bzw. drei NPF-Motive vorhanden,
die eine Bindung an EH-Doméanen-Proteine vermitteln (Salcini et al., 1997), PACSIN 3
hingegen besitzt ein kurzes Prolin-reiches Motiv, das as Bindungsmotiv fir SH3-Doméanen
dienen konnte (Cohen et al., 1995). Uber solche Bindungsmotive werden haufig die
spezifischen Interaktionen zwischen Proteinen des intrazelluldren Vesikeltransports
ermdglicht (Slepnev und De Camilli, 2000).

Bislang konnten fir PACSIN 3 keine Bindungspartner isoliert werden, die tber das Prolin-
reiche Motiv interagieren. Ebenso konnte keine Bindung der bekannten endocytotischen EH-
Domanen-Proteine Esel, dem Intersectin-Homolog in Maus, und Epsl15 an PACSIN 1 und 2
detektiert werden (Modregger et a., 2000). Mit Hilfe des Two-Hybrid Systems wurde aber
das Fragment eines bis dahin unbekannten Proteins mit Homologie zum PAST1-Protein aus
Drosophila melanogaster isoliert, dessen aus der Hirn-Bank isolierter C-Terminus eine
EH-Domaéne besitzt (Modregger, 1997).

371 Die PAST-Proteine

Der gesamte codierende Bereich sowohl dieses PAST2 genannten Proteins als auch von
PAST1 wurde innerhalb unserer Arbeitsgruppe von D. Behrendt aus EST-Klonen und
Phagenbanken isoliert und fir die MausIsoformen zu zwei durchgehenden Klonen
komplementiert. Die Computeranalyse der abgeleiteten Proteinsequenzen ergibt fur PAST1
eine Proteinlange von 534 AS und ein Molekulargewicht von 60,6 kDa, fur PAST2 541 AS
und 61,5 kDa. Beide Proteine besitzen eine C-terminale EH-Doméne, Uber die eine Bindung
an die PACSIN-Isoformen mit NPF-Motiven erfolgen konnte (Abb. 48). Den N-terminalen
Teill des Proteins nimmt eine potentielle GTPase-Doméane ein, die in den funktiona
essentiellen Bereichen eine hohe Homologie zu den Consensus-Sequenzen von GTPasen
aufweist (Bourne et al., 1991, Abb. 55). Zwischen der potentiellen GTPase- und der EH-
Domane befindet sich ein Bereich mit geringerer Homologie (Abb. 48).
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Abb. 48. Domanenstruktur der PAST-Proteine. Aufgrund der groRen Ahnlichkeit ist nur ein Protein dargestellt.
Die N-terminale potentielle GTPase-Doméne ist Uber einen variablen Bereich mit der C-terminalen EH-Doméne
verbunden.

3.7.2  Bindungsspezifitat der PAST-Proteine an die PACSINe

Die fur PACSIN 1 und PAST2 im Two-Hybrid-System gefundene Interaktion sollte im
Hinblick auf die mittlerweile bekannten verschiedenen PACSIN- und PAST-Isoformen
genauer analysiert werden. Um auf Seite der PACSINe den interagierenden Bereich auf die
NPF-Motive einschrénken zu konnen, wurden Aminosaure-Austausche in die Vollangen-
Proteine von PACSIN 1 und 2 eingefuhrt, die die NPF-Motive as Bindungsmotive der
EH-Domanen inaktivieren (Salcini et a., 1997). Fur PACSIN 1 wurden sowohl die beiden
NPF-Motive einzeln as auch gemeinsam (Abb. 49), bei PACSIN 2 die drei NPF-Motive
jeweils einzeln mutiert (Abb. 50).

Diese Varianten der PACSIN-Proteine wurden durch Klonierung in den pMyc-CMV -V ektor
bzw. den pcDNA3-Vektor mit intregrierter Myc-Sequenz C-terminal an Myc gekoppelt, so
dal3 bei der Western Blot Analyse der Affinitéatsprézipitation keine falsch-positiven Signale
durch ebenfalls bindende endogen exprimierte PACSIN-Isoformen auftreten konnten. Die
verschiedenen Varianten von PACSIN 1 und 2 as auch PACSIN 3 als Negativ-Kontrolle, das
aufgrund der fehlenden NPF-Motive im variablen Bereich nicht an die EH-Domane der
PAST-Proteine binden kénnen sollte, wurden in NIH 3T3 Fibroblasten exprimiert und aus
diesen Zellen das Protein-Homogenat isoliert.
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A Wildtyp-Sequenz der PACSIN 1-cDNA von bp 1277-1303 5’ GAT GAG AGC GGA AAC CCC TTC GGG G&C - 3’
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 1-Proteins von AS 360-368 D E S G N P F G G
3 CTA CTC TCG CCT TTG GGG AAG CCC CCG — 5’
Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 1-N364D 5’ GAT GAG AGC GGG GAT CCC TTC GGG G&C — 3’
Sequenz der PACSIN 1-cDNA nach der Mutagenese 5’ GAT GAG AGC GGG GAT CCC TTC GGG G&C — 3’
Sequenz des PACSIN 1-Proteins nach der Mutagenese D E S G D P F G G
3’ CTA CTC TCG CCC CTA GGG AAG CCC CCG — 5’
BamHI|
B Wildtyp-Sequenz der PACSIN 1-cDNA von bp 1311-1337 5’ CC AAT GGI GGC GCC AAC CCC TTC A G — 3
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 1-Proteinsvon AS 372-379 N G G A N P F E
3’ GG TTA CCA CCG CGG TTG GGG AAG CCT C - 5
Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 1-N376D 5’ CC AAT GGI GBC GCG GAT CCC TTC GAG G - 3’
Sequenz der PACSIN 1-cDNA nach der Mutagenese 5’ CC AAT GGT GBC GCG GAT CCC TTC GAG G — 3
Sequenz des PACSIN 1-Proteins nach der Mutagenese N G G A D P F E
3 GG TTA CCA CCG CEC CTA GG AAG CTC C - &

BamHI|

C  Vergleich der cDNA- und Proteinsequenz von PACSIN 1 vor und nach Einfihrung der N364D N376D-Aminoséure-Austausche mit den unter (A) und (B) erléuterten Primern

vor der Mutagenese

nach der Mutagenese

5 — GAT GAG AGC GGA AAC CCC TTC GGG GGC AAT GAG GCC AAT GGI GEC GCC AAC CCC TTC GAA G — 3

D E S G N P F G G

N G G A N P F E

3’ — CTA CTC TCG CCT TTG GGG AAG CCC CCG TTA CTC CGG TTA CCA CCG CGG TTG GGG AAG CCT C - &

5 — GAT GAG AGC GGG GAT CCC TTC GGG GGC AAT GAG GCC AAT GG GEC GCG GAT CCC TTC GAA G — 3

D E S G D P F G G

«@
|

BamHI|

N G G A D P F E

CTA CTC TCG CCC CTA GGG AAG CCC CCG TTA CTC CGG TTA CCA CCG CGC CTA GGG AAG CCT C - &

BamH|

Abb. 49. Darstellung der verwendeten Primer und der eingefihrten Mutationen bei den Mutagenesen der NPF-Motive in PACSIN 1. Die verdnderten Basen und Aminosduren sind
grau unterlegt, eingefiihrte oder verdnderte Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen und unterhalb der entsprechenden Sequenz angegeben. (A) zeigt die Mutation des ersten, (B)
des zweiten NPF-Motivsin PACSIN 1 und (C) beider NPF-Motive gleichzeitig.



Wildtyp-Sequenz der PACSIN 2-cDNA von bp 1329-1352 5’ GC TAC AAC CCC TTC GAG GAC GAG G - 3
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 2-Proteins von AS 361-367 Y N P F E D E

3 CG ATG TTG GGG AAG CTC CTG CTC C — ¥’
Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 2-F364Y 5’ GC TAC AAC CCG TAC GAG GAC GAG G - 3
Sequenz der PACSIN 2-cDNA nach der Mutagenese 5’ GC TAC AAC CCG TAC GAG GAC GAG G - 3
Sequenz des PACSIN 2-Proteins nach der Mutagenese Y N P Y E D E

3’ CG ATG TTG G&C ATG CTC CTG CTC C - &’

Rsal

Wildtyp-Sequenz der PACSIN 2-cDNA von bp 1456-1480 5’ G TCT AAC AAC CCT TTC TCC TCC ACG - 3’
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 2-Proteins von AS 403-410 S N N P F S S T

3’ C AGA TTG TTG GGA AAG AGG AGG TGC - 5’
Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 2-F407Y 5’ G TCT AAC AAC CCG TAC TCC TCC ACG - 3
Sequenz der PACSIN 2-cDNA nach der Mutagenese 5’ G TCT AAC AAC CCG TAC TCC TCC ACG - 3’
Sequenz des PACSIN 2-Proteins nach der Mutagenese S N N P Y S s T

3’ C AGA TTG TTG GEC ATG AGG AGG TGC - 5’

Rsa |

Wildtyp-Sequenz der PACSIN 2-cDNA von bp 1490-1513 5’ GGG GAT TCG AAC CCA TTT GAT GAG — 3’
Wildtyp-Sequenz des PACSIN 2-Proteins von AS 414-421 G D S N P F D E

3’ CCC CTA AGC TTG GGT AAA CTA CTIC - &5’
Sequenz des Mutationsprimers PACSIN 2-N417D 5’ GGG GAT TCG GAT CCA TTT GAT GAG — 3’
Sequenz der PACSIN 2-cDNA nach der Mutagenese 5’ GGG GAT TCG GAT CCA TTT GAT GAG — 3
Sequenz des PACSIN 2-Proteins nach der Mutagenese G D S D P F D E

3’ CCC CTA ACGC GTA GGT AAA CTA CTIC - &’

BamHI|

Abb. 50. Darstellung der verwendeten Primer und der eingefiihrten Mutationen bei den Mutagenesen der NPF-Motive in PACSIN 2. Die verdnderten Basen und Aminosduren sind
grau unterlegt, eingefiihrte oder verénderte Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen und unterhalb der entsprechenden Sequenz angegeben. (A) zeigt die Mutation des ersten, (B)
des zweiten und (C) des dritten NPF-Motivsin PACSIN 2.



GST-markierte Varianten von PAST1 und 2, kloniert von D. Behrendt, sowie GST als
Kontrolle wurden als bakterielle Fusionsproteine aufgereinigt (Abb. 51). Da beide PAST-
Proteine exprimiert werden konnten, scheint die potentielle GTPase-Aktivitdt zumindest in
Bakterien keinen negativen Einflul? auf die Expressionsrate zu haben.
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Abb. 51. Nachweis der bakteriell exprimierten GST-Fusionsproteine von PAST1 und 2 im Vergleich zu GST in
einem Coomassie-geférbten Acrylamidgel nach SDS-PAGE. Die Zahlen links geben die Laufhthe der Proteine
des Grolenstandards in kDa an.

Fir die Affinitatsprézipitation wurden die GST-PAST-Proteine an der Glutathion-Sepharose
belassen und mit den Protein-Lysaten der Zellen inkubiert, in denen die verschiedenen
PACSIN-Varianten exprimiert wurden. Eine mogliche Bindung der Myc-markierten
PACSINe wurde in einer Western Blot Analyse durch einen Antikdrper gegen Myc (A-14)
detektiert. Die Wildtyp-Varianten von PACSIN 1 und 2 interagieren mit beiden PAST-
Proteinen. Wahrend bei PACSIN 1 schon die Mutation des ersten NPF-Motivs (N364D)
allein ausreicht, um die Interaktion mit PAST2 zu unterbinden, binden beide PAST-Proteine
nicht an die PACSIN 1-Variante, in der beide NPF-Motive mutiert sind (N364D N376D).
Wie erwartet bindet PACSIN 3, das keine NPF-Motive besitzt, nicht an die PAST-Proteine
(Abb. 52 A). Uber die Bindungseigenschaften des zweiten NPF-Motivs von PACSIN 1 kann
leider keine Aussage getroffen werden, da diese PACSIN-Variante (N376D) mehrfach in den
Zellen nicht exprimiert werden konnte. Bei PACSIN 2 reicht generell die Mutation eines
einzelnen NPF-Motivs (F364Y, F407Y oder N417D) nicht aus, um die Interaktion mit PAST1
und 2 zu inhibieren (Abb. 52 B). In alen Ansédtzen gibt es keine unspezifische Bindung der
PACSIN-Varianten an GST alein.
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Abb. 52. Analyse des Bindungsverhalten der PACSIN-Isoformen an GST-PAST1 und 2 in Abhéngigkeit von
den NPF-Motiven. Die Zahlen links geben die Laufhthe des jeweiligen Proteins in kDa an, die aufgrund der
Myc-Markierung 2 kDa hoher liegt als bei den endogen exprimierten Proteinen.

3.7.21 Colokalisationsanalyse der PAST- und PACSIN-Proteine

Fir eine Nachweismoglichkeit der PAST-Proteine in eukaryotischen Zellen wurden beide
Isoformen von D. Behrendt durch Klonierung in den pHA-CMV- bzw. den pcDNA3-Vektor
mit integrierter HA-Sequenz durch ein HA-Peptid verléndert. Nach Coexpression der HA-
PAST-Proteine und der Myc-markierten Varianten von PACSIN 1 und 2 1&/% sich in NIH 3T3
Fibroblasten eine geringe und lokal begrenzte Colokalisation der Proteine nachweisen, die bei
PAST1 und PACSIN 1 eher im Bereich der Plasmamembran und bei PAST1 und PACSIN 2
sowie bei PAST2 unabhangig von der PACSIN-Isoform im Cytoplasma auftritt (Abb. 53).
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Abb 53. Immunfluoreszenz-Analyse der Colokalisation von PAST1 und 2 mit PACSIN 1 und 2 in NIH 3T3
Fibrobaslten durch konfokale Mikroskopie. HA-PAST1 (A, B) colokalisiert mit Myc-PACSIN1 (B, C)
hauptséchlich an begrenzten Bereichen der Plasmamembran (Pfeile), wahrend sowohl HA-PAST1 (G, H) und
Myc-PACSIN 2 (H, 1) als auch HA-PAST2 (D, E, J, K) und Myc-PACSIN 1 (E, F), bzw. Myc-PACSIN 2 (H, 1)
eine geringfiigige Ubereinstimmung in ihrer cytoplasmatischen Verteilung zeigen. Alle Aufnahmen
représentieren eine Zellebene und wurden 32x gescannt.
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3.7.3 Bindung der PAST-Proteine an Clathrin

Fur eine Beteiligung der PAST-Proteine am Vesikeltransport spricht zum einen die Bindung
an einige PACSIN-Isoformen, zum anderen besitzen beide Proteine in ihrer
Aminosiuresequenz  einige Bereiche, die Ahnlichkeiten zu Clathrin-Bindungsmotiven
aufweisen (Dell’Angelica et al., 1998; Goodman et a., 1997). Desweiteren konnte durch
Affinitétsprézipitation bereits eine Bindung von PAST2 an Clathrin gezeigt werden
(A. Halbach, personliche Mitteilung).

Mittels Immunfluoreszenz |43t sich fur beide PAST-Proteine eine partielle Colokalisation mit
Clathrin nachweisen, die aber abhédngig von der PAST-Isoform in unterschiedlichen
Bereichen der Zelle auftritt. Bel PAST1 kann eine Colokalisation der cytoplasmatischen
punktformigen Strukturen mit Clathrin detektiert werden, wéhrend sich fur PAST2 der
Bereich der partiellen Colokalisation auf die ndhere Umgebung des Zellkerns beschrankt
(Abb. 54).

Clathrin

=

Clathrin

Abb. 54. Immunfluoreszenz-Analyse der intrazelluléren Verteilung von HA-PAST1 (A, B) und HA-PAST2
(D, E) im Vergleich zum endogen exprimierten Clathrin (B, C, E, F) in NIH 3T3 Fibroblasten. Alle Bilder
zeigen eine Zellebene und wurden 32x gescannt.

Trotz der Bindung an Clathrin und der partiellen Colokalisation hat eine Expression der HA-
markierten PAST-Proteine in NIH 3T3 Fibroblasten keinen inhibitorischen Einfluld auf die
Clathrin-vermittelte Transferrin-Endocytose. Da die Colokalisation der Proteine im
Zellinneren auftritt, sind die PAST-Proteine wahrscheinlich eher am Vesikeltransport
zwischen verschiedenen Organellen oder an sekretorischen Wegen beteiligt, so dal3 die
Aufnahme des Transferrin-Rezeptors nicht beeinflul3t wird.
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3.74  Funktionale Analyse der GTPase-Doméne

Die PAST-Proteine besitzen in ihrem N-Terminus einen konservierten Bereich, der
Homologien zu der Consensus-Sequenz von GTPasen aufweist (Bourne et al., 1991,
Abb. 55).

Region Gl G2 G3 G4
Consensus FFFF&XXGXGKS D-(X)n-T FYFFDxAGY FFFFNKxD

PAST1 61 VLLVGgyst CKT 72 82 Df pgnri gpepT o3 149 | SI | Dt pG 157 215 r VWLNKaD 222

PAST?2 64 | LLVGgyst CKT 75 85 Df pgnri gpepT 9 152 | SI' I Dt pG 160 218 I VWLNKaD 225

Abb.55. Vergleich der PAST-Proteine mit den fir GTPasen essentiellen Consensus-Seguenzen. In den
Consensus-Sequenzen steht F fur hydrophobe und Y fur hydrophile Aminoséuren. Blau markierte Aminosauren
innerhalb der Consensus- und den PAST-Sequenzen stehen fir Aminosduren, die in nahezu allen GTPasen
konserviert sind, grin markierte Aminosauren in den Proteinsequenzen der PAST-Proteine sind zusétzliche
Aminosauren, die zur Consensus-Sequenz passen, rot markierte Aminosduren widersprechen der Consensus-
Sequenz. Die Zahlen rechts und links geben die Aminosdure-Position an.

Um eine mogliche Bedeutung dieser GTPase-Region auf die Funktion und die intrazelluldre
Verteilung der PAST-Proteine zu analysieren, wurden Mutationen entsprechend den Analysen
anderer G-Proteine eingefuhrt, die die Proteine entweder in einen konstitutiv inaktiven (GDP-
gebundenen) Zustand UberfUhren, da die Affinitdt zu GTP gegentber der zu GDP extrem
reduziert ist (Feig und Cooper, 1988), oder in einen konstitutiv aktiven (GTP-gebundenen)
Zustand Uberfihren, der auf einer erhdhten Dissoziationsrate des gebundenen GDPs beruht
(Kataoka et al., 1984; Toda et al., 1985; Gibbs et al, 1987, Abb. 56).
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Wildtyp-Sequenz der PAST1-cDNA von bp 295-315
Wildtyp-Sequenz des PAST 1-Proteins von AS 69-75

Sequenz des Mutationsprimers PAST 1 GDP (antisense)

Sequenz der PAST1-cDNA nach der Mutagenese
Sequenz des PAST 1-Proteins nach der Mutagenese

Wildtyp-Sequenz der PAST1-cDNA von bp 279-300
Wildtyp-Sequenz des PAST1-Proteins von AS 64-70

Sequenz des Mutationsprimers PAST1 GTP (antisense)

Sequenz der PAST1-cDNA nach der Mutagenese
Sequenz des PAST 1-Proteins nach der Mutagenese

Wildtyp-Sequenz der PAST2-cDNA von bp 223-252
Wildtyp-Sequenz des PAST2-Proteins von AS 70-78
Sequenz des Mutationsprimers PAST2 GDP

Sequenz der PAST2-cDNA nach der Mutagenese
Sequenz des PAST 2-Proteins nach der Mutagenese

Wildtyp-Sequenz der PAST2-cDNA von bp 211-240
Wildtyp-Sequenz des PAST2-Proteins von AS 66-74

Sequenz des Mutationsprimers PAST2 GTP

Sequenz der PAST2-cDNA nach der Mutagenese
Sequenz des PAST 2-Proteins nach der Mutagenese

ACC GEC AAG ACC ACC TTC ATC - 3’
T G K T T F |
TGG CCG TTC TGG TGG AAG TAG — 5’

GAT GAA GGT GIT CTT GCC GGT - 3

ACC GCC AAG AAC ACC TTC ATC — 3

T G K N T F I

TGG CCG TTC TIG TGG AAG TAG — 5’
Xmn |

G GIC GGC CAG TAC AGC ACC &zC - 3

v G Q Y S T G

C CAG CCG GIC ATG TCG TGG CCG - 5’
Rsal

GCC GGI' &CT GAC CTG &CC GAC C - &

G GTC GGC CAG GIC AGC ACC GGC — 3
V G Q V S T G
C CAG CCG GIC CAG TCG TGG CCG — 5

G TAC AGC ACG GEC AAG ACC ACG TTC ATC AG -
Yy s T G K T T F |
C ATG TCG TGC CCG TTC TGG TGC AAG TAG TC —

G TAC AGC ACG GGEC AAG AAC ACG TTC ATC AG -

G TAC AGC ACG GGC AAG AAC ACG TTC ATC AG -

Y S T G K N T F I

C ATG TCG TGC CCG TTC TIG TGC AAG TAG TC —
Xmn |

G CTG GIG GGBC CAG TAC AGC ACG GGEC AAG AC -

L vV G Q Y S T G K

C GAC CAC CCG GIC ATG TCG TGC CCG TTC TG —
Rsal

G CTG GIG GEC CAG GIC AGC ACG GGC AAG AC —

G CTG GIG GEC CAG GIC AGC ACG GGC AAG AC —
L v 6 Q vV § T G K
C GAC CAC CCG GIC CAG TCG TGC CCG TTC TG —

Abb.56. Darstellung der
Wildtypsequenz, der ver-
wendeten Primer und der
resultierenden Mutationen in
PAST1 und 2 be der
Mutagenese der potentiellen
Nucleotid-Bindungsstelle
innerhalb  der GTPase
Domane.

(A) zeigt die Mutagenese fur
die kongtitutiv-inaktive, (B)
die Mutagenese fir die
konstitutiv-aktive  Variante
von PAST1.

In (C) ist die Mutagenese
fur die konstitutiv-inaktive
Variante, in (D) die Muta-
genese fir die kongtitutiv-
aktive Variante von PAST?2
dargestellt.

Die veranderten Basen und
Aminosauren sind  grau
unterlegt, eingefihrte oder
verdnderte Restriktions-
chnittstellen  sind  unter-
strichen und unterhalb der
entsprechenden Sequenz
angegeben.



3.74.1 Domanen-abhangigeintrazellulére Lokalisation der PAST-Proteine

Die codierenden Bereiche der mutierten Varianten wurden mit durchgehendem Leseraster
hinter die HA-Sequenz des pHA-CMV- oder des pcDNA3-Vektors mit integrierter
HA-Sequenz kloniert, so dal3 sie parallel mit den Wildtyp-Proteinen und Deletionsmutanten,
denen die C-terminale EH-Domane fehlt (kloniert von D. Behrendt), in NIH 3T3 Fibroblasten
exprimiert werden konnten. In der Immunfluoreszenz-Analyse zeigen beide PAST-Proteine
eine durchgehende, fein punktierte cytoplasmatische Verteilung (Abb. 57). Zusétzlich lassen
sich bei PAST1 innerhalb des Cytoplasmas die bekannten grofReren punktformigen Strukturen
erkennen, wahrend ein Teil des Proteins an der Plasmamembran lokalisiert.

Die Deletion der EH-Doméne fihrt bei beiden Isoformen zu einer Verédnderung in der
Lokalisation. PAST1 verliert nicht nur seine Plasmamembran-Assoziation, auch die grof3eren
punktférmigen Strukturen innerhalb des Cytoplasmas sind nicht mehr vorhanden (Abb. 57 B).
Bei PAST2 geht die cytoplasmatische Verteilung nahezu vollstandig verloren und das Protein
akkumuliert in kernnahen, grofden Strukturen, die aufgrund ihrer Form dem Golgi-Apparat
und ER &hneln (Abb. 57 E). Vergleiche mit der Lokalisation verschiedener Markerproteine
fur ER und Golgi-Apparat ergaben aber keine Colokalisation.

PAST1 wt PAST1 DEH PAST1 GDP

D E

PAST2 wt PAST2 DEH

PAST2 GDP

Abb. 57. Immunfluoreszenz-Analyse der intrazelluléren Lokalisation verschiedener Varianten der PAST-
Proteine. FUr PAST1 ist in (A) das Wildtyp-Protein (wt), in (B) die Deletionsmutante ohne EH-Doméne (DEH)
und in (C) die Variante mit konstitutiv-inaktiver GTPase-Doméane (GDP) gezeigt. Parallel ist in (D) Wildtyp-
PAST2 (wt), in (E) PAST2 ohne EH-Doméane (DEH) und in (F) die Variante mit konstitutiv-inaktiver GTPase-
Doméne (GDP) zu sehen.
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Fir eine GTPase-Aktivitét der PAST-Proteine gibt es bislang keinen Bewels. Es konnte zwar
schon eine GTP-Bindung gezeigt werden (A. Halbach, personliche Mittellung), der Nachwels
der Hydrolyse gelang aber bisher noch nicht. Die Expression der in der GTPase-Domane
mutierten Protein-Varianten gibt aber einen Hinweis auf eine Funktion der PAST-Proteine als
GTPasen. Die Expression der GDP-Variante fuhrt bei PAST1 zu einer vollig homogenen,
cytosolischen Verteilung (Abb. 57 C), die Verteilung der GDP-Variante von PAST2 reicht
nicht mehr in die &uf3eren cytoplasmatischen Regionen (ABB. 57 F).

Wesentlich drastischer sind die Folgen einer Expression der konstitutiv-aktiven GTP-
Varianten. Diese lassen sich bel beiden PAST-Proteinen in einer Expressionskinetik erstmals
zwischen vier und sechs Stunden nach Transfektion mittels Immunfluoreszenz als extrem
schwache Signale detektieren. Danach ist ein Nachweis exprimierender Zellen nicht mehr
moglich, so dal? man davon ausgehen kann, dal3 die konstitutiv-aktiven Formen der PAST-
Proteine die exprimierenden Zellen schon in geringsten Mengen abtéten.

3.7.4.2 Lokalisation in endosomalen Strukturen

Um néhere Hinweise auf eine Funktion der PAST-Proteine zu bekommen, wurde versucht,
Uber Colokalisationsanalysen die Verteilung der PAST-Proteine genauer enzuschrénken.
Dabel konnte mittels konfokaler Mikroskopie eine Colokalisation der groéferen,
punktformigen Strukturen der Wildtyp-Variante von PAST1 mit einem GFP-markierten
Endosomen-Marker, dem RhoB-Protein nachgewiesen werden (GFP-Endo, Clontech). Im
Gegensatz dazu zeigen weder die Deletionsmutante der EH-Doméne bei PAST1 oder die
Variante mit konstitutiv-inaktiver GTPase-Doméane noch PAST2 eine entsprechende
Colokalisation mit diesem Marker (Abb. 58). Demzufolge ist die Lokalisation von PAST1 an
Endosomen sowohl vom Vorhandensein der EH-Doméne als auch von einer funktionalen
GTPase-Domane abhangig, wahrend fir PAST2 keine Verbindung zu Endosomen festgestel It
werden konnte.
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Abb. 58. Immunfluoreszenz-Analyse der Lokalisation der PAST-Proteine im Vergleich zu einem GFP-
markierten Endosomen-Marker, dem RhoB-Protein. Wéhrend das Wildtyp-Protein von PAST1 (PAST1 wt,
B, C) eine Colokalisation mit GFP-RhoB (A, B, D, E, G, H, J, K) durch konfokale Mikroskopie nachgewiesen
werden kann (Pfeile), zeigen weder die PAST1-Variante mit fehlender EH-Doméne (PAST 1 DEH, E, F) noch
die PAST1-Variante mit konstitutiv-inaktiver GTPase-Doméne (PAST 1 GDP, H, I) eine Ubereinstimmung in
der intrazelluldren Verteilung. Fur das Wildtyp-Protein von PAST2 (PAST2 wt, K, L) 18/} sich ebenfalls keine
Colokalisation detektieren.

Ergebnisse 94



4 Diskussion

Durch die Charakterisierung des Ratten-Homologs Syndapin | (Qualmann et al., 1999) wurde
fir PACSIN 1 eine Verbindung zur kompensatorischen Endocytose synaptischer Vesikel nach
der Ausschittung von Neurotransmittern hergestellt. Diese Form der Endocytose stellt in
einigen Punkten eine Sonderform der Clathrin-vermittelten Endocytose dar. Zum einen kann
hier fir das Recycling der synaptischen Veskel und der erneuten Beflullung mit
Neurotransmittern der Weg lber Endosomen umgangen werden, zum anderen erfolgt die
Endocytose in zeitlicher und réumlicher Abhangigkeit von der Neurotransmitter-Abgabe.

Die fUr diese Aufgabe bendtigten Proteine sind auf ihre Aufgabe in den Synapsen spezialisiert
und entsprechend angepald. In nicht-neuronalen Zelltypen werden vergleichbare Funktionen
meist von anderen SpleiRvarianten oder Isoformen dieser Proteine tbernommen. Da fur das
neurospezifische PACSIN 1 keine zusétzlichen Spleif3varianten detektiert werden konnten
(Plomann et al., 1998), mufdte eine mogliche generelle Beteiligung von PACSIN-Proteinen
am Clathrin-vermittelten Vesikeltransport durch weitere, nicht-neuronale | soformen erfolgen.

4.1 Expression der neuen PACSI N-1soformen

Durch Kombination verschiedener EST-Klone und das Durchmustern einer cDNA-Bank
konnten schliefdlich bei Maus und Mensch zwei neue PACSIN-Isoformen, PACSIN 2 und 3,
isoliert werden. Durch Sequenzvergleiche mit der Human-Genom-Datenbank konnte eine
Lokalisation von PACSIN 1 auf Chromosom 6, von PACSIN 2 auf Chromsom 22 und von
PACSIN 3 auf Chromosom 11 festgestellt werden. Zusétzlich ergaben die Analysen keine
Hinweise auf weitere Isoformen, so dal3 die humane PACSIN-Familie auf drei Mitglieder
beschrankt ist. Alle PACSIN-Isoformen besitzen einen gemeinsamen moduldren Aufbau mit
einer N-terminalen potentielle CDC15-NT-Domaéne, die eine potentielle coiled coil-Region
umschlieft, und einer C-terminale SH3-Domane. Diese beiden konservierten Domanen sind
Uber einen variablen Bereich miteinander verbunden, in dem jede Isoform kleine Eigenheiten
aufweist.

Das neurospezifische PACSIN 1 besitzt neben zwei NPF-Motiven, die eine Bindung an EH-
Domaénen-Proteine vermitteln (Salcini et al., 1997), as einzige Isoform eine Bindungsstelle
fur die ebenfalls neurospezifisch exprimierten 14-3-3-Proteine (Muslin et al., 1996), was auf
eine Adaptation dieser Interaktion an die synaptische Funktion hindeutet oder deren
Regulation ermdglichen konnte. Das ubiquitdr exprimierte PACSIN 2 enthdlt drei NPF-
Motive, wobei das im Vergleich zu PACSIN 1 zusétzliche NPF-Motiv durch ein PACSIN 2-
spezifisches Exon codiert wird (M. Plomann, personliche Mitteilung). In der variablen Region
des hauptsachlich muskulér exprimierten PACSIN 3 ist anstelle der NPF-Motive ein Prolin-
reiches Motiv enthalten, Uber das Interaktionen mit anderen SH3-Doménen-Proteinen
eingegangen werden konnten (Cohen et al., 1995).
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Aufgrund der Expressionsmuster &3t sich vermuten, dal3 das ubiquitar exprimierte PACSIN 2
fur basale endocytotische Vorgange jeder Zelle ausreichend ist, wéhrend in neuronalen und
muskuléren Geweben, deren Funktion mit der Ausschuttung von Transmittern korreliert,
spezialisiertere Aufgaben durch die entsprechend angepaldten Isoformen PACSIN 1 und 3
erfullt werden.

Diese mogliche Spezialisierung hat sich bereits zu Beginn der evolutionéren Entwicklung der
PACSINe ausgebildet, da PACSIN 3 schon frih von den naher verwandten |soformen
PACSIN1 und 2 abzweigt. Die Gruppierung der verschiedenen Homologe nach
Verwandtschaftsgrad ergibt die evolutiond&r zu erwartenden Anordnungen, bel denen die
Homologe in Ratte (Syndapin) und Maus jeweils ndher miteinander als mit dem humanen
Homolog verwandt sind. Nichtsdestotrotz sind die Isoformen in Maus und Mensch auf
Protein-Ebene mit Identitéten um die 95% sehr gut konserviert. Das in Huhn beschriebene
Homolog zu PACSIN 2, FAP52 (Meriléinen et a., 1997), ist wie zu erwarten weiter von den
anderen Homol ogen entfernt.

411  Expression auf mMRNA- und Protein-Ebene

Die Expressionsmuster fir PACSIN 2 und 3 in adulten Geweben kénnen im Human RNA
Master Blot (Clontech) ebenfalls in den fetalen Geweben detektiert werden. Zusétzlich sind
fur ale drei I1soformen Maus-EST-Klone aus friihen embryonalen Entwicklungsstufen in der
Genbank eingetragen, der bei PACSIN 2 sogar aus dem Zwei-Zell-Stadium stammt
(Genbankeintrag AU014698). Der frihe Expressionsbeginn wahrend der Entwicklung sowie
der hohe Grad an Konservierung zwischen den Spezies deuten somit auf eine essentielle
Funktion der PACSINe hin.

Die aufgrund ihrer Kreuzreaktivitat mit den anderen Isoformen der PACSIN-Protein-Familie
gegen die verschiedenen PACSIN-Isoformen affinitétsgereinigten Antiseren detektieren in
einer Western Blot Analyse verschiedener Zellysate und in Hirn-Homogenaten jeweils nur
eine spezifische Bande, deren Laufhthe bei PACSIN1 und 3 mit dem theoretischen
Molekulargewicht Ubereinstimmt, bel PACSIN 2 aber ca. 10kDa hoher liegt. Eine
massenspektrometrische  Analyse von PACSIN 2 bestétigte aber das theoretische
Molekulargewicht, so da3 das abnormae Laufverhdten auf die Aminosdure-
Zusammensetzung des Proteins zurlckzufthren sein mul3. Da PACSIN 2 auf Protein-Ebene
mit PACSIN 1 und 3 70%, bzw. 60% identisch ist und zusétzlich ein Isoformen-spezifisches
Exon enthalt, kdnnten diese Unterschiede zu dem unterschiedlichen Laufverhalten fihren. Ein
vergleichbares Verhaten fur das Huhn-Homolog FAP52 und der langen Spleif3variante des
Ratten-Homologs Syndapin II-I wurde ebenfals beschrieben (Merildinen et al., 1997;
Quamann und Kelly, 2000), so dal? das L aufverhalten | sof ormen-spezifisch zu sein scheint.

Die fur Syndapin Il beschriebenen SpleiRvarianten besitzen in einer Western Blot Analyse mit
affinitdtsgereinigten Antikérpern ein unterschiedliches Laufverhalten, wobel die kurze
SpleilRvariante Syndapin I1-s ein apparentes Molekulargewicht von 50 kDa besitzt und somit
im Laufverhalten eher PACSIN 1 @hnelt, wahrend die lange Variante Syndapin |1-l das bereits
fir PACSIN 2 bekannte erhthte apparente Molekulargewicht zeigt. Zusétzlich besitzen die
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SpleiRvarianten ein unterschiedliches Expressionsmuster, wobei die kurze Form Syndapin 11-s
in alen Geweben, die lange Variante Syndapin I1-1 aber nur in Herz und Testis detektiert wird
(Qualmann und Kelly, 2000). Diese Daten konnten durch eine Western Blot Analyse mit den
affinitatsgereinigten Antiseren gegen die verschiedenen PACSIN-Isoformen auf Maus- und
Ratten-Hirn Homogenaten allerdings nicht bestétigt werden. Fir jede PACSIN-Isoform wird
nur einer Bande mit identischen Laufhthen in beiden Spezies detektiert, wobel das Antiserum
gegen PACSIN 2 auch im Ratten-Hirn-Homogenat nur eine Bande bei 65 kDa nachweist,
deren Laufhthe dem ubiquitdr exprimierten Signal in anderen Geweben und Zellinien
entspricht.

Die unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich vielleicht durch die Affinitétsreinigung der
jeweiligen Antiseren erkléren. Da bei einer Kreuzreaktivitét gegen andere Mitglieder einer
Protein-Familie die Antikorper aus dem Antiserum entfernt werden missen, die auch die
jeweils anderen Isoformen erkennen, werden Antikérper gegen gemeinsame Epitope
abgereichert. Die in den Antiseren verbleibenden, |soform-spezifischen Antikorper besitzen
maoglicherweise eine geringe Affinité oder erkennen nur native Strukturen. Dies wirde dazu
fuhren, dal’3 bestimmte Spleil3varianten nicht mehr detektiert werden kénnen oder die Signale
nur noch so schwach sind, dal3 die in der Western Blot Analyse analysierten Proteinmengen in
einigen Geweben fur einen Nachwels nicht mehr ausreichen und so das Signal fur die lange
Form von Syndapin Il in den anderen Geweben verloren geht. Im Gegensatz zu Ratte scheint
es in Maus keine zusétzlichen Spleildvarianten von PACSIN 2 zu geben, so daf3 hier
ausschliefdich die 65 kDa-Form detektiert wird. Da das Antiserum gegen PACSIN 3 im
Ratten-Hirn-Homogenat ebenfalls eine Bande mit der PACSIN 3-typischen Laufhohe
detektiert, existiert auch in Ratte eine bislang nicht beschriebene, weitere Syndapin-Isoform.

4.1.2 Intrazellulare L okalisation

Da das affinitatsgereinigte Antiserum gegen PACSIN 1 sowohl in Maus- als auch in Ratten-
Hirn-Homogenat jeweils eine Bande mit identischer Laufhthe detektierte, wurde fur die
Analyse der intrazelluléaren Verteilung auf primére Neuronen-Kulturen aus embryonalen
Ratten-Hippocampi zurtickgegriffen, da in Ratten aufgrund ihrer Grol3e leichter definierte
Hirnbereiche entnommen werden kénnen. PACSIN 1 kann in den priméren Neuronen sowohl
im Soma as auch in den Neuriten detektiert werden, wobei es verstarkt in den axonalen
Boutons, den présynaptischen Bereichen der Verbindungsstellen zu kontaktierenden
Neuronen, vorkommt. Damit steht die beobachtete Verteilung durchaus mit einer Funktion
bei der kompensatorischen Endocytose in Einklang. Da PACSIN 1 neben den Boutons auch
in anderen Zellbereichen detektiert werden kann, existiert entweder eine Art intrazellul&rer
Reserve-Pool, der nur reguliert in die Boutons wandert, oder aber PACSIN 1 erflllt neben der
Aufgabe in den Boutons auch noch andere Funktionen.

Dieser Gedanke drangt sich besonders bel PACSIN 2 auf, da das endogene Protein in
NIH 3T3 Fibroblasten nur selten und dann auch nur in kurzen Bereichen mit der
Plasmamembran assoziiert, wahrend sich im gesamten Cytoplasma eine fein strukturierte
Verteilung erkennen &3, Vielleicht kommt esin Fibroblasten nicht zu einer Akkumulation an
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der Plasmamembran, da diese Zellen nicht in solch extremen Ausmal’en wie Neurone
Endocytose betreiben und die PACSINe zusétzlich nur in einem zeitlich begrenzten Rahmen
ihre Funktion an den Vesikeln erfillen.

Sollte PACSIN 2 wirklich an den basalen Endocytose-Vorgangen in den Zellen beteiligt sein,
mussen auch die Vesikelabschnirungen von Kompartimenten innerhalb der Zelle in Betracht
gezogen werden. Obwohl die Donormembran in diesen Félen nicht die Plasmamembran
wére, sind die generellen Schritte des Clathrin-vermittelten Vesikeltransports identisch, so
da3 PACSIN 2 auch den Veskeltransport zwischen verschiedenen Kompartimenten
vermitteln konnte und daher entsprechend eher im Zellinneren lokalisiert.

In Ubereinstimmung mit einer Expression in Herz und Muskel 1413t sich endogenes PACSIN 3
in C2-Myoblasten erst nachweisen, wenn die zuvor Fibroblasten-éhnlichen Zellen durch
Stimulierung zu Myotuben differenziert wurden, wobei PACSIN 3 eine starke, wenn auch
diskontinuierliche Plasmamembran-Assoziation aufweist. Dies steht im Einklang mit der
beobachteten Plasmamembran-Lokalisation von PACSIN3 in Muskelgewebe (M. Plomann,
personliche Mitteilung). Da die Stimulierung der Muskeln Uber Nerven erfolgt, kdnnte
PACSIN 3 eine Funktion bel der Liganden-induzierten Rezeptor-Aufnahme in der neuro-
muskuléren Endplatte besitzen. Nicht-differenzierte C2-Myoblasten werden nicht auf diese
Art reguliert, was erkldren konnte, warum PACSIN 3 im undifferenzierten Zustand nicht
exprimiert wird.

4.1.3 Expressionsmuster der PACSINein Hirn

Alle PACSIN-Isoformen werden, wenn auch in unterschiedlichem Ausmal3 in Hirn
exprimiert, so dal3 durch eine immunhistochemische Analyse von Gewebeschnitten die
Verteilungsmuster der PACSIN-Isoformen in Hirn gekléart werden sollten. Dabei wiesen
einige Hirnareale wie Cortex eine Expression aller Isoformen auf, wahrend in anderen
Regionen nur einzelne Isoformen nachgewiesen werden konnten. Wahrend PACSIN 1 und 3
ausschliefdlich von Neuronen exprimiert werden, konnte PACSIN 2 zusétzlich in Astrocyten
detektiert werden.

Zwar gibt es keine Vergleichsdaten aus anderen Geweben, aber aufgrund der ubiquitéren
Expression wére zu vermuten gewesen, dal3 PACSIN 2 an den endocytotischen VVorgéngen in
dlen Zellen betelligt ist, wdhrend PACSIN 1 auf die kompensatorische Endocytose in
Neuronen und PACSIN 3 zusdtzlich zu seiner neuronalen Funktion eventuell auf
vergleichbare Vorgange in Muskelzellen spezidisiert ist.

Die Ergebnisse der Immunhistochemie konnten bedeuten, dald doch nicht jede Zelle
mindestens eine PACSIN-Isoformen exprimiert. Sollten die PACSINe allerdings wirklich fur
den Veskeltransport unerld@ich sein, miften weitere, bislang unbekannte Isoformen das
Expressionsmuster komplementieren. Dies kann allerdings fur die humanen Isoformen
ausgeschlossen werden, da in der Datenbank des Humanen Genom Projekts nur drei
PACSIN-Isoformen zu finden sind. Der hohe Verwandtschaftsgrad zwischen den I soformen
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aus Maus und Mensch macht eine Existenz weiterer Isoformen in Maus ebenfalls
unwahrscheinlich.

Eine andere Erkl&rung wére eine unzureichende Sensitivitét der Immunhistochemie, um auch
niedrige PACSIN-Mengen detektieren zu konnen. Dies konnte durch die aufgetretene
Hintergrund-Férbung der Schnitte beglnstigt worden sein, so dal3 schwache Signale a's nicht
spezifisch eingestuft worden sind. Zusétzlich haben die Antiseren vermutlich aufgrund der
notwendigen Affinitatsreinigung an Sensitivitét verloren, so dal? bei der Detektion der Ratten-
Homologe @hnliche Effekte wie bei der Western Blot Analyse die Ergebnisse beeinflussen.
Zusétzlich kdnnen in den Schnitten die fur die affinitétsgereinigten Antiseren spezifischen
Epitope in den Zellen durch die Fixierung des Gewebes zerstort oder Bestandteile der
Extrazellul&ren Matrix in Hirn maskiert sein, was ebenfals zu einem falsch-negativen
Ergebnis flhren wirde.

4.2 Bindungspartner und ihrefunktionale Bedeutung

421  Endocytotische Proteine

Fur Syndapin |, das Ratten-Homolog von PACSIN 1, wurde eine SH3-Doménen-abhangige
Bindung an verschiedene Proteine der Clathrin-vermittelten Endocytose beschrieben, wobel
die isolierte SH3-Doméne fir die Analysen verwendet wurde (Qualmann et al., 1999). Da bei
den PACSINen besonders die SH3-Domanen zwischen den Spezies stark konserviert sind,
konnte man vermuten, dal3 alle PACSINe am Clathrin-vermittelten Vesikeltransport beteiligt
sind.

Da fur die isolierte SH3-Doméane von Amphiphysin ein inhibitorischer Einfluld auf die
Endocytose festgestellt wurde (Owen et al., 1998), der mit dem Vollangen-Protein nicht
reproduziert werden konnte (Takei et a., 1999), wurden bel den PACSINen fir die Analyse
eines moglichen Einflusses auf die Endocytose entweder Vollangen-Wildtyp-Proteine oder
Vollangen-Varianten verwendet, bei denen die SH3-Doméne durch eine Punktmutation
inaktiviert wurde (Clark et a., 1992).

Generell zeigte sich bel  alen nachgewiesenen Interaktionen eine SH3-Doménen-
Abhangigkeit der Wechselwirkung, da die PACSIN-Varianten mit mutierter SH3-Doméne
nicht zu den entsprechenden Interaktionen der Wildtyp-Proteine fahig waren. Der fehlende
Nachweis der Bindungspartner bei den mutierten Varianten war auf eine spezifische
Inhibition der Bindung zuriickzufthren, da die fur die Affinitatsprézipitation verwendeten
GST-Fusionsproteine unabhéngig von der engefihrten Mutation vergleichbar zu den
Wildtyp-Proteinen in den Bakterien exprimiert werden konnten.

Waéhrend sich die friihen Stufen der Vesikelbildung hauptsachlich durch den Auf- und Ausbau
der Clathrin-Hulle auszeichnen, werden spétere Stadien, in denen das bereits gebildete
Vesikel bald von der Donormembran abgeschnirt wird, durch die Anwesenheit von Dynamin
am Vesikelhals markiert (Simpson et al., 1999).
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Die in der Affinitdtsprazipitation gefundene, ausgepragte Interaktion der PACSINe mit
Dynamin weist demzufolge darauf hin, dal3 die PACSINe eher an den spéteren Stufen der
Veskelabschnirung as an den frihen Stadien der Veskelinitiation beteiligt sind. Diese
Annahme wird durch die Tatsache gestiitzt, dal3 mit Clathrin keine Interaktion nachgewiesen
werden konnte. Zusétzlich konnten diese Ergebnisse fir beide Proteine auch durch konfokale
Mikroskopie der endogenen Protein-Vertellung bestétigt werden. Wéhrend keine
Ubereinstimmung in der Verteilung der PACSINe mit Clathrin detektiert werden konnte, lied
sich fur alle PACSINe eine partielle Colokalisation mit Dynamin nachweisen.

Auch die Interaktion der PACSINe mit Synaptojanin 1 deutet eher auf eine Beteiligung an
den spaten Schritten der Vesikelbildung hin, da Synaptojanin 1 tber Endophilin und Dynamin
an das Veske rekrutiert wird und das Ablosen der Clathrin-Hulle ermoglicht (Hill et al.,
2001; Cremonacet al., 1999), ein Schritt, der erst nach der Abschniirung des Vesikels erfolgt.

Diese Annahmen wurden von Simpson und Mitarbeitern (1999) fur die isolierte SH3-Domane
des Ratten-Homologs von PACSIN 1, Syndapin |, bestétigt, die, in Ubereinstimmung mit den
SH3-Domanen anderer Dynamin-Interaktionspartner, die spdten Schritte der Endocytose
blockierte, in denen die Vesikel zwar noch mit der Donormembran verbunden, aber schon von
der extrazellularen Umgebung abgeschl ossen waren.

4.2.1.1 EinfluR der PACSINe auf die Endocytose

Nachdem diese Bindungspartner der Affinitétsprazipitation eine Beteiligung aller PACSIN-
Isoformen an der Clathrin-vermittelten Endocytose vermuten lassen, sollte der Einflufld der
neuen Isoformen PACSIN 2 und 3 auf die Clathrin-vermittelte Aufnahme des Transferrin-
Rezeptors untersucht werden. Dabei wurden sowohl die Wildtyp-Proteine als auch die
Varianten mit mutierter SH3-Domane analysiert, da das unterschiedliche Bindungsverhalten
in der Affinitdtsprézipitation auch einen unterschiedlichen Einflul? auf die Endocytose
vermuten |&(3.

Die Wildtyp-Proteine von PACSIN 2 und 3 zeigen analog zu den Daten fir die isolierte SH3-
Domane von Syndapin | (Simpson et a., 1999) eine konzentrationsabhangige Blockierung der
Transferrin-Aufnahme. Eine Expression geringer Mengen an PACSIN 2 und 3 in NIH 3T3
Fibroblasten beeinflufd die Transferrin-Aufnahme nicht, wahrend eine starke Expression der
beiden Proteinen zu einer drastischen Reduzierung der Aufnahme fihrt. Hingegen zeigen
Zéellen, die vergleichbar hohe Mengen an PACSIN 2 und 3 mit inaktivierter SH3-Doméane
exprimieren, keinen Einflul} der Expression auf die Transferrin-Aufnahme. Auch die
Quantifizierung der Transferrin-Aufnahme mittels FACS-Analyse bestétigt fir PACSIN 3 die
konzentrationsabhangige Inhibition fir das Wildtyp-Protein, wahrend vergleichbare Mengen
der Variante mit mutierter SH3-Doméne keine Auswirkung auf die Transferrin-Endocytose
haben.

Eine Blockierung der Endocytose ist fur viele Proteine beschrieben, die Uber ihre SH3-
Doméne mit Dynamin interagieren, da durch das Uberangebot des Bindungspartners Dynamin
wahrscheinlich nahezu vollstandig abgefangen und fir seine eigentliche Funktion blockiert
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wird (Simpson et a., 1999). Jedoch muR eine Inhibition durch Uberexpression nicht
zwangslaufig bedeuten, dal3 der Bindungspartner wirklich am Prozel3 der Veske-
Abschnirung beteiligt ist. Vielmehr kann er auch Gber Dynamin ans Vesikel gebracht werden,
um sofort nach der Abschnirung fur seine Funktion am freigesetzten Vesikel direkt vor Ort
Zu sein.

4.2.2  Weitere Bindungspartner

Um weitere Hinweise auf mogliche Funktionen der neuen PACSIN-Isoformen zu erhalten,
wurden mit Hilfe des Two-Hybrid Systems potentielle Bindungspartner aus einer Maus-Hirn
cDNA-Bank isoliert. Diese Bank wurde verwendet, da Hirn das einzige Gewebe ist, in dem
ale PACSIN-Isoformen exprimiert werden und diese somit dort auch zu funktionalen
Interaktionen fahig sein sollten.

Die nach Sequenzanalyse verbliebenen Klone enthielten einerseits potentielle
Bindungspartner, die sowohl mit PACSIN 2 as auch PACSIN 3 interagierten und
andererseits Klone, dieim Two-Hybrid System fir eine | soform spezifisch waren.

Cordon-Bleu

Zu den fur PACSIN 2 und 3 gemeinsamen potentiellen Bindungspartner gehdrt Cordon-Bleu,
das durch eine Gene Trap-Analyse in Maus isoliert wurde und wahrend der embryonalen
Entwicklung in vergleichbaren Strukturen und zu vergleichbaren Zeiten wie Sonic Hedgehog
exprimiert wird. Cordon-Bleu besitzt keine bekannten Domanen oder Homologien zu
bekannten Proteinen, so dal? basierend auf dem Expressionsmuster eine mogliche Beteiligung
an der Regulation der Achsenbildung bel der embryonalen Entwicklung lediglich vermutet
werden kann (Gasca et al., 1995).

Da fur die PACSINe keine detaillierten Informationen Uber die embryonaen
Expressionsmuster vorhanden sind, kann tber diese Interaktion nur spekuliert werden. Zwar
konnte bislang kein Zusammenhang mit der Achsendetermination festgestellt werden, aber da
zumindest PACSIN 2 in der Entwicklung schon wesentlich friher exprimiert wird, kann eine
Interaktion nicht ausgeschlossen werden. Um diese potentielle Interaktion weitergehend zu
analysieren, sollten zunéchst die embryonalen Expressionsmuster der PACSINe bestimmt
werden, damit Uberprift werden kann, ob die Proteine wahrend der Entwicklung wirklich
Uberlappende Expressionsmuster besitzen.

Endophilin B1

Der zweite potentielle Bindungspartner fir PACSIN 2 und 3 ist Endophilin B1. Dieses
Protein ist mit den bislang beschriebenen Mitgliedern der Endophilin-Familie (Endophilin A1
bis 3) verwandt, die durch ihre Lysophosphatidylsdure-Acyl-Transferase- (LPAAT-) Aktivitét
wahrscheinlich die Membrankrimmung im Bereich der Vesikelbildung verandern, indem sie
aus Lysophosphatidylsiure durch Ubertragung einer Fettsiure Phosphatidylsiure generieren
(Schmidt et al., 1999).
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Mit Hilfe des Two-Hybrid Systems konnte bereits ein identischer Endophilin B1-Klon als
potentieller Bindungspartner fir PACSIN 1 isoliert werden (Modregger, 1997), der den
gesamten codierenden Bereich enthdit. Weitere Untersuchungen haben  den
Interaktionsbereich des Gal4-Endophilin B1-Fusionsproteins mit PACSIN 1 auf ein Prolin-
reiches Motiv eingegrenzt, dald sich in der 5-UTR von Endophilin B1 kurz vor dem in
anderen Endophilinen benutzten Startcodon befindet (Abb. 59). Da fur Endophilin B1 keine
SpleilRvariante isoliert werden konnte, bel der auch der Bereich des Prolin-reichen Motivs
trandatiert wird, und zusétzlich die humane Endophilin B1-Sequenz in diesem Bereich Stop-
Codons enthdlt, kann man davon ausgehen, dal3 dieser Sequenzbereich im Two-Hybrid
System faschlicherweise innerhalb des Fusionsproteins trandatiert wird und Endophilin B1
demzufolge kein in vivo-Interaktionspartner von PACSIN 1 ist (Modregger, 2001).

Da mit den verschiedenen PACSIN-Isoformen identische Endophilin B1-Klone aus der
cDNA-Bank isoliert wurden, kann man die Ergebnisse der Bindungsstudien zu PACSIN 1
wohl auf die anderen beiden PACSINe Ubertragen und Endophilin B1 generell as
Bindungspartner der PACSINe ausschlief3en.

Gal4-AD - - Q:::.

5-UTR

Abb. 59. Schematische Darstellung des mittels des Two-Hybrid Systems aus der cDNA-Bank isolierten Klons
fir Endophilin B1. Zwischen der Gal4-Aktivierungsdomédne (AD) und dem codierenden Bereich von
Endophilin B1 befindet sich ein kurzes Stiick der potentiellen 5'-UTR, so dal3 das Fusionsprotein ein darin
enthaltenes Prolin-reiches Motiv besitzt (rot), das invivo nicht trandatiert wird und zu einer falsch-positiven
Interaktion mit den PACSINen, wahrscheinlich Uber deren SH3-Domaénen, fihrt.

TRAX

Das mit PACSIN 3 isolierte TRAX besitzt eine hohe Homologie zu Translin und bildet mit
diesem Komplexe unbekannter Funktion, die Gber TRAX in den Kern transportiert werden
und tber Tranglin dort an DNA-Consensus Sequenzen binden. Da diese der Erkennung von
DNA-Bruckstticken dienen, wird von einer Funktion bel der DNA-Reparatur ausgegangen
(Aoki et a., 1995; Aoki et al., 1997; Kasai et al., 1997; Wu et d., 1997).

In Neuronen sind zusétzlich Ribonucleoproteinpartikel aus Translin, TRAX und nicht-
codierender RNA beschrieben worden, die bei neuronaler Aktivitdt in die Dendriten
trandoziert werden und wahrscheinlich die fir die Aufrechterhaltung und Modulation der
synaptischen Aktivitéat essentielle lokale Trandation in den Dendriten regulieren (Kobayashi
et al., 1998, Muramatsu et a., 1998; Taira et a., 1998; Wu et al., 1999; Finkenstadt et a.,
2000).

Ein Zusammenhang mit der DNA-Reparatur konnte fur die PACSINe bislang nicht
festgestellt werden, auch lassen Zellen in Immunfluoreszenz-Analysen keine Kernlokalisation
der Proteine erkennen. Die fUr den Trandin/TRAX-Komplex beschriebene Translokation
aufgrund neuronaler Aktivitat basiert hingegen auf intrazelluldren Transportprozessen. Zwar
konnte fir die PACSINe bislang nur eine Beteilung am Clathrin-vermittelten Vesikeltransport
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gezeigt werden, dies mul3 eine Beteiligung an anderen Vorgangen und Wegen aber nicht
ausschlieffen. Somit konnte das ebenfalls neuronal exprimierte PACSIN 3 Uber ene
Interaktion mit TRAX die Transokation der Ribonucleoproteinpartikel ermdglichen oder
regulieren.

PICK1

Das fur PACSIN 3 isolierte PICK1 bindet Uber seine N-terminale PDZ-Doméne an PKCa
und wird von dieser phosphoryliert (Staudinger et a., 1995). Da PICK1 Uber einen zentralen
coiled coil-Bereich Homooligomere bilden kann, geht man davon aus, dal3 es Uber seine PDZ-
Domane einerseits PKCa zu bestimmten subzelluldren Regionen transloziert (Staudinger et
al., 1997) und andererseits fur das phosphorylierungsabhéngige ,clustering’ von
Transmembran-Rezeptoren verantwortlich ist.

Postsynaptisch bindet PICK1 an die GIuR3- und bestimmte Spleil3varianten der GluR2-
Untereinheit der AMPA-Rezeptoren und fihrt so zu deren , clustering’ (Dev et a., 1999; Xia
et a., 1999), dem eine schnelle Internalisierung der auf der Zelloberflache befindlichen
Rezeptoren durch Clathrin-vermittelte Endocytose folgt (Xia et al., 2000). Auf diesem Weg
wird die synaptische Plastizitdt Uber eine Anpassung der synaptischen Signaweiterleitung
und Verteilung der AMPA-Rezeptoren in den Synapsen reguliert (Xia et a., 1999; Chung et
al., 2000).

Auf prasynaptischer Seite bindet PICK1 an mGIuR7, einen Glutamat-Rezeptor, der die
Feedback-Inhibition des Synapsen nach Neurotransmitter-Ausschittung vermittelt. Die
Interaktion fuhrt zum ,clustering’ des Rezeptors, so dal3 PICK1 wahrscheinlich zu der
Maschinerie gehort, die die Ausschittung der Neurotransmitter moduliert (Boudin et al.,
2000; Dev et a., 2000; El Far et al., 2000).

Weitere Interaktionspartner der PDZ-Doméne in PICK1 sind die GTP-gebundenen Formen
von ARF1 und ARF3 (Takeya et al., 2000), die hauptséchlich am Golgi-Apparat lokalisieren
und den den retrograden Vesikeltransport zwischen Golgi-Apparat und dem ER vermitteln
(Rothman, 1994; Hosaka et al., 1996; Cosson und Letourneur, 1997). Interessanterweise ist
auch fur PICK1 in COS-Zellen eine Lokalisation im Bereich des Golgi-Apparates beschrieben
(Staudinger et a., 1995), so dal3 PICK1 mit den ARF-Proteinen den Vesikeltransport
zwischen Golgi-Apparat und ER regulieren konnte.

Die fur PACSIN 3 und PICK1 im Two-Hybrid System gefundene Interaktion konnte
mittlerweile durch unabhdngige Methoden bestdtigt und auch auf die anderen PACSIN-
Isoformen ausgeweitet werden (E. Wegener, personliche Mitteilung). Die PACSIN-bindende
Region in PICK1 konnte auf das C-terminale Ende eingeschrénkt werden, fir das bislang
keine bekannten Doménen, Bindungspartner oder regulatorische Einfllsse beschrieben
wurden.

Die fur PICK1 beschriebenen Interaktionen an postsynaptischen Membranen erweitern die
maoglichen Funktionen der PACSINe Uber die Beteilligung an der kompensatorischen
Endocytose hinaus. So konnten die PACSINe Uber die Bindung an PICK1 und die bereits

Diskussion 103



bekannte Interaktion mit Dynamin an der Clathrin-vermittelten Aufnahme der AMPA-
Rezeptoren (Xia et al., 2000), und damit an der Modulation der synaptischen Plastizitét
beteiligt sein, indem sie die fur die Clathrin-vermittelte Endocytose benttigten Proteinen an
den Ort der bevorstehenden Vesikelbildung rekrutieren.

PACSIN 3 wird in muskuldren Geweben wesentlich stérker as in Hirn exprimiert und zeigt
dort eine kontinuierliche Membran-Assoziation (M. Plomann, personliche Mitteilung). Die
Rezeptor-Tyrosin-Kinase  MuSK  lokalisiert  selektiv. in den  postsynaptischen
Membranbereichen von Muskelzellen (Valenzuela et al., 1995) und dient dort der Bildung
und Aufrechterhaltung der neuromuskuléren Endplatte (DeChiara et al., 1996). Da MuSK
ebenfalls an PICK1 bindet (Torres et al., 1998), konnte PACSIN 3 Uber die Interaktion mit
PICK1 die Endocytose von MuSK und damit eine Modulation der Signalweiterleitung
zwischen Motorneuronen und Muskelzellen erméglichen.

Die Interaktion von PICK1 mit den GTPasen ARF1 und 3 erdffnet eine Verbindung der
PACSINe zum Vesikeltransport zwischen Golgi-Apparat und ER, was im Einklang mit deren
intrazelluldren Verteilungsmustern stiinde. Da die Clathrin-vermittelte Vesikelbildung nicht
auf die Plasmamembran beschrankt ist, konnten die PACSINe vergleichbare Aufgaben auch
bei der Vesikel-Abschnirung von intrazelluléren Membranen besitzen.

Zusatzlich ist dies der erste Hinweis auf eine mégliche Beteiligung von PACSIN-Proteinen an
Transportprozessen, die nicht Gber Clathrin vermittelt werden, da fur ARF1 auch eine
Funktion bei der Bildung Coatomer-umhtillter Vesikel bekannt ist (Kirchhausen, 2000b). Da
Dynamin an diesen Prozessen nicht beteiligt ist, konnte eine Lokalisation der PACSINe an
diese Vesikel Uber die Interaktion mit PICK1 erfolgen.

4.2.3 Transmembran-Proteine

Die Bindung der PACSINe an membranstandige Proteine beschrankt sich allerdings nicht nur
auf AMPA-Rezeptoren. Auch das Recycling des NMDA-Rezeptors in Xenopus Oocyten ist
PACSIN 1-abhéngig, wobei PACSIN 1 spezifisch an die NR3A-Untereinheit des Rezeptors
bindet und sowohl PACSIN 1 as auch Dynamin fir die Endocytose des Rezeptors
unerldich sind (I. Pérez-Otafio und M. Plomann, personliche Mitteilung).

Zusatzlich bindet PACSIN 3 an die cytoplasmatische Doméne der Proform von ADAM15
und konnte somit an der Sekretion des Proteins oder seiner intrazelluldren Prozessierung
betetiligt sein. Desweiteren kommt eine funktionale Regulation des Disintegrins tber einen
Einfluf3 auf dessen Reifung in Betracht (Howard et a., 1999).

PACSIN 2 aus Xenopus bindet hingegen an die cytoplasmatische Doméane von ADAM13.
Beide Proteine colokaliseren in ,membrane ruffles und cytoplasmatischen Vesikeln,
zusétzlich reguliert PACSIN 2 die Aktivitdt des membranstdndigen Rezeptors, indem es
entweder dessen katalytische Aktivitét oder die intrazelluldre Lokalisation beeinflufdt (Cousin
et a., 2000).
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Weiterhin konnte durch das Two-Hybrid System auch die a-Untereinheit der Na'/K*-ATPase
als potentieller Bindungspartner fir PACSIN 2 isoliert werden, wobel der Interaktionsbereich
innerhalb der cytoplasmatischen Domane liegt.

Die Interaktion der PACSINe mit diesen Membranproteinen kdnnte einerseits zu einer
Regulation von deren Funktion fihren, andererseits konnten die PACSINe an der durch
Vesikeltransport vermittelten Sekretion der Proteine zur Plasmamembran beteiligt sein.

4.2.4 14-3-3-Proteine

Die Modulation der Neurotransmitter-Abgabe wéahrend langanhaltender Aktionspotentiale
erfolgt durch PKC und 14-3-3-Proteine (Stevens und Sullivan, 1998), wobei die Substrate der
Kinase noch nicht bekannt sind. Die hirnspezifischen 14-3-3-Proteine binden an
Erkennungssequenzen mit phosphorylierten Serinen und regulieren die Exocytose
synaptischer Vesikel (Jones et a., 1995), indem sie aus dem Reserve-Pool den Pool
synaptischer Vesikel auffillen, die bei Stimulierung mit der Membran verschmelzen konnen
(Broadie et al., 1997). Dabel arbeiten 14-3-3-Proteine mit PKC zusammen, um die Reserve-
Vesikel ausihren Riuckhaltearealen im Cytoskelett zu befreien (Morgan und Burgoyne, 1992;
Roth und Burgoyne, 1995).

Das neurospezifische PACSIN 1 mit seiner Beteiligung an der kompensatorischen Clathrin-
vermittelten Endocytose nach Ausschittung von Neurotransmittern ist die einzige PACSIN-
Isoform mit einer 14-3-3-Protein-Bindungsstelle, wobei die Interaktion und ihre Spezifitét fr
PACSIN 1 mittels Affinitatschromatographie bestétigt werden konnte.

Somit wird PACSIN 1 an dem fur die Bindung essentiellen Serin phosphoryliert und kann so
mit 14-3-3-Proteinen interagieren. Fir das Rattenhomolog Syndapin| ist eine Bindung an
Synapsin | beschrieben, das den Reserve-Pool synaptischer Vesikel aufrechterhdt. Daher
konnte PACSIN 1 nach einer vermutlich PKC-vermittelten Phosphorylierung am essentiellen
Serin durch die Interaktion mit 14-3-3-Proteinen in der Lage sein, die Rickhaltung der
synaptischen Vesikel im Reserve-Pool durch einen Einfluld auf Synapsin aufzuheben und so
das Auffillen des membranstandigen Vesikel-Pools ermdglichen. Damit ware PACSIN 1
nicht nur an der kompensatorischen Endocytose synaptischer Vesikel nach der Ausschiittung
von Neutotransmittern beteiligt, die zu einer Wiederbeflllung der Vesikel fihrt, sondern
konnte auch das Aufflllen von Vesikel-Defiziten der prasynaptischen Membran aus dem
Reserve-Pool vermitteln.

425  Bindungspartner mit Einfluf3 auf das Actin-Cytoskelett

Interessanterwei se besitzen mehrere der PACSIN-Bindungspartner, Synaptojanin 1, N-WASP
und mSosl, einen regulatorischen Einfluld auf das Actin-Cytoskelett. Da PI(4,5)P, neben dem
Aufbau der Clathrin-Hille auch die Polymerisation von Actin-Filamenten beginstigt, wirkt
die Polyphosphoinositid-Phosphatase Synaptojanin, die PI(4,5)P., zu Phosphatidylinositol
abbaut, als negativer Regulator der Actin-Polymerisation (Arneson et al., 1999; Rohatgi et al.,
1999). Hingegen verfugt N-WASP, das durch Pl (4,5)P, und GTP-gebundenes Cdc42 aktiviert
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wird, sowohl Uber Actin-depolymerisierende Eigenschaften (Miki et al., 1996) als auch tber
die Fahigkeit, Actin-Polymerisation zu induzieren (Miki et a., 1998). Zusétzlich stimuliert es
den Arp2/3-Komplex, der seinerseits die Bildung von Actin-Filamenten induziert (Machesky
und Insall, 1998; Machesky et al., 1999).

mSosl dient als GEF fur Ras und Rac (Bowtell et al., 1992; Buday und Downward, 1993;
Chardin et al., 1993; Egan et a., 1993; Whitehead et al., 1997; Das et al., 2000; Scita et al.,
2000) und reguliert somit nicht nur Uber Ras die Signaltransduktion durch MAP-Kinasen,
sondern Uber Rac auch das Actin-Cytoskelett. Durch EGF-Stimulation wird mSos zur
Zdellperipherie rekrutiert, wo es Uber eine Rac-Aktivierung die Wachstumsfaktoren-induzierte
Bildung von ,membrane ruffles’ vermittelt (Nimnual et al., 1998; Scitaet al., 1999).

mSos interagiert Uber seine Prolin-reiche Region, die mehrere Bindungsstellen fur SH3-
Domanen umfald, mit AmphiphysinIl (Leprince et a., 1997) und Intersectin (Tong et al.,
2000a; b), wobei diese Interaktionen mSos mit der Ras-Aktivierung wahrend der Endocytose
verbinden konnten (Di Guglielmo et a., 1994; Haugh et al., 1999).

In der Affinitatsprézipitation interagieren alle PACSIN-Isoformen mit mSosl, zusétzlich fuhrt
eine EGF-Stimulation von Zellen zu einer Translokation von PACSIN 1 und mSosl aus dem
Cytosol zu den induzierten Filopodien und ,membrane ruffles und zu einer Colokalisation
der beiden Proteine in diesen Strukturen. Desweiteren lokalisieren sowohl PACSIN 1 as auch
mSosl in Spinalganglien (dorsal root ganglia) Uber die gesamte Lange der Filopodien mit den
Actin-Filamenten an der Plasmamembran und werden ebenfalls zusammen in den
Wachstumskegeln (growth cones) der Nervenzellen exprimiert (Wasiak et a., 2001).

Aufgrund dieser Daten konnte die Interaktion der PACSINe mit mSosl die Wachstumfaktor-
induzierte Umstrukturierung des Actin-Cytoskeletts und die Bildung der Filopodien
vermitteln. Dazu konnte einerseits mSosl Uber die Aktivierung von Rac N-WASP aktivieren
(Das et al., 2000; Scita et al., 1999; Lanzetti et al., 2000; Nimnual et a., 1998), wobel das
durch mSosl aktivierte Rac die Phosphatidyinositol-4-Phosphat-5-Kinase aktiviert, die
daraufhin PI(4,5)P, synthetisiert (Tolias et a., 2000; Glogauer et al., 2000), das seinerseits zu
einer Aktivierung von N-WASP beitragt (Rohatgi und Kirschner, 2000; Prehoda et a., 2000).
Zusétzlich konnten die PACSINe Uber ihre SH3-Domanen N-WASP durch eine Bindung an
dessen Prolin-reiche Region aktivieren (Carlier et al., 2000), so dal3 die PACSINe und mSosl
an unterschiedlichen Stellen von N-WASP fir dessen Aktivierung zusammenarbeiten.

Die ebenfalls durch EGF induzierte Phosphorylierung von mSosl reduziert die Affinitat zu
PACSIN 1 (Wasiak et al., 2001). Demzufolge l6st der Wachstumsfaktor nicht nur eine
Umstrukturierung des Actin-Cytoskeletts tber die Interaktion von mSosl und PACSIN 1 aus,
sondern vermittelt auch die Regulation dieses Vorgangs durch die Wachstumsfaktor-
induzierte Phosphorylierung von mSosl, die die Interaktion mit PACSIN 1 abschwécht und
so den fur den Umbau des Actin-Cytoskel etts nétigen Komplex auflost.
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4.3 Charakterisierung der potentiellen CDC15-NT-Domane

Die CDCI15-NT-Doméne ist eine bislang nicht ndher charakterisierte Doméane in der
PROSITE Datenbank (Bucher und Bairoch, 1994) und basiert auf einer Homologie zu dem
namengebenden Protein Cdcl5p in S pombe. Dieses Protein besitzt in Hefen ene
Schlusselfunktion bel der Cytoskelett-Umstrukturierung fur die Bildung der Actin-
Scheidewand zwischen den sich teilenden Zellen wéahrend der Cytokinese (Fankhauser et a.,
1995). In Saugern sind die Maus-Homologe PSTPIP (Spencer et a., 1997) und PSTPIP2 (Wu
et a., 1998), auch MAYP genannt (Yeung et al., 1998), und CD2BP1 (Li et al., 1998) in
Mensch bekannt.

Beschrénkt man die CDC15-NT-Doméane auf die ca. 100 N-terminalen Aminoséuren, findet
man in den Datenbanken weitere Proteine mit grof3er Homologie zu diesem Bereich, der als
FCH-Domane beschrieben ist. Eines dieser Proteine ist CIP4, das C-termina ebenfals eine
SH3-Doméne besitzt und dessen Uberexpression in Swiss3T3 Fibroblasten zu einer
Reduktion der Actin-Filamente fihrt (Aspenstrom, 1997). Desweiteren interagiert CIP4 Uber
seine FCH-Doméane mit Mikrotubuli (Linder et al., 2000; Tian et al., 2000).

431  Oligomerisierung der PACSINe

Im C-terminalen Bereich der potentiellen CD15-NT-Domane befindet sich ein potentieller
coiled coil-Bereich, der mit grofer Wahrscheinlichkeit die im Two-Hybrid System fir
PACSIN 3 gefundene Interaktion mit PACSIN 1 vermittelt, da in dem aus der cDNA-Bank
isolierten PACSIN 1-Fragment der grofdte Teil dieser Region vorhanden ist.

Mit Hilfe des Two-Hybrid Systems und durch einen Enzym-gekoppelten Immunnachweis
(ELISA) konnte eine Homo- und Heterooligomerisierung der PACSINe bestétigt werden,
wobel alle moglichen Kombinationen der verschiedenen Isoformen mit nahezu gleicher
Affinitét gebildet werden. Fur FAP52, dem PACSIN 2-Homolog aus Huhn, wurde ebenfalls
die Moglichkeit einer Oligomerisierung diskutiert. Da in dem coiled coil-Bereich von FAP52
nicht nur die essentiellen Positionen der coiled coil-Wiederholungssequenz, sondern auch
noch zusétzliche Aminoséuren konserviert sind, gehen Merildinen und Mitarbeiter (1997)
davon aus, dal3 FAP52 eher zur Bildung von Multimeren al's zur Dimerisierung neigt.

Da fir die PACSINe eine Vielzahl von Interaktionen mit endocytotischen Proteinen Gber die
SH3-Domane beschrieben sind, kénnte eine Oligomerisierung der PACSINe mehrere dieser
Bindungspartner in réumliche Nahe zueinander bringen und so ihre Funktion sowohl réumlich
as auch zeitlich aufeinander abstimmen. Das Ratten-Homolog von PACSIN 1, Syndapin |,
kann unter physiologischen Bedingungen in grolReren Komplexen von Uber 350 kDa
nachgewiesen werden und ist somit tatsachlich in groferen Proteinkomplexen zu finden
(Qualmann et al., 1999).
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4.3.2 Effekte einer mutierten CDC15-NT-Domane

Um Hinweise auf die Funktion dieser potentiellen Domane in den PACSINen zu erhalten,
wurden in PACSIN 3 drei Aminosauren mutiert, die sowohl in PACSIN-Isoformen
verschiedenster Spezies als auch in den entfernter verwandten Proteinen konserviert sind. Das
N-terminal in der Doméne liegende Tyrosin (Y53) entspricht der Position, die in PACSIN 1
durch die Computeranayse als eine potentielle Phosphorylierungsstelle identifiziert wurde, so
da3 es gegen ein Alanin ausgetauscht wurde, um eine mogliche Phosphorylierung zu
inhibieren. Das Histidin an Position 95, das ebenso wie das Tyrosin an Position 53 in dem als
FCH-Domane bezeichneten Bereich liegt, wurde ausgewahlt, da Histidine aufgrund des pl-
Werts ihrer Seitenkette, der in der Nahe des physiologischen pH-Werts liegt, bei Enzymen
haufig in den katalytischen Zentren zu finden sind (Voet und Voet, 1995). Fir die PACSINe
ist bislang keine enzymatische Funktion bekannt, das Histidin konnte aufgrund seiner
chemischen Eigenschaften aber fir Wechselwirkungen mit anderen Proteinen essentiell sein,
so dal es gegen ein negativ geladenes Glutamat ausgetauscht wurde. Die dritte Aminoséure
ist das weiter C-terminal gelegene Glutamin an Position 184, das den Beginn des potentiellen
coiled coil-Bereichs markiert und gegen eln aromatisches Phenylal anin ausgetauscht wurde.

Die Expression einer PACSIN 3-Variante, in deren CDC15-NT-Domane die drei eingefuhrten
Aminosdure-Austausche gemeinsam enthalten sind, hat einen drastischen Effekt auf NIH 3T3
Fibroblasten. Die Lokalisation des mutierten Proteins unterscheidet sich vollig von der des
Wildtyp-Proteins. Wahrend das Wildtyp-Protein eine fein strukturierte Verteilung durch das
gesamte Cytoplasma und eine Assoziation mit der Plasmamembran zeigt, lokalisiert die
Mutante nahezu ausschliefdich in grofderen, punktférmigen Strukturen innerhalb des
Cytoplasmas. Zusétzlich fuhrt die Expression der mutierten Protein-Variante innerhalb von
24 Stunden nach Transfektion zu einem Absterben der Zellen.

Fur eine Erklarung dieses Effekts existieren zwel Moglichkeiten. Einerseits konnte die
PACSIN 3-Variante durch die eingefihrten Mutationen vollig mifligefaltet und somit
inaktiviert sein, wodurch die Zellen aufgrund der Uberexpression mit groRen Mengen an
nicht-funktionalem PACSIN 3 ,verstopft’ wirden und absterben. Andererseits konnten die
eingefuhrten Mutationen lediglich wie gewollt die CDC15-NT-Domaéne inaktivieren, wodurch
PACSIN 3 bislang unbekannte Funktionen oder Regulationen nicht mehr ausfthren kann und
die Zellen aufgrund dieses sekundéren Effekts sterben.

Um die Mdglichkeit einer volligen Miffaltung der mutierten PACSIN 3-Variante
auszuschlief3en, wurde in einer Affinitétsprazipitation das Bindungsverhalten der CDC15-NT-
Mutante im Vergleich zu Wildtyp-PACSIN 3 und der bereits analysierten Variante mit
mutierter SH3-Doméne (PACSIN 3 P415L) untersucht. Dabel zeigte sich, da3 die
CDCI15-NT-Mutante zu den gleichen SH3-Doménen-abhangigen Interaktionen wie das
Wildtyp-Protein féhig ist. Zusdtzlich interagiert PACSIN 3 mit beiden in Sdugern
existierenden Profilin-lsoformen unabhéngig von ener Mutation der SH3- oder der
CDC15-NT-Domane. Desweiteren fiihrt die Expression der CDC15-NT-Mutante in NIH 3T3
Fibroblasten bel Dynamin und N-WASP zu einer Translokation dieser Proteine in die durch
die Mutante hervorgerufenen Strukturen.
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Da die CDC15-NT-Mutante in der Affinitatsprazipitation sowohl zu Interaktionen Uber die
SH3-Domane as auch zu SH3-Doméanen-unabhangigen Wechselwirkungen mit anderen
Proteinen fahig ist, kann eine vallige Mil¥faltung des Proteins wohl ausgeschlossen werden.
Desweiteren beeinflul®t die CDC15-NT-Mutante invivo die intrazelluldre Vertellung ihrer
Interaktionspartner, wodurch einerseits die Fahigkeit zur Wechselwirkung trotz Mutationen
und andererseits ein Einflu@ der PACSINe auf die intrazellulére Lokalisation der
Bindungspartner bewiesen ist.

4.3.3 I nteraktion mit Actin und a-Tubulin

Da es verschiedenste Hinweise fur einen Einflufd von Proteinen mit CDC15-NT-Domane auf
das Actin-Cytoskelett gibt (Aspenstrém, 1997; Wu et a., 1998; Li et al., 1998; Spencer et al.,
1999) und die darin enthaltene FCH-Domane eine Interaktion mit Mikrotubuli vermittelt
(Linder et al., 2000; Tian et al., 2000), wurde versucht, eine Interaktion der PACSINe mit
Actin und Tubulin nachzuweisen.

Interaktion mit Actin

Die fur PACSIN 3 detektierten Interaktion mit beiden Profilin-Isoformen stellen neben den
Interaktionen mit mSos und N-WASP weitere indirekte Verbindungen zur Regulation des
Actin-Cytoskeletts auf (Blanchoin et al., 2000; Witke et a., 2001). Eine direkte Interaktion
mit Actin konnte jedoch bislang aufgrund von Problemen mit Antikoérpern gegen Actin in der
Affinitatsprazipitation nicht nachgewiesen werden, eine Far Western Blot Analyse (Overlay
Assay), in der die PACSINe as Liganden an Actin binden sollten, ergab ebenfalls keine
eindeutigen Ergebnisse. Dies kdnnte daran liegen, dal3 fur die Interaktion dreidimensionale
Strukturen von Actin erkannt werden, die nach Auftrennung durch SDS-PAGE und nach
Transfer auf eine Membran nicht mehr erhalten sind. Auch der Einflul3 von PACSIN auf die
Actin-Polymersation und die Bindung an Actin-Filamente konnte invitro bislang nicht
eindeutig geklart werden (M. Plomann, personiche Miteilung).

Innerhalb der variablen Region der PACSINe befindet sich jedoch eine Aminosaurefolge
(KKEK), die in dem entfernt verwandten Protein MAY P, auch PSTPIP2 genannt, fur die
Interaktion mit Actin-Filamenten essentiell ist (Friederich et al., 1992; Yeung et al., 1998).
Dabei ist der Sequenzbereich in PACSIN 1 vollstandig konserviert, in PACSIN 2 und 3 sind
in einzelnen Positionen Aminosauren mit verwandten chemischen Eigenschaften vorhanden.
Dies ist zumindest ein weiterer Hinwels auf eine Interaktion mit Actin, wenn auch
unabhéngig von der CDC15-NT-Domane.

I nteraktion mit a-Tubulin
Hingegen konnte in der Affinitétsprazipitation fir alle PACSIN-Isoformen und unabhangig

von einer Mutation der SH3- oder CDC15-NT-Domane eine Bindung an a-Tubulin
nachgewiesen werden, das zusammen mit b-Tubulin zu den Mikrotubuli polymerisiert.
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Innerhalb der CDC15-NT-Doméne gibt es zwischen dem als FCH-Doméane beschriebenen
Bereich und der potentiellen coiled coil-Region einige Abfolgen von Aminosauren, die
bekannten Tubulin-Bindungsmotive dhneln (Noble et al., 1989), diesen aber nicht vollstandig
entsprechen. Daher wére es moglich, dal? die CDC15-NT-Doméne die Bindung an a-Tubulin
vermittelt, die Interaktion durch die eingefiihrten Mutationen, die in anderen Bereichen der
Doméane liegen, aber nicht beenflul®t wird, so da3 die CDC15-NT-Mutante dasselbe
Bindungsverhalten wie das Wildtyp-Protein besitzt.

Die Anayse der intrazelluldren Verteilung von a-Tubulin im Vergleich zu Wildtyp-
PACSIN 3 und der PACSIN 3-Variante mit mutierter CDC15-NT-Domane zeigte analog zu
den Ergebnissen fur PACSIN 2 (Ritter et al., 1999) fur Wildtyp-PACSIN 3 eine geringe
Colokalisation mit a-Tubulin im Bereich des MTOCs. Bel der CDC15-NT-Mutante ist
aufgrund ihrer vollig anderen intrazelluldzren Verteilung diese Ubereinstimmung nicht
vorhanden, auch kommt es zu keiner Transokation von a-Tubulin in die Mutanten-
spezifischen Strukturen.

Sollten die PACSINe mit a-Tubulin innerhalb von Mikrotubuli interagieren, kdonnte die
Interaktion aufgrund von Regulationen extrem kurzfristig und die entsprechenden Komplexe
in der Immunfluoreszenz daher so gut wie nicht zu detektieren sein. Bei einer Interaktion der
PACSINe mit a-Tubulin-Monomeren oder nur sehr kurzen Polymeren konnten die
bestehenden Komplexe wegen ihrer Grofe mittels Immunfluoreszenz nicht nachzuweisen
sein. Fur eine genauere intrazelluldre Analyse der Interaktion wéren daher EM-Aufnahmen
aufgrund ihrer wesentlich htheren Aufldsung hilfreich.

Die in bezug auf die CDC15-NT-Domane durchgefihrten Analysen haben bislang keinen
Hinwels auf die Funktion dieser Domane geliefert. Da die PACSIN 3-Variante mit mutierter
CDC15-NT-Domane durchaus zu Interaktionen mit anderen Proteinen fahig ist, andererseits
aber die Zellen innerhalb von 24 Stunden nach Transfektion tétet, scheint eine bestimmte
Funktion oder Regulation der PACSINe gestort zu sein, so dal3 die Zellen aufgrund von
sekundaren Effekten sterben.

Da die PACSINe am Clathrin-vermittelten Vesikeltransport beteiligt sind, kénnte man
aufgrund ihrer intrazelluléren Lokalisation davon ausgehen, dal3 die CDC15-NT-Mutante zu
keinem Clathrin-vermittelten Veskeltranport mehr fahig ist. Dies kann aber nicht der
aleinige Grund fur das Zellsterben sein, da eine Expression der Wildtyp-PACSINe, die die
Clathrin-vermittelte Endocytose inhibieren, die Zellen wéhrend einer Expressionsdauer von
48-72 Stunden nicht totet.

Generell scheint der als CDC15-NT-Doméane bezeichnete Bereich in Wirklichkeit aus einer
Aneinanderreihung verschiedener Doménen und Motive zu bestehen, die in mehreren
Proteinen in konservierter Reihenfolge vorhanden sind und so den Eindruck eines
zusammengehorenden Bereichs hervorrufen. Betrachtet man aber entfernter verwandte
Proteine der PACSIN-Familie, bleibt in der N-terminalen Hélfte alein die FCH-Doméne as
konservierter Bereich. Ein weiteres Gegenargument zu einer durchgehenden CDC15-NT-
Domane ist der integrierte potentielle coiled coil-Bereich, der mit grof3er Wahrscheinlichkeit
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die Oligomerisierung der PACSINe vermittelt. Demzufolge scheint die N-terminale Hélfte der
PACSINe aus einer FCH-Doméne, einem Bereich unbekannter Funktion, der eventuell die
Bindung an a-Tubulin ermdglicht, und ener coiled coil-Region zu bestehen. Die
dazwischenliegenden Bereiche konnten durchaus auch eine Zahl weiterer Interaktionen
vermitteln, da z.B. der Interaktionsbereich fur die Profiline, die unabhangig von einer
Mutation der SH3-Domaéne oder den in die CDC15-NT-Doméane eingefiihrten Mutationen an
PACSIN 3 binden, noch vadllig unbekannt ist.

4.4 I nter aktion mit den PAST-Protaeinen

Die PACSIN-Isoformen besitzen in ihren variablen Regionen zwischen CDC15-NT- und
SH3-Domane verschiedene Bindungsmotive fir Doménen anderer Proteine. Jedoch konnte
bislang weder ein Interaktionspartner fur das Prolin-reiche Motiv in PACSIN 3, noch eine
Bindung der in PACSIN 1 und 2 befindlichen NPF-Motive an die an der Endocytose
beteiligten EH-Doméanen-Proteine Esel, dem Maus-Homolog zu Intersectin, und Epsl5
nachgewiesen werden (Modregger et al., 2000).

Mit Hilfe des Two-Hybrid Systems konnte fir PACSIN 1 ein bislang unbekanntes Protein mit
Homologie zum PAST1-Protein aus Drosophila melanogaster isoliert werden (Modregger,
1997). Sowohl PAST1 als auch das neu isolierte PAST2 besitzen an ihrem C-Terminus eine
EH-Doméne. Der N-Terminus enthdt Sequenzbereiche, die nicht nur wie bereits fir die
humanen Homologe EHD1 bis 4 beschrieben einer Nucleotid-Bindungsstelle entsprechen
(Mintz et al., 1999; Pohl et al., 2000), sondern auch zusétzliche Homologie zu den
Consensus-Sequenzen von G-Proteinen aufweisen (Bourne et al., 1991). Daher kénnte der
N-Terminus eine potentielle GTPase-Domane darstellen, die von der EH-Domane durch einen
variablen Bereich unbekannter Funktion getrennt wird.

441  Bindungsspezifitdt der PACSIN- und PAST-Isoformen

Um die Bindungsspezifitét der beiden in Maus bekannten PAST-Proteine an die PACSINe
ndher zu untersuchen, wurden die NPF-Motive von PACSIN 1 und 2 durch Aminoséure-
Austausche inaktiviert (Salcini et a., 1997) und die Bindungseigenschaften in einer
Affinitétsprazipitation getestet.

Dabei zeigt sich wie erwartet eine Interaktion der beiden PAST-Proteine mit den Wildtyp-
Proteinen von PACSIN 1 und 2, wahrend PACSIN 3, das anstelle der NPF-Motive ein Prolin-
reiches Motiv in seiner variablen Region enthdlt, nicht an die PAST-Proteine bindet.
Hingegen besalen die Mutationen der verschiedenen NPF-Motive unterschiedliche
Auswirkungen auf die Bindung der beiden PAST-Isoformen. Bei PACSIN 1 reicht bereitsdie
Mutation des ersten NPF-Motivs (N364D) aus, um die Bindung von PAST2 zu blockieren,
wéhrend an die gleichzeitige Mutation beider NPF-Motive (N364D N376D) die Interaktion
mit beiden PAST-Isoformen unterbindet. Uber die Auswirkungen der Mutation des zweiten
NPF-Motivs (N376D) kann leider keine Aussage getroffen werden, da diese PACSIN 1-
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Variante in Zellen nicht exprimiert werden konnte. Bei PACSIN 2 hingegen reicht die
Mutation eines einzelnen NPF-Motivs in keinem Fall aus, um die Bindung an die beiden
PAST-Proteine zu inhibieren.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann von einem unterschiedlichen Bindungsverhalten der PAST-
Proteine an die beiden NPF-Motiv-haltigen PACSIN-Isoformen ausgegangen werden. Dies ist
in sofern Uberraschend als die beiden hinteren NPF-Motive in PACSIN 2 den in PACSIN 1
enthaltenen NPF-Motiven entsprechen und das erste NPF-Motiv von PACSIN 2 durch das
PACSIN 2-spezifische, zusétzliche Exon codiert wird.

Fir die miteinander interagierenden Wildtyp-Formen konnte in einer Immunfluoreszenz-
Analyse eine partielle Colokalisation festgestellt werden, wobei diese bei PACSIN 1 und
PAST1 hauptsachlich im Bereich der Plasmamembran, bel den anderen Kombinationen eher
im Zellinneren zu detektieren war. Da wahrscheinlich sowohl die PACSINe Uber
Phosphorylierung als auch die PAST-Proteine Uber eine GTP-Bindung reguliert werden, ist
die geringe Colokalisation wohl darauf zurtickzufihren, dal3 die Proteine sowohl réaumlich as
auch zeitlich begrenzt miteinander interagieren. Die unterschiedlichen Bereiche, in denen die
Proteine colokalisieren, scheint auf unterschiedliche Aufgaben oder auf die gleiche Aufgabe
in unterschiedlichen Regionen der Zelle hinzuwei sen.

4.4.2 Intrazellulare Lokalisation der PAST-Proteine

Generell zeigen PAST1 und 2 ein unterschiedliches intrazelluldres Verteilungsmuster.
Wahrend PAST1 neben einer schwachen cytoplasmatischen Verteilung in punktférmigen
Strukturen und an der Plasmamembran zu finden ist, besitzt PAST2 eine gréber strukturierte
cytoplasmatische Verteilung, ohne besondere Strukturen hervorzuheben.

Die punktférmigen Strukturen in PAST1 zeigen teilweise eine Colokalisation mit Clathrin
und konnten mit Hilfe des Markerproteins RhoB als Endosomen identifiziert werden. Dies
erklart die Colokalisation mit Clathrin, da Endosomen durch Clathrin-vermittelte Endocytose
entstehen und Uber diesen Mechanismus auch Vesikel zu anderen Kompartimenten
abschniren. Die partielle Colokalisation der Endosomen mit Clathrin dirfte durch das schnell
nach der Vesikelabschnirung erfolgende Ablosen der Clathrin-Hulle vom Vesikel begriindet
sein.

Da PAST2 ebenfalls eine partielle Colokalisation mit Clathrin, allerdings eher im Bereich des
Golgi-Apparates, zeigt, konnten die verschiedenen PAST-Isoformen ihre unbekannte
Funktion im intrazelluldren Vesikeltransport an unterschiedlichen Kompartimenten erfillen,
womit auch fur die PACSINe eine erneute Verbindung zum Vesikeltransport zwischen
intrazellularen Kompartimenten besttinde.

Bel PAST1 ist fur die Lokalisation in Endosomen sowohl das Vorhandensein der EH-Domane
as auch eine intakte potentielle GTPase-Doméane nétig, da weder die Deletionsmutante ohne
EH-Domane noch eine potentiell GDP-gebundene Variante in diesen Strukturen lokalisieren.
Zusétzlich verlieren beide Varianten die fUr das Wildtyp-Protein typische Assoziation mit der
Plasmamembran.
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Auch bel PAST2 zeigen entsprechende Protein-Varianten eine drastische Veranderung in der
intrazellularen Verteillung. Wéhrend die Deletionsmutante ohne EH-Domane ausschliefdlich in
groben Strukturen im Bereich des TGN/ER lokalisiert, ist die GDP-gebundene Variante im
Vergleich zum Wildtyp-Protein auf die Umgebung des Zellkerns beschrénkt. Somit scheinen
beide Proteinregionen fur die Lokalisation und damit auch fur die Funktion der PAST-
Proteine essentiell zu sain.

Einen Beweis fir die GTPase-Aktivitdt der PAST-Proteine gibt es bislang nicht, die Bindung
an Nucleotide konnte hingegen bereits nachgewiesen werden (A. Halbach, personliche
Mittellung). Die Expression der potentiellen konstitutiv-aktiven, GTP-gebundenen Varianten
der PAST-Proteine in NIH 3T3 Fibroblasten gibt aber einen deutlichen Hinwels auf eine
GTPase-Funktion, da diese Protein-Varianten nicht in Zellen exprimiert werden kénnen. Kurz
nach Transfektion kénnen kleinste Proteinmengen mittels Immunfluoreszenz in den Zellen
detektiert werden, wahrend in auch nur geringfligig langer transfizierten Ansdtzen keine
exprimierenden Zellen mehr nachgewiesen werden kénnen. Somit scheinen die konstitutiv-
aktiven Varianten der PAST-Proteine, die einer Regulation Uber GTP-Hydrolyse entzogen
sind, die zellulédren Funktionen so drastisch zu beeinflussen, dal? selbst geringe Mengen fir
die Zellen letal sind.

4.5 Regulation der PASCINe

Der intrazellulére Veskeltranport ist durch die grofRe Anzahl beteiligter Proteine &uf3erst
komplex und unterliegt einer starken Regulation. Zum einen werden G-Proteine durch
Uberfiihrung in den GTP-gebundenen Zustand aktiviert und sind wie Dynamin entweder
direkt an der Endocytose beteiligt oder sie aktivieren andere Proteine wie z.B. N-WASP, das
mit GTP-gebundenem Cdc42 interagiert (Prehoda et al., 2000; Rohatgi et al., 2000; Marks et
a., 2001). Der Zeitraum und die Dauer der Aktivitét der G-Proteine hangt einerseits von den
GEFs, die den Austausch von gebundenen GDP gegen GTP ausl6sen, andererseits von den
GAPs ab, die die GTP-Hydrolyse aktivieren und das G-Protein somit inaktivieren. Sowohl
GEFs as auch GAPs unterliegen selbst zahlreichen Regulationen, die haufig Uber
Phosphorylierung vermittelt werden.

Auch die endocytotischen Proteine selbst werden Uber ihren durch das Wechselspiel von
Kinasen und Phosphatasen bestimmten Phosphorylierungszustand reguliert, wobei an der
intrazelluldren Signaltransduktion und dem Veskeltransport teilweise dieselben Kinasen
beteiligt sind (Llinas et al., 1985; Robinson et al., 1993; Cotlin et al., 1999; Turner et al.,
1999; Xia et a., 2000). Wahrend aber bei der Signaltransduktion eine Aktivierung der
Proteine durch ihre Phosphorylierung herbeigefuhrt wird, fihrt beim Veskeltransport die
Phosphorylierung eher zu einer Inaktivierung der Proteine, die durch die Aktivitat einer
Phosphatase aufgehoben werden mu3 (Slepnev et al., 1998).

Bel der kompensatorischen Endocytose synaptischer Vesikel ist dieses Wechselspiel im
Phosphorylierungszustand der Proteine recht gut untersucht. Fir die Dephosphorylierung und
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damit Aktivierung der Proteine ist die Ca’*-lonen-abhangige Phosphatase Calcineurin
verantwortlich, wéahrend die Proteine durch eine Phosphorylierung in den Ruhezustand
versetzt werden (Hannah et al., 1999).

Die aufgrund der in vivo-Phosphorylierung des neurospezifischen PACSIN 1 (Plomann et al.,
1998) durchgefuhrten invitro-Analysen bestétigen die mittels Computeranalyse vermutete
Phosphorylierung von PACSIN 1 durch PKC und CK2. Wahrend fur die Phosphorylierung
durch PKCz die Phosphorylierungsstelle nicht exakt bestimmt werden konnte, wird
PACSIN 1 durch PKCg ausschliefdlich am Threonin 25 und von CK2 an mindestens zwei der
potentiellen Phosphorylierungsstellen gleichzeitg phosphoryliert. Demzufolge paldt das
Phosphorylierungsmuster von PACSIN 1 zu seiner Beteiligung an endocytotischen Prozessen,
obwohl der Einflu des Phosphorylierungszustands auf die Funktion erst noch analysiert
werden muf3.

Die Ergebnisse fur PACSIN 1 sind mit gro3er Wahrscheinlichkeit auf die anderen PACSIN-
Isoformen Ubertragbar, da die Phosphorylierungsstellen innerhalb der Isoformen konserviert
sind. Eine Phosphoaminoséure-Analyse des PACSIN 2-Homologs in Huhn, FAP52, ergab
zwar eine ausschliefdliche Phosphorylierung an Serinen (Merildinen et al., 1997), alerdings
sind die meisten der fur PACSIN 1 diskutierten Phosphorylierungsstellen Threonine, die in
den anderen Isoformen aber oft durch Serine ersetzt wurden, so dal3 sich diese Daten nicht
zwangslaufig widersprechen.

Zwar ergaben weder die Phosphoaminosdure-Anayse be FAP52 (Merildinen et al., 1997)
noch die bisher durchgefuhrten Untersuchungen bei PACSIN 1 einen eindeutigen Beweis
einer Tyrosin-Phosphorylierung, es sprechen jedoch enige indirekte Hinweise dafir. Zum
einen entspricht die Umgebung des Tyrosins am Anfang der CDC15-NT-Domane vollstandig
der Consensus-Sequenz (Patschinsky et al., 1982, Hunter 1982, Cooper et al., 1984) und ist
auch in weiter entfernten Proteinen konserviert. Zum anderen ist das entfernt mit den
PACSINen verwandte Protein PSTPIP a's Substrat einer Tyrosin-Phosphatase isoliert worden
(Spencer et al., 1997). Zusétzlich wird die Interaktion zwischen WASP, einem homologen
Protein des mit den PACSINen interagierenden N-WASP, und PSTPIP Uber die Tyrosin-
Phosphorylierung von dessen SH3-Doméne reguliert (Wu et a., 1998). Durch
Affinitétsparazipitation konnten bereits unterschiedliche Bindungseigenschaften fir mSosl an
PACSIN 1 in Abhangigkeit vom Phosphorylierungszustand des konservierten Tyrosins
innerhalb der SH3-Doméne gezeigt werden (J. Modregger, personliche Mitteilung). Diese
Ergebnisse beweisen zwar keinen Einflul3 einer Tyrosin-Phosphorylierung auf die Funktion
der PACSINe, machen diesen Regulationsmechanismus aber sehr wahrscheinlich.

Die fir PACSIN 1-spezifische Interaktion mit 14-3-3-Proteinen basiert auf einer
vorausgehenden Phosphorylierung von PACSIN 1 am essentiellen Serin innerhalb der
Bindungssequenz (Musdlin et al., 1996). Obwohl die Funktion dieser Interaktion noch nicht
geklart ist, ist sie doch der erste Beweis einer funktionalen Regulation der PACSINe durch
Phosphorylierung.

Diskussion 114



Mittlerweile haben Hilton und Mitarbeiter (2001) eine 1Ps-abhéngige Phosphorylierung von
PACSIN 1 beschrieben. 1Ps unterliegt trotz seiner hohen intrazelluléren Konzentration von
15-60 uM (Szwergold et al., 1987; Pittet et al., 1989) einem standigen Kreidauf aus
Dephosphorylierung und Phosphorylierung (Menniti et al., 1993; Stephens et al., 1993). Die
Beteiligung von IPs am Vesikeltransport beschrankte sich bislang auf die Interaktion mit AP2
und 3, Arrestin und Synaptotagmin (Palczewski et al., 1992; Voglmaier et al., 1992; Ye et a.,
1995; Gaidarov et a., 1999; Fuduka et a., 1994). Die nun beschriebene spezifische
Phosphorylierung von PACSIN 1 durch eine | Ps-abhéngige Kinase fuhrt zu einer Verstérkung
der Interaktion von PACSIN 1 mit Dynamin um einen Faktor grof3er als drei (Hilton et al.,
2001).

Damit konnte nicht nur zum ersten Ma die Aktivierung einer Protein-Kinase durch 1Pg
nachgewiesen werden, sondern durch die Phosphorylierung von PACSIN 1 a's spezifischem
Substrat dieser Kinase und der daraus resultierenden Modulation der PACSIN /Dynamin-
Interaktion ebenfalls gezeigt werden, dal’ die | Pg-abhéngige Phosphorylierung wahrscheinlich
das Recycling synaptischer Vesikel beeinfluf. Da die Interaktion zwischen PACSIN 1 und
Dynamin also nicht nur von der SH3-Doméne und der Prolin-reichen Region abhéngen,
sondern auch noch Uber diesen bislang unbekannten Weg zusétzlich moduliert wird, scheint
sie fur den Vesikeltransport entschei dende Bedeutung zu haben.

4.6 Potentielle Funktion der PACSINe

Kombiniert man die Uber die PACSINe zusammengetragenen Wechselwirkungen,
Eigenschaften und Regulationen, ergibt sich aus den nachfolgend aufgefihrten
Zusammenhangen als Hypothese fir weiterfiihrende Analysen eine Beteillgung der PACSINe
an der Uber , actin comet tails -vermittelten Vesikelbewegung.

In Xenopus Oocyten konnte bereits gezeigt werden, dal3 N-WASP an allen sich Uber ,actin
comet taills bewegenden Vesikeln vorhanden ist und durch Aktivierung des Arp2/3-
Komplexes die Actin-Polymerisation induziert (Taunton et al., 2000). Die PACSINe werden
Uber ihre SH3-Doméanen-abhangige Interaktion mit Dynamin und Synaptojanin an den Hals
des sich abschnirenden Vesikels rekrutiert. Da die PACSINe, wahrscheinlich Uber ihre
coiled-coil-Region, in der Lage sind, Oligomere zu bilden, kdnnten sie dort Uber freie SH3-
Domanen den bisher nicht geklarten Mechanismus der N-WA SP-Rekrutierung an das Vesikel
darstellen (Abb. 60).

Die gezeigte Interaktion der PACSINe mit a-Tubulin eréffnet mehrere Mdglichkeiten. Sie
konnte einerseits als Erkennungsstelle des sich fortbewegenden Vesikels fur Mikrotubuli
dienen, die den weiteren Transport des Vesikels innerhalb des Cytoplasmas tibernehmen.
Dagegen spricht aber, dal3 sich der Komplex an der ,Rlckseite’ des Vesikels bilden wirde
und somit das Vesikel zwischen den Mikrotubuli und den PACSINen stiinde.

Zusétzliche Interaktionspartner der PACSINe konnten durch gleichzeitige Interaktion mit dem
Komplex die Bedingungen fir eine durch N-WASP ausgelGste Actin-Polymerisation

Diskussion 115



optimieren. mSosl 10st Uber seine Bindungspartner eine PI(4,5)P,-Produktion aus, das neben
aktivem Cdc42 fur eine Aktivierung von N-WASP bendtigt wird. Zusétzlich konnte die
Rekrutierung von Profilin in den Komplex die ablaufende Actin-Polymerisation mit den
bendtigten Actin-Monomeren beliefern und so den Vorgang beschleunigen (Holt und Koffer,
2001).

t

Bewegung tber ‘comet tails’

Abschnirung des Vesikels

Abb. 60. Vereinfachte Darstellung der potentiellen Beteiligung der PACSINe am Vesikeltransport Uber ,actin
comet tails. Uber ein PACSIN-Oligomer kénnte N-WASP an den Hals des sich abschniirenden Vesikels
rekrutiert werden, indem die PACSIN-Oligomere ber ihre SH3-Doménen an die Prolin-reiche Regionen sowohl
in N WASP als auch in Dynamin binden. N-WASP koénnte Uber eine Stimulation des Arp2/3-Komplexes die fur
den Antrieb benétigte Actin-Polymerisation ausldsen. CC, coiled cail.

Eine andere Moglichkeit wére die Initiation von ,actin comet tails' an Vesikeln, die sich auf
sekretorischen Wegen von den Enden der Mikrotubuli in Richtung Plasmamembran bewegen
mussen. An diesen Vesikeln konnte die Rekrutierung der PACSIN-Oligomere zwar nicht Gber
Dynamin vermittelt werden, da die Abschniirung des Vesikels bereits in anderen Bereichen
der Zelle erfolgte, jedoch interagieren die PACSINe auch mit den cytoplasmatischen
Domanen einiger transmembraner Proteine und kdnnten sich auf diesem Weg an das Vesikel
anlagern.

Eine abgewandelte Version dieses Vorgangs wére die von Taunton und Mitarbeitern (2000)
diskutierte von Mikrotubuli ausgehende ,actin comet tails -vermittelte ,Diffusion’ von
Vesikeln, um so, besonders in grof3en Zellen wie den Oocyten, einen Transport in alle
Zellbereiche nicht nur entlang der zwar sehr dynamischen, aber in ihrer Reichweite
eingeschrénkten Mikrotubuli zu erméglichen.
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4.7 Ausblick

Die grol3e Anzahl der am Vesikeltransport beteiligten Proteine ermoglicht vielféltige
Interaktionen und Regulationen und begrindet die Komplexitdt der Prozesses. Fir ein
wirkliches Verstandnis des Vesikeltransports mussen aber nicht nur die daran beteiligten
Proteine bekannt sein, sondern sowohl die Hierarchie und Abfolge ihrer Wechselwirkungen
und Funktionen als auch ihre exakte Funktion geklart werden.

Zur Zeit stehen aber dem Gros der nicht oder nur ansatzwelise charakterisierten Proteine eine
kleine Zahl an Proteinen gegentber, deren Funktion auf molekularer Ebene analysiert ist.
Solange dies aber nicht fur alle betelligten Proteine der Fall ist, sind samtliche funktionalen
Rlckschlisse mehr oder weniger gut untermauerte Hypothesen, die noch durch
Strukturanalysen bestétigt werden muissen.

Sollte sich fur die Proteine der PACSIN-Familie die vermutete Funktion als Adapterprotein
fr die Initiation der ,actin comet tails bewahrheiten, wéren die PACSINe fir den
Vesikeltransport unerléfdlich. Umso wichtiger wére die exakte Analyse ihrer Interaktionen und
Regulation, die, basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit, mit verschiedenen Methoden
angegangen werden sollte.

Eine ausfuhrliche Anayse der vorhandenen Doménen und mdglichen Bindungsmotive sollte
eine Isolierung aller Bindungspartner ermoglichen, der durch Mutationsanalysen, wie bereits
teilweise fur die SH3-Doménen und die NPF-Mative durchgefihrt, eine Eingrenzung des
Interaktionsbereichs auf essentielle Aminosduren folgen sollte.

Diese PACSIN-Varianten mit spezifisch inaktivierten Bindungsmotiven sollten im Vergleich
zu den Wildtyp-Proteinen in Versuchsansdtzen wie der Fluoreszenz-Mikroskopie |ebender
Zellen oder, wie schon fur die SH3-Doménen-abhangige Inhibition der Transferrin-Aufnahme
durchgefihrt, in funktionalen Analysen verwendet werden. Der Einflul? der Doméane auf die
intrazellulére Lokalisation des Proteins und das Verhalten der Zelle kdnnte Rickschllisse auf
die Regulation zelluldrer Funktionen ermoglichen. Vergleichbare Analysen mit z.B.
Phosphorylierungsmutanten  konnten Regulationsmechanismen im Zusammenhang mit
bestimmten Kinasen erkennen lassen.

Sollten bestimmte Domanen oder Bindungsmotive der PACSINe enen entscheidenden
Einflud auf die Funktion haben, konnte durch Elektronenmikroskopie und/oder
Rontgenstrukturanalyse  die  Interaktion des Dbetreffenden Bereichs mit  seinem
Interaktionspartner in Abhangigkeit von den getesteten Mutationen untersucht werden. Ein
Vergleich der so fur das Wildtyp- und das mutierte Protein ermittelten Daten sollte ein
Verstandnis der Interaktion auf molekularer Basis ermdglichen und Erkléarungsmoglichkeiten
flr die Ergebnisse der in vitro- und in vivo-Studien liefern.

Die Etablierung PACSIN-defizienter Mauslinien wére ein weiterer Weg, um die in vivo-
Funktion der PACSINe zu analysieren. Eine Inaktivierung des ubiquitdr und schon im Zwei-
Zell-Stadium exprimierten PACSIN 2 kdnnte zu einem sehr frih embryonal -letalen Phanotyp
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fuhren, dessen Analyse daher sehr schwierig wére. Bel einer Inaktivierung von PACSIN 1
oder 3 mit ihrem eingeschrankteren Expressionsmuster besteht hingegen die Gefahr einer
funktionalen Kompensation der Defizienz durch die anderen PACSIN-Isoformen.

Hingegen konnte der Austausch des Sequenzbereichs fir eine Doméne oder ein
Bindungsmotiv gegen eine entsprechend mutierte Form innerhalb eines PACSIN-Gens die
Etablierung einer transgenen Maus-Linie ermdglichen, in der die Auswirkungen der Mutation
im lebenden Organismus untersucht werden konnen. Aufgrund der Langfristigkeit dieser
Projekte sollten so nur Interaktionen analysiert werden, die durch oben beschriebene
Methoden bereits gut charakterisiert sind.
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5 Zusammenfassung

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Experimente dienten der Isolierung und
funktionalen Charakterisierung der PACSIN-Proteinfamilie basierend auf den Daten fir das
neurospezifische PACSIN 1 in Maus und dessen Homologs in Ratte, Syndapin |. Die erzielten
Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

In Maus und Mensch konnten jeweils zwei weitere Mitglieder der PACSIN-Proteinfamilie,
PACSIN 2 und 3, isoliert werden, die denselben modul&ren Aufbau wie PACSIN 1 mit einer
N-terminalen potentiellen CDC15-NT- und einer C-terminalen SH3-Doméne aufweisen.
Waéhrend PACSIN 1 und 2 in der dazwischenliegenden variablen Region zwei, bzw. drel
NPF-Motive besitzen, enthdlt PACSIN 3 in diesem Sequenzbereich ein Prolin-reiches Motiv.

Sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene wird PACSIN 2 ubiquitdr und PACSIN 3
hauptséchlich in Muskelgewebe exprimiert. Alle PACSINe besitzen eine cytoplasmatische
Verteilung, PACSIN 3 zeigt in Muskelzellen zusétzlich eine ausgeprégte Plasmamembran-
Assoziation. In Hirnschnitten exprimieren Bereiche wie der Cortex alle drei Isoformen,
wahrend andere Areal e hauptsachlich einzelne | soformen exprimieren.

Die fur Syndapin | beschriebenen Interaktionen mit Proteinen des Clathrin-vermittelten
Vesikeltransports konnten auf alle Mitglieder der PACSIN-Familie tbertragen und zusétzlich
durch Mutationsanalyse die Abhangigkeit dieses Prozesses von der C-terminaen SH3-
Doméne nachgewiesen werden. Weitere potentielle Interaktionspartner der beiden neuen
I soformen wurden mit Hilfe des Two-Hybrid Systemsisoliert.

Alle PACSINe sind in der Lage Homo- und Heterooligomere zu bilden, wobei diese
Interaktion wahrscheinlich auf der potentiellen coiled coil-Region innerhalb der CDC15-NT-
Domane beruht. Daher kdonnten die PACSINe als Adapter fungieren, die mehrere am
Vesikeltransport beteiligte Proteine zu den sich bildenden Vesikeln rekrutieren.

Das neurospezifische PACSIN1 ist die enzige Isoform, die eine
phosphorylierungsabhéngige Bindung mit  14-3-3-Proteinen eingehen kann und
wahrscheinlich auf diesem Weg funktional reguliert wird. Da fur PACSIN 1 bereits eine
in vivo-Phosphorylierung bekannt war, wurde durch in vitro-Phosphorylierungsstudien
verschiedener Phosphorylierungsmutanten versucht, die exakten Aminosaure-Positionen und
Spezifitéten einiger Kinasen zu bestimmen.

Die Eigenschaften der N-terminalen potentiellen CDC15-NT-Doméane konnten durch
Mutationsanalysen néher charakterisiert werden. Die eingefihrten Mutationen zeigen
drastische Effekte auf Zellen, so dal3 von einer entscheidenden Interaktion oder Regulation
Uber diesen Bereich ausgegangen werden kann.

PACSIN 1 und 2 interagieren Uber ihre NPF-Motive mit den potentiellen GTPasen PAST1
und 2. Durch Mutationsanaysen konnte eine EH- und GTPase-Domanen-abhéngige
Lokalisation von PAST1 in Endosomen nachgewiesen werden.
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6 Anhang

Auf den nachfolgenden Seiten sind die Aminosaure- und Proteinsequenzen der PACSIN 2-
(Abb. 61) und PACSIN 3-Isoformen (Abb. 62) in Maus und Mensch dargestellt.

Die Positionen der Aminosauren sind jeweilslinks, die der Nucleotide rechts angegeben.

Sterne unterhalb der Nucleotidsequenz markieren die Position von Stop-Codons in der
5 -UTR, diesichim gleichen Leseraster wie das Protein befinden.

Fett markierte Nucleotide geben die Postion der potentiellen Polyadenylierungssignale an.

Innerhalb der Proteinsequenz ist der Bereich der potentiellen CDC15-NT-Doméne grau
unterlegt, die Aminosduren der SH3-Doméne sind unterstrichen.

In den Aminosduresequenzen fir PACSIN 2 sind die NPF-Motive, in den Sequenzen fir
PACSIN 3 das Prolin-reiche Motiv fett hervorgehoben.
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6.1

23

38

53

68

83

98
113
128
143
158
173
188
203
218
233
248
263
278
293
308
323
338
353
368
383
398
413
428
443
458

473

PACSIN 2 aus Maus und Mensch

CCEEGT CCACCCACGCGT CCECCGAAGGAGGBCAGGT GCTCAGCAG
ATCTGCAAAGT TAGGCT GCT GCAGCCAGCGGCT GACAGAGAAACG
TGAGTGTGCTTTAAGGAAGACCT TCTGAAAGT CGAATTTCTGCAC
*
TTTGTTTTTTCTTGI TCGCGT GATTGCCAGCAGTCTCACCTTGTC
TGTCTGCAGGT TTTACACAT CTGACCCCTGAACTGGAGT GTCTGC
*

TGCCACCCCCT CGTCCTCTGCAGAAATGT CTGT CACCTACGATGA
M S V T Y DD
CTCTGTGGGAGT GGAAGT GTCCAGCGACAGCTTCTGGGAGGT TGG

GCAGCTGGT AGAGAAGGGACCACAGT ATGBGACCGT GGAGAAGGC
L VEKGP Y G TV E KA
CTGGATAGCTGTCATGT CTGAAGCAGAGAGGGT GAGT GAACTGCA
WI AV MSEAETRVSTETLH
CCTGGAAGT GAAGGCAT CACT GAT GAAT GAAGACT TTGAGAAGAT
LEVKASLMNETDTFEK.I
CAAGAACTGGCAGAAGGAAGCCT T TCACAAGCAGATGAT GGGAGG
K NWQUKEAFHEKOQMMGG
CTTCAAGGAGACCAAAGAAGCAGAGGAT GACTTTCGGAAGGCCCA
F KETZKEAETDGTFTRTKARQ
GAAGCOCT GGGCCAAGAAGCT GAAAGAGGT GGAAGCGGCAAAGAA
K PWAZKTKTLZKEVEAATKTK
GGOGCACCACACAGCGT GCAAAGAGGAGAAGCT GGCCATCTCOCG
A HHTACKETETKTLAI SR
GGAAGOCAACAGCAAGECAGAT CCAT CCCTCAACCCT GAGCAGCT
EANSKADPSTLNPER QL
GAAGAAACT GCAAGACAAGATAGAAAAATGCAAACAGGACGT TCT
K KLQDKI EKTCEKQ QDUVL
AAAGACCAAGGACAAGT ATGAGAAGT CCCTGAAGGAGCT TGATCA
K TKDZKJYETZKSTLEKETLTDRQ
GACCACACCCCAGT ACAT GGAGAACAT GGAGCAGGTGT TCGAGCA
TTPQYMENMERGQVFEQ
GTGCCAGCAGT TTGAAGAGAAGOGCCT GCGCTTCT TCOGGGAGGT
CQQFEEKRLRFTFR REYV
TCTGCTGGAGGTTCAGAAGCACT TGGATCTGTCCAATGTGGCTAG
LLEVQKHLTDLSNVAS
CTATAAAACCATTTACCGGGAGCT GGAGCAGAGCATCAAAGCAGC
Y KTI YRELTETG QSTI KAA
AGATGOGGT AGAGGACCT GAGGT GGT TCOGGGECTAACCATGGGCC
DAVEDLT RWFRANHTGTEP
AAGGCATGGCTATGAACT GGCCACAGT TTGAGGAGT GGTCTGCAGA
GMAMNMWPIQFETEMWSAD
TCTGAAT CGAACT CTCAGCCGGAGAGAGAAGAAGAAGGCTGTTGA
LNRTL SRR RETKTKTZKA AVD
(OGGTGTCACCCTAACAGGGATCAACCAGACAGGTGACCAGT CTGG
GVTLTGI NQTGDG QS G
AACAGAACAAGCCT GGCAGCAACCT TAGT GTCCOGAGCAACCCOGC
QNKPGSNLTSVPSNPA
CCAGT CCACGCAGT TACAGT CCAGCT ACAACCCCT TCGAGGACGA
QS TQLQSSYNPTFTETDE
GGACGACACGGGCAGCAGCATCAGT GAGAAGGAGGACAT TAAGGC
DDTGSSI SEKETDI KA
CAAAAATGT CAGCAGCTATGAGAAGACT CAGACTTACCCCACTGA
K NVSSYEKTOQTYFPTD
CTGGTCTGATGATGAGTCTAACAACCCTT TCTCCTCCACGGATGC
WS DDESNNPTFSSTDA
CAACGGGGAT TCGAACCCATTTGAT GAGGACACGACCT CAGGAAC
NGDSNPFDEDTTSGT
AGAAGT GCGAGT TCGBGOCCT CTAT GACT ATGAGGGGECAGGAACA
EVRVRALYDYEGQEH
TGATGAGCTGAGCT TCAAGGCT GGGGATGAACTGACCAAGATAGA
DEL SFKAGDETLTKI E
GGATGAAGAT GAACAGGGT TGGT GCAAGGGACGT TTAGACAGOGG
DEDEQGWCKGRLUDSG
CCAGGTTGGCOCTATACCCAGCCAACTATGT CGAGGCTATCCAGTG
QV GLYPANYVEAI Q*
ACAGOCCAT GGGCAGECT GGOGGAGAGACGGAAATGBGCAGT TCA
GGAGCTCCGT TAGCCT TGGCCTGGGCAGT GACACCT CTAGTGOCC
CCAGCAGCCATGTAGGCAT CCACTCCACCT GCAAAAGACGAT GGC
TCTGTTGTTCTTGGCT TCCTGGT GTGCTTTGAAGGCAGAT GAGCT
GGTGATTTCATTGGGCACT TGGCCCTTTTCCAAGCACATCTGREC
AGATATAGACACAGGAAGATAGGGT CCAACAGOGAGAGCCAGGCC
CCTCCOCACCCCCACCAGCTCTCTCTATCATGGATCTGCACCTTC
TOGOOCTTGTCTCTCCTGAGT CATGACGGGTCATACTGATTCTTG
TTCCACTGATGATTTTCTCTGATGAGGTCCTATCTGCAAGGT CAA
TGAGCAGACTTACATGOCATCTTCTGAGTAAAGAGT TTGAGGTTT
TAATTTAAAGGCAATGTACAGCTATACTTTTTTATATGCTCTTCC
AGTCAGTTAAAT TATGGOCTACACT GATCTGAGATGT TCTCCACG
TGAGCTGTCTTCATTTCTCTGTGCTATGT CCAGATGT GBGGTTGC
TGCAGCCGGGGT TCTATGGCAAGT GOCAGT TGCAGGGCTAACCTT
GTGCAACGTTCCCCAACACT TCCACATACAGAAATTATTTTCACT
CTATCCCTGCTTCAGT TTTTGCAGATTAACAGT TCTATTAGT GAT
TTGGAAAGTTAACAGT AAGAAGACT AACT TTTCAAAACAGTTGCA
TCTGTAGATTAAGATGCTTTACATTAGACCGT TGTGTCTCGATGT
ATATCTGTATATATTATTTGATAATCAGAAAATCTATAGAGTTCA
COCACT GT TGAATGAGAGCTGGT GGCT TCTGACAGCAGATCTGGT
CAACTGCTTGATGOCCATGCATTGAAGCACAGGCACGGCTGGTTA
ACGGTGCCCACCCAGT TAGGATGTGGCTCTGGOCTCTGAATGGAA
CTGCTGGGAAGAACT GAAT TCTCATTGGCOCT GBGCTCCAGCTCA
TGACGAGCACTGGAAAGCT CCTAGGAACT TGGTTAGTAATCGTTA
GACTTCACAGTCOCTGTGT TCACTCACTGGAGAGCT AGAGGGAGG
GGTTGAACACCCTCCACCACACACACACACACACACACACACACA
CACACAAGTTCCTCCAGT TGCOCTTGT OCTCAGGT GCAGT GBGAC
TGTTGT GAGCCCCAGGGACGBGCACAAAGAGGACTTTTATTTTGT
TAGCTCGGACAGT GCAGT GGT GCACAT CAGCAACTTGTATTTCTT
CGGTGT TTGECACGAGCACTGTCTCGCTGTGGCT GTGT GTCATGA
GAACTTACCAGCAGAAATCCTTGTTCCTAAGCTACAGAAT GACCA
AAAGCT GTCAAGTCCTTAATGT TTAGAAACTCCT TAAAATGTATA
GTATTTTAGAACAACAACAACAAAACT CAATAAACAGT TGATCTT
GTGTGTTTGACAGTCCCTTAAT

45
90
135

180
225

270

315

360

405

450

495

540

585

630

675

720

765

810

855

900

945

990

1035
1080
1125
1170
1215
1260
1305
1350
1395
1440
1485
1530
1575
1620
1665
1710
1755
1800
1845
1890
1935
1980
2025
2070
2115
2160
2205
2250
2295
2340
2385
2430
2475
2520
2565
2610
2655
2700
2745
2790
2835
2880
2925
2970
3015
3060
3105
3150

3195
3217

22

37

52

67

82

97

127

142

157

187

202

232

247

262

277

292

307

322

337

352

367

382

397

412

427

472

487

ACCGT TGCGGECCGCAGGGGT CT GEGECAGGGECT GBECAGT GCTGCC
GGAGCAAAAGCGGT AGCGEGAGCCCGECCCGAGCTGRGT CTGGAG
*

ACGCCGT GGCAGCCT GAACGGAGT GT GCGACGGATTGGGAGGTTT
GTCTACAGATTTTGAGCGT TCGAAGT TGACCCCTGACTAAGTATA
*

CTTTGCTGCTCCCTCAGCCT TTGAAAAAATGT CTGT CACATATGA
M S V T Y D
TGATTCCGT TGGAGT AGAAGT GTCCAGCGACAGCT TCTGGGAGGT
DSV GVEVSSDSFWEV
CGGGAACT ACAAGCGGACT GTGAAGCGGAT CGACGAT GGCCACCG
G NY KRTV KRI DDGHR
CCTGT GCAGCGACCT CATGAACT GCCTGCAT GAGCGGEGECGCGCAT
L CsDLMNTCLHERAR
CGAGAAGGCGT ATGCGCAGCAGCT CACT GAGT GGBCCCGGCGCTG

GGCCT GGATGGCCT TCAT GT CCGAGGCAGAGAGGGT GAGCGAGCT
A WMAFMSEAERV S EL
GCACCTCGAGGT GAAGGCCT CACT GATGAACGATGACT TCGAGAA
HL EV KASLMNDDF E K
GATCAAGAACT GGCAGAAGGAAGCCT TTCACAAGCAGATGATGGG
I K NWQKEAFHZKQMMGC
CGGCT TCAAGGAGACCAAGGAAGCT GAGGACGGCT TTCGGAAGEC
G F KETKEAEDGTFRKA
ACAGAAGCCCT GGGCCAAGAAGCT GAAAGAGGT AGAAGCAGCAAA
Q K P WAKKLKEVEAAK
GAAAGCCCACCAT GCAGCGT GCAAAGAGGAGAAGCT GECTATCTC
K AHHAACKETETKTLAI S
ACGAGAAGCCAACAGCAAGGCAGACCCATCCT TCAACCCTGAACA

R E A NSKADUPSFNPE
GCTCAAGAAATTGCAAGACAAAAT AGAAAAGT GCAAGCAAGATGT
L K KL QDI KI EKTZCKQ QDV

TCTTAAGACCAAAGAGAAGT ATGAGAAGT CCCT CAAGGAACT CGA
L KTKEIKYEIKSLIKETLTD

CCAGGGCACACCCCAGT ACAT GGAGAACAT GGAGCAGGTGTTTGA
Q GT P QY MENMEQV F E

GCAGT GCCAGCAGT TCGAGGAGAAACGCCT TCGCTTCT TCCGGGA
Q CQQF EEKRLRFFRE

GGT TCTGCTGGAGGT TCAGAAGCACCTAAACCTGTCCAATGTGGC
V.©.LEVQKHLNLSNVA
TGGTTACAAAGCCATTTACCAT GACCT GGAGCAGAGCATCAGAGC
G Y KAI YHDLEG®QSI RA
AGCTGATGCAGT GGAGGACCT GAGGT GGT TCCGAGCCAAT CACGG
A DAV EDLRWFRANHG

GCCAGGCATGGCCATGAACT GGCCGCAGT TTGAGGAGT GGTCCGC

TGACGGCT TCACCCT GACGGGCAT CAACCAGACAGGCGACCAGT T
DGFTLTGI NQTGDAQF
TTTGCCGAGT AAGCCCAGCAGCACCCT TAAT GTCCOGAGCAACCC
LPSKPSSTLNVPSNP
CGCCCAGT CTGOGCAGT CACAGT CCAGCTACAACCCCTTCGAGGA
AQSAQSQSSYNFPTFETD
TGAGGACGACACGGEGCAGCACCGT CAGT GAGAAGGAGGACATTAA
EDDTGSTVSETKTETDI K
GGCCAAAAAT GT GAGCAGCT ACGAGAAGACCCAGAGCTATCCCAC
A KNV SSYETKT S YPT
CGACT GGT CAGACGAT GAGT CTAACAACCCCT TCTCCTCCACGGA
DWSDDESNNPTFSSTD
TGCCAAT GGGGACT CGAAT CCAT TCGACGACGACGCCACCT CGGG
ANGDSNPFDDDATSG
GACGGAAGT GCGAGT CCBGGCCCT GTAT GACTATGAGGGGECAGGA
TEVRVRALYDYEGRQ QE
GCATGATGAGCT GAGCT TCAAGGCT GGGGAT GAGCT GACCAAGAT
HDELSFIKAGDETLTRKM
GGAGGACGAGGAT GAGCAGGGCT GGT GCAAGGGACGCT TGGACAA
EDEDEQGMWCKGRLDN
CCGGGCAAGT TGGCCTATACCCGGCAAAT TATGTGGAGGOGATCCA
G QVGLYPANYVEAIQ
GTGATGAGT CGGGGACAGGCCAGCEGGERGACGGAGEOGAECGEEC
*

CCAGGAGCCT CAGCCAGCCACGT GGGCATCCACTCCTTTTCCTGC
AAGAGATGATGGT TCCATTGCTCTTGGCT TCATGGT GT TCCTGGA
AGGCAGATGAGCTGGT CATTTCGCCTGGGACTCGECACCTTTCCG
AGT GCAGCT GGAGGGAT CTGAGCGCAGGAAGACGCAGAACAACAG
AAAT AGCCGCCCCTCCCCGCCCACT GTGCCTGT TGGCCTATCATA
GATCTCTATGTTCTTGACTTTGTCTCTCCTTTCCGAGI CAATGGT
GGGTTACACTGATCTTGTTCCACTGATTACTCTCTCTGACGAGTC
CATCACCTGCAACTTAAAT GAACAAGCTTACATCCCATTTTGAGT
GAAGATTTTGAGGT TTTTAATTTAAAGGCTGTGTACAGT TATACT
TTTTTATACACCTGITCATTTCTACTTAAATTATGGCACAGATTG
ATGCGCACCAGT CTTGAGGAAACGATCTCCCTATTCCCTTACCCT
GT TACTCAGCCACGCCGT GTGTAGGCT TAGCCT CAGGT GGCAGAT
GTTTGAGGAAAGGAAT TAT GCCAGGAAGGT GGGACCGGGT TATGG
TCGGGTTTCTATTGGGAATGCTCTTTGTGCTTTTGGGCATCTGAA
TGGAAGCTTTACATAGAACCT TAGGT AGAACTCCCCCAAATCGCC
ATATTTAAAAATTATTTTCACTCTATTCTTGCTTAAAACTGTACT
CTTTTGCAAATTAACAATTTTATCACTGATTCAGAGT TAAAAAGA
AGACTAACTTTTCAAGCAAATGCATCTGTAAAGATGCTTTAGATT
AGACTGTCATGTCTCAGTGTCTATCTGTATATATTATTTGATATT
CAGAGAATCTAAAGCACTCGTCTACTGTTTTAATGAGATTTAACA
GCTTTTAACAGTGAGT TTCGT TTGTAAACTGCTTGAAGTCTGTGG
CATTCAGGCACACGT CT GECT GBCCEECT GEGT CTCCTCCCGEEC
TCAGTGGGCCT GGGGCCT CTCTGACGT GGT GCCTGCTGGAGGGAG
GCTCGTCGT CACCAGCT GACT GCTGGT CCGGCT TCT GACCGECCT
TTGTCCTGGCTCCGTAGCAGAACACT GTAAAAGT GCCCGCGTCTT
TGCAGTAGT TGCAGATTTCAGT CGTCGTGT TACTTGTGCACAAAC
AGAAGCT GGGT CTTACCCGCAGCACGAGT GT CT CGBGECTGCCCGG
AGT CGCCCGGGAGCAGGT GCT GCAGCCAGAGT TACGCGGEGECCA
CGCCEECCEECEEEEET GBEEGEAACGT GBEEEAACCTGTGT TTC
ACGT GACT CAGCAGT GCCCGCCGCCGT CACCAGCTATGCATTCAC
TCCGTTTCCAGTGAGCAGATGT CTTGCTTGGAAAGT GGACCTGTG
TCTGTGTCTGT CCTGAGAACT TACCAGCAGAAATCCTCATTTCTG
TGCTACGGATTTACCAAAAATTGTCAAGTCTTTTTCAGTTTAACA
GTTCCTTTACATGTGTAGTATTTGAGGAAAAAAAT CAATAAACAG
TTGATCTCGTGCATA
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900
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1035

1080

1125

1170

1215

1260

1305

1350

1395

1440

1485

1530
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1665
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1800
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Abb. 61. Nucleotid- und Aminoséuresequenzen der PACSIN 2-Homologe aus Maus (A) und Mensch (B). Die
Markierungen sind eine Seite zuvor erlautert, die Abbildung wurde aus Ritter et a. (1999) Ubernommen.
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6.2

18
33
48
63
78
93

108

123

138

153

168

183

198

213

228

243

258

273

288

303

318

333

348

363

378

393

408

423

PACSIN 3 aus Maus und Mensch

GGCACGAGGGEGEGEOCCCT GAGAGGACACGACAGGCTCATAGT GGCA
GCTTGGAGACT TGGACACGGEGT CCTGGAAGT GATCTGGAGACCCC
*
AGCACCACATCTGCCACCAT TCOGTGCTGCAGGGATACCATGECT
M A

CCAGAGGAGGACGCCGGAGEEGAGGT CCTAGEGEEECAGI TTCTGG
P EEDAGGEVL GGSTFW
GAGGCTGGCAACTACAGACGGACGGT GCAGAGGGT TGAGGATGEG
EAGNYRRTVQRYVETDSG
CACAGGCT GTGT GGGGACCTGGT TAGCTGCTTCCAAGAACGTGCC
HRLCGDLVSCFQERA
CGCATTGAGAAGGCCTACGCCCAGCAGCT GGCTGACTGEGECCCEC
RI EKAYAQQL ADWAR
AAGT GGAGGGEGT GCT GT GGAGAAGGEECCCACAGTACGECACCCTG
K WR GAV EKGPQYGTL
GAGAAGGCCTGECATGCCT TCT TCACTGCGGCTGAGAGECTGAGC
EKAWHAFFTAAERTL S
GAGCTGCACT TGGAGGT GAGGGAGAAGT TGCACGGT CCAGACAGC
ELHLEVRETZKTLHGTZPTDS
GAGCGAGT GOGGACCT GBCAGCGAGGEEECT TTCCACCGECCAGT G
ERVRTWQRGAFHRPV
CTGGEEEEECT TTCGGEAAAGCCGGEECT GCAGAGGAT GGT TTCCGT
L GGFRESRAAEUDGTFR
AAAGCT CAGAAGCCCT GECTAAAGAGGECT GAAGGAGGT TGAGECT
K AQKP WL KRLKEVEA
TCTAAGAAGAGCT ACCACACAGCCOGCAAGGAT GAGAAGACAGCC
S KK SY HTARIKUDEIKT A
CAGACCCGGGAGAGCCACGCGAAGGCAGACAGCTCCATGT CCCAG
QTRESHAKADSSMS Q
GAGCAGCT TCGAAAAT TACAGGAGCGGEGT GGECCGCTGCACCAAG
E QL RKLQERVYVYGRTZCT K
GAGGCAGAGAAGAT GAAAACCCAGT AT GAGCAGACCCT GGCCGAG
EAEKMKTOQYEOQTL AE
CTAAATCGCTACACCCCACGCT ACATGGAGGACAT GGAGCAGECT

AAGGATGT CTTGCTCACCCT GCATCAACACCT CGACCTCTCCAGT
K DVLLTLHQHLTGDLTSS
AGOGACAAGT TCCAT GAACT CCATCGAGACCT GCAGCAGAGCATT
S DKFHELUHRDLGQQ QS
GAGGCTGCCAGT GAT GAAGAGGAT CTGCGCT GGTGGCGGAGCACA
EAASDETEDLRWWRST
CACGGGEOCT GRCATGGOCAT GAACT GGCCACAGT TTGAGGAATGG
HGPGMAMNMWPIQFETEW
TCGTTAGACACACAGAGAGCCATCAGCOGCAAGGAGAAGGGTGGC
SLDTQRAI SRKETKTGG
CGGAGOCCAGAT GAGGT TACT CTGACCAGCAT TGTACCGACAAGA
RSPDEVTLTSI VPTR R
GATGGCACCGCACCCCCACCCCAGT COCCAT CGTCCCOGGRGTAGC
DGTAPPPQSPSSPGS
GGGECAGGACGAGGACT GGTCAGAT GAGGAGAGT CCCGGGAAAGT T
G QDEDWSDETETSTPGKV
GOCACT GBGGT GAGGGTACGGGCCCT TTATGACTATGCTGGOCAG
ATGVRVYRALYDYAG
GAGGCTGATGAGCTGAGCTTCCGAGCAGGGGAAGAGT TGCTGAAG
EADELSFRAGETETLLK
ATGAGOGAGGAGGAT GAGCAGGGCT GGT GOCAGGGCCAGCTGCAG
MSEEDEIGQGWCQGQL Q
AGTGGCOGCATTGGT CTGTACCCTGOCAATTACGTAGAATGTGTG
S GRI GLYPANYVETCV
GGOGCCTGAGT GOCCT GACAGCCCTACCAAGGOGT CTCTCTGACC
G A *
TGGGOCAGAGCTTAACCCTTCCT GGACT GCTGGACCT GAAGGCCC
TGAACCATGTGCTGCTGCTGTCTCTCTTT TCCCACAGGAGGAAGT
CTCAGGGOCCAT GAAGGGCAGGGGT CTGT GTCTAGAGT TGGAGGT
TGGAATGAT GGAGGGT CGAGAGGT GOCOGAGCCTCCTCGGGAACA
TTTGGGTCATCOCAGAGT GGGAGGAT CCAGCTCCTAAACTGTTTA
GGAGTTCCTGRGGT GAGGT TGGGGAGAAT GTAGT TTGAGGCTGGC
AGCACCTTCTTTTGTGACTTGTAGTGTGCATTAAATTTGATTAAG
AATAAAAACCCC

45
90

180

225

270

315

360

405

495

540

585

630

675

720

810

855

900

945

990

1035
1080
1125
1170
1215
1260
1305
1350
1395
1440
1485
1530
1575
1620
1665
1710

1755
1767

11

26

41

56

71

86

101

116

131

146

161

176

191

206

221

236

251

281

296

311

326

341

356

371

386

401

416

GGCACGAGGCGT GGCOGGACCCCCACCCGECCGAGEEECCCAGGEA
GGACGOGAGT CACGGT GBCAGCAT TGAGAGT TGGACACCCGEGTC
*

CTTGAAGT GATCTCTAGECCCCAGCCCCAAATCCGCCACCATTCC
GT'GCTGOGGGGACACCAT GECT CCAGAAGAGGACGCT GGAGEGEA

M A P EEDAGGE
GGCCTTAGGEGEECAGT TTCTGEGAGGCTGECAACTACAGECGCAC
AL GGSFWEAGNYRRT
GGTACAGCGGEGT GGAGGACGEECACCEECT GT GCEEEEACCTGGT
VQRVY EDG GHRLTCGDIL V
CAGCTGCT TCCAGGAGCGCGOCOGCAT CGAGAAGECT TATGCCCA
S CF QERARI EKAYADQ
GCAGT TGGCT GACT GGGEOCCGAAAGT GGAGGEGEGACCGT GGAGAA
QL ADWARKMWRGT V EK
GGGOCCCCAGTATGECACACT GGAGAAGGCCTGECATGCCTTTTT
GP QY GTLEIKAWHATFF
CACGGEOGEECT GAGCGECT GAGCGCGCT GCACCTGGAGGT GCGGEA
T AAERLSALUHLEVRE
GAAGCT GCAAGGECAGGACAGT GAGCGEGT GCGCGECCTGECAGCG

GAFHRPVLGGEFRESR R
GE0GGOCGAGGACGECTTCOGCAAGGCCCAGAAGOCCTGGCTGAA
AAEDGEFRKAQ QEKEPWL K
GAGGCTGAAGGAGGT TGAGGCTTCCAAGAAAAGCT ACCACGCAGC
RLKEVEASTKEKSYHAA
CCGGAAGGAT GAGAAGACOGOCCAGACGAGGGAGAGOCACGCAAA
RKDEIKTAG QTR RESHAK
GGECAGACAGOGCCGT CTCOCAGGAGCAGCT GCGCAAACT GCAGGA
ADSAVSQEG QLT RKLQE
ACGGGT GGAACGCT GT GOCAAGGAGGOOGAGAAGACAAAAGCTCA
RVERTCAIKTEA ATETKTEKARQ Q
GT ATGAGCAGACGCT GGCAGAGCT GCATCGCTACACTCCACGCTA
YEQTLAELUHRYTTPRY
CATGGAGGACAT GGAACAGGOCT TTGAGACCT GCCAGGECOGOCGA
MEDMEG QATFETT CRQAAE
GCGOCAGCGGCTTCTTTTCTTCAAGGATATGCTGCTCACCTTACA
RQRLLFEFEKDMLTLTTLH
(OCAGCACCTGGACCTTTCCAGCAGT GAGAAGT TCCATGAACTCCA
QHLDLSSSETKTFHETLH
(OCGTGACTTGCACCAGGGCAT TGAGGCAGOCAGT GACGAAGAGGA
RDLHQGI EAAGSDETED
TCTGOGCTGGT GROGCAGCACCCACGEEOCAGECATGROCATGAA
LRWWRSTHGPGMAMN
CTGGOCACAGT TCGAGGAGT GGTCCTTGGACACACAGAGGACAAT
WP QF EEWSTLTDTG QRT .
CAGOOGGAAAGAGAAGGGT GACOGGAGOCCT GATGAGGTTACCCT
SRKEKGGRSPDEVTL
GACCAGCATTGT GOCTACAAGAGAT GGCACCGCACCCCCACCCCA
TSI VPTRDGTAGPPPQ
GTCO00GEEGT COOCAGECACGEEECAGGAT GAGGAGT GGTCAGA

ACTCTATGACTACGCT GGCCAGGAAGCT GATGAGCTGAGCTTCCG
LYDYAGQEADETLSTFER
AGCAGGGGAGGAGCT GCT GAAGAT GAGT GAGGAGGACGAGCAGEG
A GEELLIKMSTETETDEAGQG
CTGGTGOCAAGGCCAGT TGCAGAGT GGOOGCAT TGGCCTGTACCC
WCQG LQSGRI GL YP
TGOCAACTACGT GGAGT GT GT GGEOGOCT GAGTGT CCTGACAGCC

ANYVETCVGA*
CTTCTGCAACGT TTACCCACCCT GGTTCAGAGOCCAGCTTCTCCT
GGAGAGOCGGACCCT CAGGGEOCCT GAACCGT CACTCTCTGRCTGE
TCOCTCTGTCCCT TGAGGGAGGAAGT CCTGRGACCCAGGRAGGEGEA
GGEGCCTTTGTCTAGGGAAGGGACT GGTAGGGAAGGGACGAGTCT
AGGCT GAGGGCAAGAT GGGAGGT CAGAGGT GACAGAAGCGT TCAG
GGGTGOCT GEEOCT COCCAGGAGCT GT GGACT CAGT TCCTGACCT
CTGCTTTGGGGT TCCT GEGGT GBGCT TGRGGT GAGTGTAGTTCTG
GOCTAGCAGCACCCTCTTGTGGCTTGTTCTAGOGTGTATTAAAAC
TTGACACACACCCACACACAAAAAC
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Abb. 62. Nucleotid- und Aminosduresequenzen der PACSIN 3-Homologe aus Maus (A) und Mensch
(B). Die Markierungen sind zwei Seiten zuvor erléutert, die Abbildung wurde aus Modregger et al.
(2000) tbernommen.
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Kurzzusammenfassung

Die PACSIN-Proteinfamilie konnte in Maus und Mensch jeweils um die beiden neuen
Isoformen PACSIN 2 und 3 erweitert werden. Im Gegensatz zum ubiquitdren PACSIN 2 wird
PACSIN 1 neurospezifisch und PACSIN 3 hauptsichlich in Muskel exprimiert. Alle
Isoformen besitzen einen identischen moduldren Aufbau mit einer N-terminalen CDC15-NT-
Domane, die durch einen variablen Bereich von der C-terminalen SH3-Domaéne getrennt wird.
Die Funktion der CDC15-NT-Domane konnte bislang nicht geklart werden, sie scheint aber
eine wichtige Interaktion oder Regulation der PACSINe zu ermdglichen, da Mutationen
konservierter Aminosauren dieses Bereichs zu einem frilhen Sterben der Zellen fuhren. Die
phosphorylierungsabhangige Interaktion von PACSIN 1 mit 14-3-3-Proteinen und die
in vitro-Phosphorylierungsstudien von PACSIN 1 als Substrat verschiedener Kinasen weist
auf eine funktionale Regulation der PACSINe durch Phosphorylierung hin. PACSIN 1 und 2
interagieren Uber ihre NPF-Motive innerhalb der variablen Region mit den potentiellen
GTPasen PAST1 und 2. Fir PAST1 konnte eine Lokalisation an Endosomen identifiziert
werden. Die SH3-Doméne vermittelt einerseits die Beteiligung aller Isoformen am Clathrin-
vermittelten Vesikeltransport und interagiert zusétzlich mit regulatorischen Proteinen des
Actin-Cytoskeletts. Da die PACSINe in der Lage sind, Oligomere zu bilden, kdnnten sie die
Verbindung zwischen den Vorgangen der Vesikelbildung und den fir den Transport nétigen
Umstrukturierungen des Actin-Cytoskeletts sein.

Abstract

The PACSIN protein family was extended by the isolation of PACSIN 2 and 3 in mouse and
man. In contrast to the ubiquitously expressed PACSIN 2, PACSIN 1 displays a neurospecific
and PACSIN 3 a predominantly muscle-specific expression pattern. All isoforms contain the
same domain structure comprising an N-terminal CDC15-NT domain separated from the
C-terminal SH3 domain by a variable region. The function of the CDC15-NT domain is
unknown, but mutations of conserved amino acids in this region lead to early cell death. The
phosphorylation-mediated interaction of PACSIN 1 with 14-3-3 proteins in addition to the
in vitro phosphorylation studies of PACSIN 1 as being a substrate of several kinases point to a
functional regulation of these proteins by phosphorylation. PACSIN 1 and 2 interact via their
NPF motifs within their variable regions with the potential GTPases PAST1 and 2. In
addition, some PAST1 localizes to endosomes. On one hand the SH3 domain mediates the
participation of all PACSIN isoforms in the clathrin-mediated vesicle transport, on the other
hand it additionally interacts with proteins regulating the actin cytoskeleton. As the PACSINs
are able to form oligomers they could link the formation of vesicles to rearrangements of the
actin cytoskeleton necessary for vesicle transport.
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