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. Zusammenfassung

Mitglieder der Familie der Rho-GTPasen, beispielsweise RhoA, Rac1 und Cdc42, tiben
bei verschiedenen zellularen Prozessen wie Transkription, Zellteilung, intrazellularen
Transportvorgangen und vor allem bei der Reorganisation des Aktinzytoskeletts
wichtige Funktionen aus. Fir die kontrollierte Aktivierung der Rho-GTPasen sind
Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktoren (GEFs) notwendig, die die Rho-GTPasen vom
inaktiven, GDP-gebundenen in den aktiven, GTP-gebundenen Zustand Uberfihren
(Rho-GTPase-Zyklus). Die lokale, durch GEF-Proteine regulierte Aktivitdt der Rho-
GTPasen ist fur die Bildung von Zellfortsatzen wahrend der Migration fibroblasten-
ahnlicher Zellen, aber auch fur das Auswachsen von Neuriten und die Bildung von
Synapsen wahrend der neuronalen Morphogenese von entscheidender Bedeutung.
Gestutzt werden diese Befunde durch das Auftreten von Mutationen in mehreren
Genen, deren Genprodukte an verschiedenen Stellen in den Rho-GTPase Zyklus ein-
greifen, und die zu einer X-chromosomal vererbten geistigen Behinderung fuhren. Das
ARHGEF6/aPIX-Gen, das flir einen Rac1/Cdc42-spezifischen GEF kodiert, gehort
hierzu. Eine der in ARHGEF6 gefundenen Mutationen fihrt zu einem Protein, dem im
N-Terminus 28 Aminosauren fehlen (ARHGEF6/aPIXAAS56-83), und das nach Uber-
expression im Gegensatz zum Wildtyp-Protein in einem punktférmigen Muster im Zyto-
plasma verteilt vorliegt. Mithilfe von Koimmunfluoreszenzfarbungen sollte geklart
werden, ob es sich bei diesen Strukturen um Vesikel handelt, die an intrazellularen
Transportprozessen beteiligt sind. Eine partielle Kolokalisation konnte mit y-Adaptin,
einer Untereinheit des AP-1-Komplexes nachgewiesen werden. AP-1-Komplexe sind
mit bestimmten Vesikeln assoziiert und regulieren so vesikulare Transportprozesse
zwischen dem Trans-Golgi-Netzwerk, Endosomen und der Plasmamembran. Eine
Koexpression von ARHGEF6/aPIXAAS56-83 mit der konstitutiv-aktiven Form der
GTPase Rac1 bzw. Cdc42 fuhrte zur Relokalisation des mutanten ARHGEF6/aPIX-
Proteins an die Zellperipherie. Diese Daten deuten an, dass ARHGEF6/aPIX
vermutlich mit intrazellularen Vesikeln assoziiert ist und an der Regulation von
Transportvorgangen beteiligt sein konnte.

FEG5, ein im Vorfeld dieser Arbeit im Hefesystem identifizierter mdglicher Interaktions-
partner von ARHGEF6/aPIX, ist ein neuronales Adaptorprotein, das in Lamellipodien
und neuronalen Wachstumskegeln lokalisiert ist und dort im Komplex mit Mena, einem
Regulator der Aktinpolymerisation, an der Reorganisation des Aktinzytoskeletts betei-
ligt ist. In dieser Arbeit konnte zunachst die Bindung von ARHGEF6/aPIX an FE65 mit-

tels GST-Pulldown-Experimenten bestatigt und die fir die Assoziation notwendigen Be-



|. Zusammenfassung 2

reiche, die C-terminale coiled-coil-Doméane von ARHGEF6/aPIX und der N-Terminus
(AS136-254) von FEG65, bestimmt werden. Mithilfe von Immunfluoreszenzanalysen
wurde gezeigt, dass FE65 in CHO-K1-Zellen nach Koexpression mit ARHGEF6/aPI1X
verstarkt an der Zellperipherie lokalisiert, was auf eine durch ARHGEF6/aPIX
vermittelte Translokation von FE65 an die Zellmembran hinweist. Dort konnte
ARHGEF6/aPIX durch die Bindung an FE65 und Rac1 bzw. Cdc42 an der Bildung
eines Proteinkomplexes, in dem auch Mena vorkommt, beteiligt sein, der die Reorga-
nisation des Aktinzytoskeletts und somit die Zellmigration stimuliert.

Um weitere Hinweise auf die Funktion von ARHGEFG6/aPIX in einem neuronalen Zell-
system zu erhalten, sollte dessen Rolle bei der Ausbildung von Neuriten untersucht
werden. Hierflir wurde das neuronale PC12-Zellsystem etabliert, da diese Zellen nach
Stimulation mit NGF (,nerve growth factor”) neuritendhnliche Zellfortsatze ausbilden,
weshalb sie als Modellsystem fir neuronale Differenzierung angesehen werden.
Immunfluoreszenzanalysen zeigten, dass die Uberexpression von ARHGEF6/aPIX
sowie der Deletionsmutante ARHGEF6/aPIXASH3 zu einer verstarkten Lamellipodien-
und geringeren Neuritenbildung flhrte, wahrend die Uberexpression anderer
ARHGEF6/aPIX-Deletionsmutanten eine normale Neuritenbildung in PC12-Zellen zur
Folge hatte. Diese qualitative Beobachtung wurde durch eine statistische Auswertung
bestatigt. Aufgrund der verstarkten Zellausbreitung und Lamellipodienbildung, die auch
nach Uberexpression von Rac1 (Wildtyp und konstitutiv-aktiver Variante) beobachtet
wurde, kann vermutet werden, dass die ARHGEF6/ocPIX-Uberexpression zu einer Akti-
vierung von Rac1 fuhrt. Eine Koexpression von ARHGEF6/aPIX mit PAK1, ein Gber die
SH3-Doméane von ARHGEF6/aPIX interagierendes Protein, flhrte zu einer Rever-
tierung des durch ARHGEF6/aPIX vermittelten Phanotyps und damit zur Ausbildung
von Neuriten. Im Gegensatz dazu breiteten sich PC12-Zellen nach Koexpression von
ARHGEF6/aPIXASH3 mit PAK1 wieder verstarkt aus und bildeten keine Neuriten, was
darauf hindeutet, dass PAK1 durch die Interaktion mit ARHGEF6/aPIX die
ARHGEF6/aPIX-vermittelte Aktivierung von Rac1 negativ reguliert. Anaolog durchge-
fuhrte Experimente in CHO-K1-Zellen ergaben vergleichbare morphologische Veran-
derungen. Diese Daten deuten daraufhin, dass PAK1 in eukaryotischen Zellsystemen
wahrend der Bildung von Zellfortsatzen die GEF-Aktivitat von ARHGEF6/aPIX beein-
flusst, wodurch der Interaktion dieser Proteine bei der lokalen Aktivierung von Rac1,
insbesondere wahrend der neuronalen Morphogenese, eine entscheidende Rolle zu-

zukommen scheint.
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l. Einleitung

1.  Vesikeltransport in eukaryotischen Zellen

Der Transport von Proteinen und Lipiden erfolgt in eukaryotischen Zellen hauptsachlich
durch Vesikel, welche sich als kleine Membranblaschen von einem Organell
abschniren und mit der Membran eines anderen fusionieren kdnnen (Palade et al.,
1975). Das Endoplasmatische Reticulum (ER), der Golgi-Apparat sowie die
Endosomen und Lysosomen sind Zellkompartimente, die in diese Transportprozesse
involviert sind (Abb. 1).

/-—ﬁa;—%h)\ Abb. 1: Vereinfachte Darstellung

C T PM des intrazellularen
Vesikeltransports

Der Endozytoseweg (grine Pfeile)
verlauft Gber frihe Endosomen zu
spaten Endosomen und zu

\ Lysosomen. Im sekretorischen Weg
4) ° (rote Pfeile) erfolgt der Transport vom

AN
—Q

o ER zum Golgi-Apparat und zur
(.o ‘ / Plasmamembran bzw. Uber die
Endosomen zu den Lysosomen. Der

l Recycling-Weg (blaue Pfeile) bezieht

sich auf Transportvorgange von
spaten Endosomen (ber den Golgi
) zum ER bzw. von friihen Endosomen
> Qcolgi zur Plasmamembran (ER:
_) Endoplasmatisches Retikulum; CGN:
CGN cis-Golgi-Netzwerk;  TGN:  frans-
Golgi-Netzwerk; SV: sekretorische

Co J Vesikel; FE: frGthes Endosom; SE:
o spates Endosom; LY: Lysosom; PM:

(":: g 8 8\) Plasmamembran).
ER

Bei der Endozytose werden Proteine aus dem extrazelluldaren Raum Uber die

Plasmamembran internalisiert und den friithen Endosomen (,early endosomes®)
zugefuhrt. Von hier aus erfolgt der Transport dann Uber spate Endosomen (,late
endosomes®) zu den Lysosomen (Endozytoseweg). Der sekretorische anterograde
(,vorwartsgerichtete) Transportweg verlauft vom ER Uber den Golgi-Apparat zu
verschiedenen Zellkompartimenten (sekretorischer Weg). Hierbei werden wahrend der
Biosynthese sekretorische Proteine wie z.B. Antikdrper und Hormone sowie
membranstandige Proteine wie beispielsweise Rezeptoren vom Golgi zu ihren

Bestimmungsorten transportiert. Als retrograd (,rickwartsgerichtet) wird der Transport
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vom Endosom uber den Golgi-Apparat zum ER bzw. vom frithen Endosom zuriick zur
Plasmamembran bezeichnet (Recycling-Weg).

Eine der am besten untersuchten Klasse von Vesikeln sind die Clathrin-
beschichteten Vesikel (CCVs; ,Clathrin-coated vesicles®), welche den Transport
zwischen dem Golgi-Apparat, den Endosomen, den Lysosomen und der
Plasmamembran vermitteln (Nakatsu und Ohno, 2003; Robinson, 2004). Die Hiille
dieser Vesikel besteht aus Clathrin, das je nach Transportrichtung mit einem
Adaptorkomplex assoziiert ist. Diese Adaptorkomplexe sind essentiell fir die
Sortierung von Proteinen in sich bildenden CCVs (Kirchhausen, 2000; Nakatsu und
Ohno, 2003; Owen et al., 2004). Es wird zwischen verschiedenen Adaptorkomplexen,
AP-1, AP-2, AP-3 und AP-4, unterschieden, die sich jeweils aus vier verschiedenen,
verwandten Untereinheiten zusammensetzen (B1-p4; u1-u4; c1-64; a, v, &, 8) und in

verschiedene Transportwege involviert sind (Abb. 2).

Plasma-
membran

Abb. 2: Ubersicht iiber verschiedene
intrazellulare Transportwege,
in die  Adaptorkomplexe
involviert sind

spites Endosom/
Lysosom

Die Adaptorkomplexe bestehen aus vier
verschiedenen Untereinheiten, die
angegeben sind. Der AP-2-Komplex ist an
der Plasmamembran bei der Bildung von
CCVs wahrend der Endozytose beteiligt.
AP-1 ist an der Regulation des
Vesikeltransports zwischen Endosomen
und dem Trans-Golgi-Netzwerk (TGN)
beteiligt. AP-3 spielt beim Transport von
frithen Endosomen bzw. vom TGN zu
spaten Endosomen bzw. Lysosomen eine
Rolle. AP-4 ist am Transport bestimmter
lysosomaler Proteine vom TGN zu
Lysosomen beteiligt. Die Pfeile zeigen die
Richtung des Transports an [verandert
nach: Ohno (2006), J.Cell.Sci. 119,
3719-3721].

frithes
Endosom

T A

O

TGN

Der Transport dieser Vesikel erfolgt unter Energieverbrauch entlang der Mikrotubuli
und des Aktinzytoskeletts. Eine aktinabhangige Bewegung konnte bereits flr
verschiedene Vesikel in vivo gezeigt werden (Merrifield et al., 1999; Rozelle et al.,
2000). Inzwischen sind auch Proteine bekannt, wie z.B. die GTPase Dynamin, die die
Endozytosemaschinerie mit Bestandteilen des Aktinzytoskeletts verbindet (Cao et al.,
1998).
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2. Das Aktinzytoskelett

Das Zytoskelett eukaryotischer Zellen befindet sich in stdndigem Umbau, denn es ist
neben Transportvorgdngen auch an einer Vielzahl anderer komplexer Ablaufe wie etwa
der Zellteilung, Zellmigration und dem Kontakt mit der extrazellularen Matrix beteiligt.
Mithilfe vieler akzessorischer Proteine wird eine hohe Flexibilitdt und Variabilitdt des
Aktinzytoskeletts erreicht, welche es der Zelle ermdglicht, schnell und koordiniert auf
verschiedenste Stimuli zu reagieren. F-Aktin (,filamentdses Aktin“) entsteht durch
Polymerisation einzelner Aktin-Monomere (G-Aktin), welche durch eine Vielzahl
regulatorischer, Aktin-bindender Proteine kontrolliert wird. Jedes Filament wachst am
Plus-(+)Ende und verkirzt sich am Minus-(-)Ende (Hall, 1994). F-Aktin kommt im
gesamten Zytoplasma eukaryotischer Zellen vor, bildet jedoch unterhalb der
Plasmamembran ein so genanntes kortikales Netzwerk aus, wodurch ein
mechanischer Schutz fur die Zelle entsteht. Tierische Zellen besitzen ein hohes Mal}
an Bewegungsfahigkeit, welche fiir die schnelle Reaktion auf verschiedenste Stimuli
essentiell sein kann. So bilden sich bei Zell-Bewegungen an der Plasmamembran
flachige, dinne Fortsatze, als Lamellipodien bezeichnete Strukturen aus, welche aus
einem dichten, geordneten F-Aktin-Netzwerk aufgebaut sind. Filopodien, dunne,
fingerféormige Membranausstilpungen, bestehen dagegen aus parallel orientierten
Aktin-Filamenten (Welch et al., 1997). Lamellipodien und Filopodien sind an der
Ausbildung neuer Zell-Substrat-Kontakte beteiligt. An Kontaktstellen zwischen Zelle
und Substrat bilden sich fokale Adhadsionen aus. Filopodien und Lamellipodien, die
keinen Kontakt zum Substrat aufnehmen, klappen als Membranumstiilpungen Gber
die Zelle in Richtung Zellmitte weg (Rottner et al, 1999). An den Substrat-
Kontaktstellen vermitteln Transmembran-Proteine, wie Integrine, eine Verbindung
zwischen der extrazelluldaren Matrix und intrazelluldren Aktinfilamenten. Durch
Aggregation von Integrinen und Anlagerung weiterer Proteine auf der intrazellularen
Seite entstehen dann fokale Komplexe, die durch Protein-Umstrukturierungen zu
fokalen Kontakten reifen. An diesen Zell-Matrix-Kontakten enden gebiindelte
Aktinfibrillen, so genannte Stressfasern, welche durch Interaktion mit

Myosinfilamenten kontraktile Eigenschaften besitzen (Abb. 3).
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Filopodien
(:\’/':, st Abb. 3: Verschiedene Aktin-haltige
fa;zf:' Strukturen  einer  Fibro-
f —*/JLKS{IL\ blastenzelle
DTJ il In einer Fibroblastenzelle sind Aktin-
/_\ beinhaltende Strukturen in roter Farbe
angedeutet. Filopodien, fingerartige diinne
Zellfortsatze, bestehen aus parallel
Vernetzte angeordneten Aktinfilamenten, wahrend
Aktinfasern diese in Lamellipodien und
Membranumstilpungen vernetzt
TR o angeordnet sind. Kontraktile Stressfasern
\/ sind (iber den gesamten Zellkérper verteilt
_ | [verandert nach Luo (2000),

Lamellipodien/ Nat.Rev.Neurosci. 1, 173-180].

Membran-
umstiilpungen

Da Aktin in eine Vielzahl verschiedener zelluldrer Prozesse involviert ist und
unterschiedlichste biologische Funktionen erfillt, ist eine komplexe Regulation des
Aktinzytoskeletts essentiell. Durch intensive Forschung auf diesem Gebiet hat sich
gezeigt, dass der Proteinfamilie der Rho-GTPasen hierbei eine Schlusselrolle
zukommt (Hall, 1994; Nobes und Hall; 1995; Hall, 1998).

3. Rho-GTPasen

Die Familie der Rho-GTPasen (,Ras homology“) stellt eine Untergruppe der Ras-
Superfamilie kleiner GTPasen dar, deren Molekulargewichte zwischen 25 und 40 KDa
liegen (Takai et al., 2001). GTPasen werden auch als ,molekulare Schalter”
bezeichnet, da sie zwischen zwei Konformationsstadien wechseln koénnen. In der
.,abgeschalteten®, inaktiven Form liegen sie GDP-gebunden vor, wahrend sie in der
,angeschalteten®, aktiven Form an GTP gebunden sind. In diesem aktiven Zustand
kénnen sie aufgrund einer Konformationsanderung mit UGber 60 verschiedenen
Zielproteinen interagieren und dadurch die Signalweiterleitung fortsetzen, bis sie durch
die Hydrolyse von GTP nach GDP wieder inaktiviert werden (Etienne-Manneville und
Hall, 2002). Diese Vorgange sind im GTPase-Zyklus zusammengefasst, welcher von

drei verschiedenen Klassen von Regulatorproteinen beeinflusst werden kann (Abb. 4).
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Abb. 4: Der Rho-GTPase-Zyklus

Der Ubergang der inaktiven Rho-GTPase (Rho-GDP) in die aktive Form (Rho-GTP) wird durch
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) stimuliert. In dieser aktivierten Form ist die Rho-
GTPase in der Lage, mit einer Vielzahl von Effektorproteinen (Effektoren) zu interagieren, um
intrazellulare Signale weiterzuleiten. Durch Hydrolyse von GTP nach GDP wird die GTPase in
die inaktive Form uberfihrt. GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) beschleunigen diesen
Vorgang. GDP-Dissoziationsinhibitoren (GDI) stabilisieren den inaktiven Zustand. (GDP:
Guanosin-5’-diphosphat; GTP: Guanosin-5-Triphosphat; Pi: Orthophosphat)

Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs; ,guanine nucleotide exchange factor)
aktivieren die GTPasen, indem sie den Austausch von GDP nach GTP katalysieren.
Sie erleichtern die Dissoziation von GDP und stabilisieren so die nukleotidfreie
GTPase. Da GTP in der Zelle im Vergleich zu GDP im Uberschuss vorliegt, bindet GTP
an den GEF-GTPase-Komplex und die GTP-gebundene GTPase 18st sich vom GEF.
Im Gegensatz dazu férdern GTPase-aktivierende Proteine (GAPs; ,GTPase
activating protein®) die intrinsische GTP-Hydrolyse-Aktivitdt und beschleunigen so den
Ubergang in den inaktiven Zustand. Dieser kann durch Guanin-Nukleotid-
Dissoziationsinhibitoren (GDIs; ,guanine nucleotide dissociation inhibitor®) stabilisiert
werden, welche mit einer erhdhten Affinitdt an GDP-gebundene GTPasen binden und
dadurch die spontane bzw. GEF-stimulierte Ablésung von GDP blockieren (Symons
und Settleman, 2000).

3.1 Rho-GTPasen sich wichtige Regulatoren des Aktinzytoskeletts

Bis heute wurden 22 Mitglieder der Rho-GTPase-Familie identifiziert, von welchen
RhoA, Rac1 und Cdc42 am besten charakterisiert sind (Etienne-Maneville and Hall,
2002; Rossman et al., 2005). Ein Aminosaureaustausch von Serin nach Asparagin an
der Position 17 (S17N) flhrt dazu, dass die GTPase mit erhohter Affinitat an GEFs
bindet. Nach ektopischer Expression einer solchen dominant-negativen Mutante in
eukaryotischen Zellen bindet diese GTPase an zellulare GEF-Proteine, wodurch
endogen vorhandene GTPasen nicht mehr aktiviert werden kdnnen. Dagegen bewirkt
der Aminosaureaustausch von Threonin nach Leucin an der Position 61 (T61L) eine

Erhéhung der intrinsischen GTPase-Aktivitat und diese Proteinvariante ist damit
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konstitutiv-aktiv (Feig, 1999; Ridley, 2001b). Mithilfe dieser Proteinvarianten konnte
u.a. gezeigt werden, dass in allen eukaryotischen Zellen eine der wichtigsten
Funktionen dieser GTPasen die Reorganisation des Aktinzytoskeletts ist (Hall, 1994;
Nobes und Hall, 1995; Hall, 1998). So spielt RhoA vor allem bei der Bildung kontraktiler
Stressfasern und fokaler Adhasionen eine wichtige Rolle (Ridley et al., 1992a). Die
Aktivierung von Rac1 fuhrt zur Bildung von Lamellipodien und Membranumstulpungen
(Ridley et al., 1992b), wohingegen aktiviertes Cdc42 die Ausbildung von Filopodien
fordert (Nobes und Hall, 1995; Kozma et al., 1995). Es bestehen jedoch enge
Verbindungen zwischen den Ras- und den einzelnen Mitgliedern der Rho-GTPasen.
So kann Ras wie auch Cdc42 Uber die Aktivierung von Rac1 die Bildung von
Lamellipodien induzieren. Rac1 wiederum ist in der Lage, RhoA zu aktivieren und
damit die Ausbildung von Stressfasern zu férdern (Ridley et al.,, 1992b, Nobes und
Hall, 1995). Obwohl die Rolle der Rho-GTPasen bei der Umorganisation des
Aktinzytoskeletts am besten in Fibroblastenzellen untersucht wurde, ist heute auch
bekannt, dass die Aktivitdt dieser Proteine in neuronalen Zellen ebenfalls von groRer
Wichtigkeit ist (Hall, 1998).

3.2 Rho-GTPasen bei der neuronalen Morphogenese

Neurone sind hochspezialisierte Zellen, die die Grundeinheit des gesamten
Nervensystems bilden und deren Hauptfunktion die Verarbeitung, Weiterleitung und
Speicherung von Informationen ist. Die Entwicklung eines Neurons beginnt mit der
Wanderung einer neuronalen Vorlduferzelle in neu entstehendes Nervengewebe
(Hatten, 1999). Dort differenzieren sich die Zellen, indem sich Axone (Neuriten) und
Dendriten bilden, die tiber Synapsen mit anderen Zielzellen Kontakte ausbilden. Diese
Prozesse gehen mit einer Reorganisation des Aktinzytoskeletts einher. So finden sich

auch in Neuronen zu Fibroblasten strukturell analoge Aktinstrukturen (Abb. 5).
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Lamellipodien -,

Abb. 5: Verschiedene

—-‘r;;}- = Aktinstrukturen eines
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/ TREE < Membranausstilpungen und beinhalten
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f ! Aktinfilamente sind rot gefarbt [verédndert nach Luo
| (2000), Nat.Rev.Neurosci. 1, 173-180].

FiIopodien_.,.-

Neuronale Wachstumskegel (,neuronal growth cones”) an den Spitzen der Axone
sind hochmobile Strukturen, die eine Sensorfunktion fiir attraktive und repulsive
Signale einnehmen und somit das gerichtete Auswachsen eines Axons regulieren
kénnen. Auch diese Strukturen bilden Filopodien und Lamellipodien aus, durch deren
kontinuierlichen Auf- und Abbau sie die Umgebung abtasten und somit bei der
Wegfindung eine wichtige Rolle spielen (Heidemann, 1996; Luo et al., 1996). Vor
allem die Initiation, das Wachstum und die Wegfindung von Neuriten wird durch die
Aktivitat von Rho-GTPasen reguliert. In neuronalen Zellsystemen und neuronalen
Primarkulturen wurde gezeigt, dass Cdc42 und Rac1 das Wachstum von Neuriten
positiv regulieren. Auch hier flihrt eine Aktivierung von Cdc42 zur Bildung von
Filopodien, wohingegen aktiviertes Rac1 die Lamellipodienbildung stimuliert. Dagegen
hemmt aktiviertes RhoA das Auswachsen von Neuriten, stimuliert die Verkirzung
bereits gebildeter Neuriten und Ubernimmt somit eine negative Regulatorfunktion.
Vergleichbare Funktionen fur Rac1, Cdc42 und RhoA wurden auch bei der Bildung von
Dendriten beobachtet (Luo et al.; 2000, Govek et al., 2005). Dendriten sind
zytoplasmatische Zellfortsatze, die stark verzweigt sind und durch die Ausbildung
dendritischer Dornen (,dendritic spines®) mit Neuriten anderer Zellen Synapsen
ausbilden kdénnen. Unreife dendritische Dornen ahneln Filopodien und bilden erst nach
Reifung eine charakteristische Pilzform aus (Harris, 1999). Die Bildung und
Morphogenese dieser Aktin-reichen Strukturen ist ebenfalls abhangig von einer
regulierten Reorganisation des Aktinzytoskeletts, bei der auch Rho-GTPasen eine
wichtige Rolle spielen. So fiihrt die konstitutive Aktivierung von RhoA zu einer
Verkirzung der Dornenlange und einer Abnahme der Dichte, wahrend konstitutiv
aktives Rac1 die Dornendichte erhdoht (Nakayama et al. 2000; Tashiro et al., 2000;
Pilpel und Segal, 2004). Man geht davon aus, dass die gegensatzlichen
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Wirkungsweisen der Rho-GTPasen fir die Regulation des Aktinzytoskeletts bei fast
allen Vorgangen der neuronalen Morphogenese unerlasslich sind (Govek et al., 2005).
Diese Vermutung wird dadurch bestatigt, dass Mutationen in einigen Genen, die flr
Proteine des Rho-GTPase-Zyklus kodieren, zu einer vererbten geistigen Behinderung
(MR; ,mental retardation®) fihren. Bis heute sind flnf entsprechende Gene, die alle X-
chromosomal lokalisiert sind, bekannt (Ropers, 2006): OPHN1 kodiert fir das Rho-
GAP-Protein Oligophrenin-1 (Billuart et al. 1998; Faucherau et al., 2003) und PAK3 flr
ein Effektorprotein aktivierter Rho-GTPasen (Allen et al., 1998; Bienvenu et al., 2000;
Gedeon et al., 2003). FGD1, ARHGEF9 und ARHGEF#6 kodieren flir Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktoren (Pasteris et al.,1994; Kutsche et al.,, 2000; Harvey et al. 2004).
Diese Daten zeigen, dass auch Veranderungen, die die Regulation der Aktivitat von
Rho-GTPasen betreffen, mdglicherweise Auswirkungen auf die neuronale
Morphogenese haben. So konnte flir verschiedene Rho-GEFs bereits eine wichtige
Funktion wahrend der neuronalen Entwicklung nachgewiesen werden, denn als
regulatorisch wirkende Proteine kénnen sie zeitlich und raumlich auf die Aktivitat der
GTPasen einwirken (Schmidt und Hall, 2002).

4. ARHGEF6/aPIX - ein Rac1/Cdc42-spezifischer Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor

Die Identifizierung des ersten Saugetier-GEFs erfolgte aus Zellen eines diffusen B-Zell-
Lymphoms und wurde aufgrund dessen als Dbl (,diffuse B-cell lymphoma“) bezeichnet
(Eva and Aaronson, 1985). Nachfolgend konnte gezeigt werden, dass Dbl den
Nukleotidaustausch an der GTPase Cdc42 stimuliert (Hart et al., 1991). Bis heute
wurden beim Menschen 69 Mitglieder der Dbl-Familie identifiziert, zu der fast alle Rho-
GEFs zahlen (Rossman et al., 2005). Durch die Fahigkeit der GEFs, GTPasen zu
aktivieren, stellen sie wichtige Schnittpunkte vieler intrazellularer Signalwege dar. Das
X-chromosomal lokalisierte ARHGEF6-Gen (,alpha rho guanine nucleotide exchange
factor 6“) kodiert fir ein in der Literatur als aPIX (,aPAK interacting exchange factor)
oder Cool-2 (,cloned out of library-2“) beschriebenes Protein, das ebenfalls der Familie
der GEFs fir Rho-GTPasen zugeordnet wird. Mutationen in ARHGEF6 flihren zu einer
nicht-syndromalen Form der X-chromosomal vererbten, mentalen Retardierung (NS-
XLMR) (Kutsche et al., 2000). Eine der zwei identifizierten Mutationen in ARHGEF6
fiihrte beim SpleiRvorgang zu einem préaferentiellen Uberspringen des Exons 2, das
keine Leserasterverschiebung zur Folge hat. Dem aberranten Protein
(ARHGEF6/0PIXAAS56-83) fehlen lediglich 28 Aminosauren im N-Terminus.
Immunfluoreszenzstudien in CHO-K1-Zellen ergaben, dass diese Deletion zu einer

veranderten subzellularen Lokalisation des Proteins fiihrt, wodurch es u. U. nicht mehr



Il. Einleitung 11

zur Aktivierung von Rac1 und Cdc42 kommt (Rosenberger et al., 2003). Arhgef6-
Knockout-Mause zeigen keine offensichtlichen morphologischen Auffalligkeiten im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren. Durch verschiedene Verhaltenstests wurden jedoch
Defizite im Lernvermdgen dieser Tiere festgestellt. Es wird vermutet, dass dies auf die
beobachtete Abwesenheit von Arhgef6/aPix und der damit verbundenen verminderten
Rac1- und Cdc42-Aktivierung im Hippocampus zuriickzufihren ist (Kuchenbecker,
2006).

41 Expression und SpleiBvarianten

Das humane ARHGEF6/aPIX-Gen ist ubiquitar exprimiert (Manser et al., 1998). Die
Expression von murinem Arhgef6/aPix ist ebenfalls ubiquitar, eine starke Expression
konnte jedoch in der Milz, eine vergleichsweise schwache Expression im adulten
Gehirn beobachtet werden. Es wurde eine Funktion von Arhgef6/aPix bei der
Embryonalentwicklung vermutet, da Arhgef6/aPix-mRNA in frhen
Entwicklungsstadien der Maus nachgewiesen werden konnte (Kutsche und Gal, 2001;
Kohn et al., 2004). Neueste Analysen an der Arhgef6/aPix-Knockout-Maus bestatigen
das ubiquitare Vorkommen des Arhgef6/aPix-Proteins (Kuchenbecker, 2006). Des
Weiteren gibt es Hinweise auf das Vorhandensein verschiedener Spleildvarianten. So
konnten auf Proteinebene in verschiedenen Geweben sechs putative Arhgef6/aPix-
Isoformen detektiert werden, wovon eine auf cDNA-Ebene charakterisiert wurde
(Kuchenbecker, 2006). Die genauere Analyse verschiedener Gehirnbereiche ergab
eine Arhgef6/aPix-Expression in Hippocampus und Cortex, auf zellularer Ebene konnte
das Protein in Neuronen und Astrozyten nachgewiesen werden. Diese Daten sowie der
Nachweis von Arhgef6/aPix in der postsynaptischen Dichte (PSD) lassen eine wichtige
Rolle des Proteins wahrend der neuronalen Entwicklung und bei der Bildung von

Synapsen und dendritischen Dornen vermuten (Kuchenbecker, 2006).
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4.2 Domanenstrukur und Interaktionspartner
Wie alle GEFs setzt sich auch ARHGEF6/aPIX aus mehreren funktionellen Domanen

zusammen (Abb. 6).

CH SH3 DH PH GBD CC

- S
e [N

PAK " calpain 4 BPIX
Cbl

SAP

ARHGEF6/aPIX

Abb. 6: Domanenstruktur von ARHGEF6/aPIX und bekannte interagierende Proteine

Die funktionellen Proteindomanen sind als farbige Késtchen dargestellt. Die Pfeile zeigen auf
die mit der jeweiligen Doméne interagierenden Proteine. CH/[lll: calponin homology; SH3/Ill :
Src homology 3; DH/[]:Dbl homology; PH/E: pleckstrin homology; GBD/ [l : GIT1-binding
domain; CC/[E: coiled-coil.

Am N-Terminus des ARHGEFG6/aPIX-Proteins befindet sich eine CH-Domane
(,calponin homology*). Proteine mit zwei in Tandem angeordneten CH-Domanen sind
in der Lage F-Aktin zu binden (Gimona et al., 2002); die Funktion einer einzelnen CH-
Doméane konnte bisher jedoch noch nicht vollstdndig geklart werden. Bei
ARHGEF6/aPIX wird die Interaktion mit p-Parvin u. a. Uber die CH-Domane vermittelt
(Rosenberger et al., 2003). Die Integritat der CH-Domane von ARHGEF6/aPI1X scheint
auch bei der Lokalisation des Proteins in der Zelle notwendig zu sein, denn eine
Deletion von 28 Aminosauren innerhalb der CH-Domane flihrt zu einer veranderten
subzelluldren Lokalisation im Vergleich zum Wildtyp-Protein (Rosenberger et al.,
2003). C-terminal von der CH-Domane besitzt ARHGEF6/aPIX eine SH3-Domaéane
(,Src homology domain 3*), Uber welche Interaktionen mit prolinreichen Sequenzen
anderer Proteine vermittelt werden. ARHGEF6/aPIX interagiert Uber die SH3-Domane
mit PAK (,p21-activated kinases®) (Manser et al., 1998; Bagrodia et al., 1998) und Cbl
(,Casitas B-lymphoma®) (Flanders et al., 2003). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass
Rac1 an diese Domane binden kann (ten Klooster et al., 2006a). In einer aktuellen
Arbeit wurde SAP, ein SLAM (signalling lymphocyte activation molecule) assoziiertes
Protein, als weiterer Interaktionspartner der PIX-SH3-Domane identifiziert (Gu et al.,
2006). Im zentralen Bereich des Proteins weist ARHGEF6/aPIX, wie alle Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktoren der Dbl-Familie, eine DH-Domane (,Dbl homology“) und
eine C-terminal benachbarte PH-Domaéane (,pleckstrin homology“) auf, welche die
katalytische Einheit des Proteins darstellen. Wahrend die DH-Doméane den
Nukleotidaustausch katalysiert, bindet die PH-Domane an Inositol-Phospholipide

(PIPs) und reguliert somit vermutlich die intrazellulare Lokalisation des Proteins
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(Rebecci und Scarlata, 1998; Lemmon und Ferguson, 2000). Im C-terminalen Bereich
der PH-Domane konnte ebenfalls eine Rac1-Interaktionssequenz identifiziert werden
(Feng et al., 2004). Studien Uber die Regulation der GEF-Aktivitdt ergaben, dass
dimerisiertes ARHGEF6/aPIX in der Lage ist, Rac1 zu aktivieren, wahrend
ARHGEF6/aPIX-Monomere sowohl Rac1 als auch Cdc42 aktivieren kdnnen (Feng et
al., 2004; Baird et al., 2005). Fir ARHGEF6/aPIX konnte kirzlich gezeigt werden, dass
fur die Interaktion mit Calpain 4, der kleinen Untereinheit der Protease Calpain, das
Domanenmodul SH3-DH-PH notwendig ist (Rosenberger et al., 2005). Am C-Terminus
von ARHGEF6/aPIX befindet sich eine GBD-Domane (,GIT1-binding“), welche fur die
Interaktion mit GIT1 (,G protein-coupled receptor kinase interacting target 1), auch
unter der Bezeichnung CAT-1 (,cool-associated tyrosine phosphorylated protein 1%)
bekannt, notwendig ist (Bagrodia et al., 1999; Turner et al., 1999). Als multifunktionelle
Proteine spielen Mitglieder der GIT-Familie bei verschiedenen zellularen Prozessen,
wie der Regulation des Aktinzytoskeletts, Vesikeltransport und der Aktivierung
verschiedener Signalmolekiile, eine Rolle (Hoefen und Berk, 2006). Uber die CC-
Domaine (,coiled-coil“) am carboxyterminalen Ende des ARHGEF6/aP1X-Proteins wird
vermutlich die Interaktion mit CC-Domanen anderer Proteine vermittelt. Manser et al.
(1998) konnten zeigen, dass ARHGEF6/aPIX und das sehr homologe Protein
ARHGEF7/BPIX Heterodimere bilden. Aber auch eine Homodimerisierung von
ARHGEF6/aPIX, vermittelt Gber die CC-Domane, wurde nachgewiesen (Rosenberger,
2003; Feng et al., 2004). Durch die Interaktion mit einer Vielzahl verschiedener
Proteine ist ARHGEF6/aPIX in der Zelle in verschiedenste Signalwege involviert
(Rosenberger und Kutsche, 2006).

4.3 ARHGEF6/aPIX spielt mit p-Parvin und Calpain eine wichtige
regulatorische Rolle wahrend der Bildung fokaler Adhasionen

Nach der Kontaktaufnahme einer Zelle mit Proteinen der extrazellularen Matrix haftet
sich diese an das Substrat an (Adhdsion) und beginnt sich auszubreiten
(Zellausbreitung). Dieser Prozess erfordert die kontinuierliche Neubildung und
Remodellierung fokaler Adhasionen und ist abhangig von Integrinen, die die
Verbindung zwischen der extrazellularen Matrix und dem Aktinzytoskelett herstellen
(Rottner et al., 1999; Abbi und Guan, 2002). Kirzlich wurde gezeigt, dass die
Uberexpression von ARHGEF6/aPIX zu einer Verstarkung der Integrin-abhangigen
Zellausbreitung fluhrt (Rosenberger et al., 2005). B-Parvin ist ein fokales
Adhasionsprotein mit zwei tandemformigen CH-Domanen, wobei tber die N-terminale
CH-Domane die Interaktion mit ARHGEF6/aPIX vermittelt wird (Mishima et al. 2004;

Sepulveda und Wu, 2006). Calpain 4 ist die kleine regulatorische Untereinheit der
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calciumabhangigen Cystein-Proteasen m- und p-Calpain. Einige ihrer Substrate, wie
z.B. a-Actinin und B-Integrine, spielen bei der Zelladhasion und Zellfortbewegung eine
Rolle (Glading et al., 2002; Sato und Kawashima, 2002). ARGHEF®6/aPIX kolokalisiert
mit B-Parvin und Calpain sowie mit B1-Integrin und ILK (,integrin-linked kinase®) in
frihen Integrin-haltigen Komplexen, welche sich direkt nach der Zellausbreitung bilden.
Dies deutet auf eine Beteiligung von ARHGEF6/aPIX bei Integrin-abhdngigen
Signalwegen, wie Zelladhasion, -ausbreitung und -migration hin (Rosenberger et al.,
2003; 2005; Rosenberger und Kutsche, 2006) (Abb. 7).

Friihe Integrin-haltige Komplexe

Abb.7: Modell eines Signalwegs wéhrend
der Integrin-abhdngigen Zellaus-
breitung

Wahrend der Adhasion an die extrazellulare Matrix
bilden sich friihe Integrin-haltige Komplexe. Durch
B-Parvin, das uber ILK an Integrine gebunden ist,
kénnte ARHGEF6/aPIX zusammen mit Calpain zu
frihen Integrin-haltigen Komplexen rekrutiert
werden. Calpain konnte dort fokale
Adhasionsproteine  abbauen. ARHGEF6/aPIX
fuhrt vermutlich durch die Aktivierung von Rac1
und Cdc42 in der Umgebung der fokalen
Adhasionskomplexe zur Reorganisation des
Aktinzytoskeletts [verandert nach Rosenberger
und Kutsche (2006), Eur.J.Cell.Biol., 85, 265-274].

4.4 ARHGEF6/aPIX, PAK und GIT1 sind Teil eines Proteinkomplexes,
der sich zwischen Endosomen und der Plasmamembran hin- und
herbewegt

Die p21-aktivierten Kinasen (PAKs) gehéren zur Familie der Serin/Threonin-
Proteinkinasen, gut charakterisierte Effektorproteine von Rho-GTPasen (Manser et al.,
1994). Gleichzeitig kann PAK U(ber eine prolinreiche Region direkt mit der SH3-
Doméane von ARHGEF6/aPIX bzw. ARHGEF7/BPIX interagieren (Manser et al., 1998;
Obermeier et al., 1998). So ist PAK auch in den Signalweg oberhalb der GTPasen
involviert und kann durch Bindung an ARHGEF7/BPIX zur Lamellipodienbildung flihren
(Obermeier et al., 1998). Diese Interaktion scheint auch bei der Bildung fokaler
Adhasionen eine wichtige regulatorische Funktion einzunehmen (Stofega et al., 2004).
GIT1, ein weiterer Interaktionspartner von ARHGEF6/aPIX, hat eine komplexe
Domaénenstruktur und ist in der Lage, mit vielen Proteinen zu interagieren. Uber eine
mogliche Funktion der ARHGEF6/aPIX-GIT1-Interaktion ist bis heute noch wenig
bekannt, wohingegen fur ARHGEF7/BPIX mehr Daten vorliegen. Man geht davon aus,

dass GIT- und PIX-Proteine in der Zelle Komplexe ausbilden (Premont et al., 2004), zu
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welchen PAK uber die direkte Interaktion mit PIX rekrutiert werden kann (Premont et
al.,, 2000; Zhao et al., 2000). Diese GIT-PIX-PAK-Komplexe koénnen zwischen
verschiedenen zelluldren Kompartimenten zur Regulation der Bildung fokaler
Adhasionen wechseln (zusammengefasst in Rosenberger und Kutsche, 2006). Eine
wichtige Funktion kommt diesem Signalkomplex auch bei der Neuritenbildung zu. So
ist in PC12-Zellen fiir die Translokation dieses Komplexes an die Zellperipherie und fir
die Bildung von Neuriten eine Phosphorylierung von ARHGEF7/BPIX durch PAK
notwendig (Shin et al., 2002). In Neuronen wird ARHGEF7/BPIX durch GIT1 an die
Zellperipherie rekrutiert. Auch hier kommt dem Komplex bestehend aus GIT-
ARHGEF7/BPIX-PAK-Rac1 eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung dendritischer
Synapsen zu (Bagrodia et al., 1999; Manabe et al., 2002; Zhang et al., 2003). Da
ARHGEF6/aPIX und ARHGEF7/BPIX sehr homologe Proteine sind, ist es mdglich,
dass sie bei verschiedenen zellularen Prozessen eine vergleichbare Funktion

Ubernehmen koénnen.

4.5 ARHGEF6/aPIX interagiert im Hefesystem mit dem neuronalen
Adaptorprotein FE65

Das FE65-Protein, auch als APBB1 (,amyloid-p precursor protein-binding family B 1%)
bekannt, ist ein neuronales Adaptorprotein, das im gesamten Gehirn, im speziellen in
Neuronen, stark exprimiert ist (Kesavapany et al., 2002; Sabo et al., 2003). Es besitzt
drei bekannte Protein-Protein-Interaktionsdoméanen, Uber welche die Bindung an
andere Proteine vermittelt werden kann. So ist FE65 durch Interaktion mit APP
(,amyloid-B precursor protein®) und Mena (,mammalian enabled®) in Lamellipodien und
neuronalen Wachstumskegeln an der Regulation des Aktinzytoskeletts beteiligt (Sabo
et al., 2001; 2003). Mena gehort zur Ena/VASP-Proteinfamilie (,enabled/vasolidator
stimulated phosphoprotein®), deren Mitglieder an der Regulation des Aktinzytoskeletts,
insbesondere bei der Ausbildung von Lamellipodien beteiligt sind. Dabei spielen sie bei
der Rekrutierung von Profilin-Aktin-Komplexen zur Plasmamembran eine wichtige
Rolle (Huttelmaier et al., 1998; Bear et al., 2002; Cramer, 2002). Fir FE65 ist eine
weitere Funktion im Kern bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass FE65 dort
zusammen mit dem zytoplasmatischen Teil von APP, der Histonacetyltransferase
Tip60 und verschiedenen anderen Proteinen einen Multiproteinkomplex bildet und
dadurch die Transkription bestimmter Gene reguliert (Cao und Sudhof, 2001; von Rotz
et al., 2004). In Abb. 8 sind beide Funktionen von FE65 vereinfacht dargestellt.
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Extrazellularer

FE65 s

Zytoplasma | Zellkern

Abb. 8: Modell fiir die Funktion von FE65 an der Zellmembran und im Zellkern

(A) An der Zellmembran interagiert FE65 innerhalb eines Multiproteinkomplexes mit dem
zytoplasmatischen Teil des Transmembranproteins APP. Gleichzeitig bindet es an Mena, das
die Aktinpolymerisation in Verbindung mit anderen Proteinen reguliert [verandert nach Sabo et
al. (2001), J.Cell.Biol., 153, 1403-1414]. (B) FE65 interagiert mit der C-terminalen,
intrazellularen (iz) Domane von APP im Zytoplasma der Zelle. Nach Abspaltung des
intrazellularen Teils von APP durch eine y-Secretase, transloziert FE65 mit APP (iz) in den
Zellkern. Dort regulieren sie zusammen mit der Histonacetyltransferase Tip60 und
verschiedenen anderen Proteinen die Transkription bestimmter Gene.

Neuere Studien lassen vermuten, dass FE65 eine wichtige Rolle wahrend der
Gehirnentwicklung spielt, denn im Mausmodell resultiert die Fe65-Defizienz in hetero-
und homozygoten Tieren in einer signifikant verminderten Lernfahigkeit (Wang et al.,
2004). Aktuell wird davon ausgegangen, dass die Ursachen einer mentalen
Retardierung in Stérungen wahrend der Synapsenbildung und der Differenzierung von
Neuriten und Dendriten liegen (Newey et al., 2005; Govek et al., 2005). Ein wichtiges
Ziel fur die Zukunft wird sein, die physiologischen Aspekte der geistigen Behinderung
mit molekularen und zellbiologischen Aspekten in Verbindung zu bringen (Newey et al.,
2005). Hierbei wird neben der Analyse von Tiermodellen ein Fokus auf zell- bzw.
neurobiologischen Ansatzen liegen, wobei man sich verschiedene in vitro-

Modellsysteme zunutze macht.

5. PC12-Zellen — ein neuronales Zellsystem

PC12-Zellen (,Phaeochromocytoma“) wurden in den siebziger Jahren aus dem
Nebennierentumor einer bestrahlten Ratte isoliert (Greene und Tischler, 1976). Die
Zellen dieser hieraus entstandenen Zelllinie haben die Fahigkeit, durch Stimulation mit
Wachstumsfaktoren reversibel neuritenahnliche Zellfortsatze auszubilden. Aufgrund
dessen werden sie auch als Modellsystem zur Untersuchung neuronaler

Differenzierung und Entwicklung angesehen. Die Stimulation kann mit verschiedenen
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Wachstumsfaktoren erfolgen, wobei am haufigsten der Nervenwachstumsfaktor NGF

(,nerve growth factor”) verwendet wird (Abb. 9).

Abb. 9: Morphologie von PC12-Zellen wahrend der
Kultivierung in Ab- und Anwesenheit von
NGF

Das obere Bild zeigt die lichtmikroskopische Aufnahme
von PC12-Zellen in Kultur ohne stimulierende Faktoren
wie NGF im Medium. Die Zellen sind klein und weisen
eine kugelige Morphologie auf. Im unteren Bild sind
mehrere Tage in Anwesenheit von NGF kultivierte PC12-
Zellen dargestellt. Der Zellkdrper bleibt klein und kugelig,
die Zellen bilden jedoch neuritendhnliche lange, dinne
Zellauslaufer, die ein Netzwerk ausbilden (Quelle:
www.med.ufl.edu/biochem/dlpurich).

+NGF

Der Ausbildung neuritenahnlicher Zellfortsidtze liegt eine Reorganisation des
Aktinzytoskeletts zugrunde. So konnte bereits in mehreren Studien eine Rolle
verschiedener Rho-GTPasen bei der Differenzierung von PC12-Zellen beschrieben
werden. RhoA reguliert auch in diesem Zellsystem das Neuritenwachstum negativ,
wohingegen Rac1 und Cdc42 an der Ausbildung von Neuriten beteiligt sind (Jalink et
al., 1994; Lamoureux et al., 1997; Katoh et al., 1998). Kirzlich konnte gezeigt werden,
dass hierbei die rdumliche und zeitliche Aktivierung von Rac1 und Cdc42 eine wichtige
Rolle spielt (Aoki et al., 2004). In diesem Fall ist die Aktivierung jedoch abhangig von
der Aktivitat der PI3-Kinase (,phosphatidylinositol 3-kinase“) und der Rac1/Cdc42-
spezifischen GEFs Vav1 und Vav2 (Aoki et al., 2005). Die NGF-Bindung an den NGF
Rezeptor in PC12-Zellen fuhrt u.a. zur Aktivierung der PI3-Kinase (Kobayashi et al.,
1997). In nicht neuronalen Zellen konnte bereits fir ARHGEF6/aPIX eine wichtige
Rolle in einem PI3-Kinase-abhangigen Signalweg nachgewiesen werden. Man
vermutet, dass ARHGEF6/aPIX PAK aktiviert und dieser Signalweg zur
Zellausbreitung fuhrt (Yoshii et al., 1999). Bis heute ist noch wenig tber eine Funktion
von ARHGEF6/aPIX wahrend der NGF-induzierten Neuritenbildung in PC12-Zellen
bekannt. ARHGEF7/BPIX interagiert mit PAK in PC12-Zellen und fuhrt so zur
verstarkten Lamellipodienbildung (Obermeier et al., 1998). Aufgrund der starken
Homologie zu ARHGEF7/aPIX kdnnte fur ARHGEF6/aPIX eine vergleichbare Funktion

postuliert werden.
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6. Ziel der Arbeit

Ein vorrangiges Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung einer Funktion von
ARHGEF6/aPIX wahrend der Bildung von Zellauslaufern. Hierfiir sollte zunachst das
neuronale PC12-Zellsystem etabliert werden, mithilfe dessen vor allem der Einfluss
von ARHGEF6/aPIX wahrend der Differenzierung und Entwicklung neuritenahnlicher
Zellfortsatze  untersucht werden sollte. Die Auswirkungen verschiedener
ARHGEF6/aPIX-Deletionsmutanten  sowie  die  bekannter = ARHGEF6/aPIX-
Interaktionspartner auf die Zellmorphologie von PC12-Zellen sollten Hinweise auf
mdgliche Signalwege geben, die an der Regulation der Neuritenbildung beteiligt sind.
Bei Patienten mit mentaler Retardierung wurde eine Spleilmutation im Intron 1 des
ARHGEF6/aPIX-Gens gefunden, wodurch eine mutante = ARHGEF6/aPIX-
Proteinvariante mit einer Deletion in der N-terminalen CH-Domane entsteht. Nach
Uberexpression ist dieses mutante Protein in zellularen runden Strukturen innerhalb
des Zytoplasmas lokalisiert, die im Rahmen dieser Arbeit identifiziert werden sollten.
Aufgrund der Morphologie wurde vermutet, dass es sich hierbei mdglicherweise um
vesikulare Strukturen wie z.B. Endosomen handeln koénnte. Deshalb sollten mit
Antikdrpern gegen spezifische endosomale Markerproteine Immunfluoreszenzanalysen
fur mogliche Kolokalisationen mit dem mutanten ARHGEF6/aP1X-Protein durchgefuhrt
werden. Von weiterem Interesse war auch, ob die gleichzeitige Expression
verschiedener Rac1- bzw. Cdc42-Proteinvarianten Auswirkungen auf die subzellulare
Lokalisation dieses aberranten Proteins hat. Neben der Charakterisierung dieser
Strukturen sollte durch die Uberexpression weiterer ARHGEF6/aPIX-Proteinvarianten
untersucht werden, welche Rolle moglicherweise andere Domanen bei der
subzelluldren Lokalisation des Proteins spielen.

Von weiterem Interesse im Rahmen dieser Arbeit war die Verifizierung der im Hefe-
Zwei-Hybrid-System identifizierten Interaktion von ARHGEF6/aPIX mit FE65. Hierbei
sollten verschiedene biochemische Methoden angewandt werden, mittels derer auch
die fur die Interaktion notwendigen Proteindomanen bestimmt werden sollten. Die
Analyse der subzellularen Lokalisation beider Proteine sollte mogliche Hinweise auf die
Funktion dieser Interaktion geben, wobei aufgrund der starken Expression von FE65 im

Gehirn die Lokalisation im neuronalen Zellsystem von besonderem Interesse war.
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lll. Material und Methoden

1. Material

Reagenzien, Chemikalien und Enzyme wurden, sofern nicht anders angegeben, von folgenden
Firmen im Reinheitsgrad ,reinst* oder ,p.a.“ bezogen: BD Biosciences (Minchen), Biorad
(Minchen), Fermentas (St. Leon-Roth), Fluka (Neu-Ulm), GE Healthcare (Freiburg), Genomed
(Léhne), Invitrogen/Gibco (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Millipore (Eschborn), Molecular
Probes (Gottingen), Pierce/Perbio (Bonn), Promega (Mannheim), Qiagen (Hilden), Roche

(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma (Taufkirchen),

Laboratories (Burlingame, USA).

Stratagene (Heidelberg), Vector

1.1 Materialien fiir molekularbiologische Methoden

1 Kb DNA Leiter
100 Bp DNA-Leiter
ABI Prism Big Dye Terminator

Agarose

Alkalische Phosphatase

Ampicillin

Ethidiumbromid

Gateway LR Clonase Enzym Mix
JETQUICK PCR Product Purification Spin Kit
Kanamycinsulfat

Orange-G

pENTR Directional TOPO® Cloning Kit
PfuUltra™ HF DNA Polymerase
Qiagen Plasmid Maxi Kit

Qiagen Plasmid Midi Kit

Quick T4 DNA Ligase

Restriktionsendonukleasen

RNase A
T4 DNA Ligase

Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Applied Biosystems
(Weiterstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)
Roche (Mannheim)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)
Genomed (Lohne)
Fluka (Steinheim)
Sigma (Taufkirchen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Stratagene (Heidelberg)
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

New England Biolabs
(Frankfurt)

Promega (Mannheim)
Fermentas (St. Leon-Roth)
Roche (Mannheim)

Invitrogen (Karlsruhe)



I1l. Material und Methoden

20

1.2  Materialien fiir proteinbiochemische Methoden

Acrylamid/Bisacrylamid (AA/BAA, 30 %/0,8 %)
Ammoniumpersulfat (APS)

Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk
Bradford Protein Assay

Bromphenolblau

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tabletten

Coomassie® Brilliant Blue R 250

ECL Plus™ Western Blotting Detection Reagenzien

ECL™ Western Blotting Detection Reagenzien
Ezview "'Rot ANTI-FLAG®M2 Affinitats Gel
Glutathione Sepharose®4B

Hyperfilm ECL Roéntgenfilme
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natrium-Dodecylsulfat (SDS)

Nonidet P40 / Igepal

No-Weigh™ Dithiothreitol (DTT)

Pefabloc SC

Pepstatin

Phenylmethyl Sulphonyl Fluoride (PMSF)
Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (Tween 20)
Precision Plus Protein™ Standard

PVDF Western Blotting Membranen

Restore Western Blot Stripping Puffer
SimplyBlue™ Safe Stain

B-Mercaptoethanol

Triton X-100
Whatman-3MM-Chromatographie-Papier

Biorad (Minchen)

Sigma (Miinchen)

Biorad (Minchen)

Biorad (Mlnchen)

Sigma (Taufkirchen)
Roche (Mannheim)
Serva (Heidelberg)

GE Healthcare (Freiburg)
GE Healthcare (Freiburg)
Sigma (Taufkirchen)

GE Healthcare (Freiburg)
GE Healthcare (Freiburg)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)

ICN (Eschwege)
Pierce/Perbio (Bonn)
Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)
Sigma (Taufkirchen)
Biorad (Miinchen)

Roche (Mannheim)
Pierce (Bonn)

Invitrogen (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)

Whatman (Dassel)
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1.3  Materialien fiir zellbiologische Methoden

100 mm Polystyrol-Zellkulturschalen
10x Trypsin-EDTA (0,5 %)

12-Loch und 24-Loch-Platten fur die Zellkultur

Albumin aus Rinderserum (BSA)
Collagen-Lésung (Typ1)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM)

F-12 Nutrient Mixture (Ham)
Fotales Rinderserum (FBS)
Glassplattchen 13 mm und 18 mm
Lipofectamin"2000-Reagenz

LY 294002 (P13-Kinase Inhibitor)
Nerve growth factor-2,5S

(aus Glandula submaxillaris, Maus)
Optimem1 Transfektionsmedium
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Pferdeserum (HS)

Phosphatpuffer (PBS, pH 7,4)
Phosphatpuffer” (PBS*")
Poly-L-Lysin

Polyvinylalkohol 488 (Mowiol 488)
Propylgallate

RPMI 1640

TrypLE Express

VECTASHIELD® Mounting Medium Hard Set

Ziegen-Serum

Sarstedt (NuUrnbrecht)
Gibco (Karlsruhe)
Sarstedt (NUrnbrecht)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Assistent (Sontheim)
Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)
Gibco (Karlsruhe)
Sigma (Taufkirchen)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Sigma (Taufkirchen)
Fluka (Neu-Ulm)
Fluka (Neu-Uim)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Vector Laboratories
(Burlingame, USA)
Sigma (Taufkirchen)
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1.4 Sonstige Chemikalien
Bacto Tryptone

Borsaure

Calciumchlorid (CaCly)
di-Kaliumhydrogenphosphat (K;HPO,)
Ethanol (CH;CH,OH)
Ethylendinitrilotetraessisaure, Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA)
Glycin

Hefeextrakt

Isopropanol (C4H100)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kaliumhydroxid (KOH)

Lithiumsulfat (Li,SO,)
Magnesiumchlorid (MgCls,)
Magnesiumsulfat (MgSO,)

Methanol (CH;0H)

Natriumbicarbonat (NaHCO3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumhydroxid (NaOH)
Phosphorséaure (HzPOy,
Rubidiumchlorid (RbCl)
Salpetersaure (HNO;)

Salzsaure (HCI)

Tetraborat

Trichloressigsaure (TCA)

TRIZMA® BASE (Tris)

BD Pharmingen (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Baker (Deventer, NL)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
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1.5 Bakterienstamme

Tab. I: Verwendete Bakterienstamme
Angegeben sind jeweils der Name, die Eigenschaften und die Herkunft der verwendeten
Bakterienstdmme.
Name Eigenschaften Herkunft
DH10B F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80d/acZAM15 AlacX74 Invitrogen
deoR recA1 endA1 araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A- (Karlsruhe)
rpsL (Str) nupG
TOP10 F- A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80d/acZAM15 AlacX74 deoR Invitrogen
recA1 araD139 A(ara, leu)7697 galU galK rpsL (Str”) endA1  (Karlsruhe)

nupG

1.6 Zelllinien

Tab. ll: Verwendete Zelllinien

Angegeben sind jeweils der Name, die Eigenschaften, die Herkunft und eine Referenz der
verwendeten Zelllinien. (DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH; CLS = Cell Line Service; AG = Arbeitsgruppe)

Name Eigenschaften Herkunft Referenz
CHO-K1 Adharente Fibroblasten; Ovarien, DSMZ Puck et al., 1965
Chinesischer Hamster (Braunschweig)
AC 110
PC12 Schwach adhérente Zellen; CLS (Heidelberg) = Weber E et al.,
Ph&ochromocytom, Niere, Ratte 1976
COS7 Fibroblasten-ahnliche Zellen; Niere, DSMZ Gluzman et al.,

Afrikanische griine Meerkatze

Hela Adharente epithelienahnliche Zellen;
Cervix Karzinom, Mensch

(Braunschweig) 1981

AG Braulke, UKE | Gey et al., 1952;
(Hamburg) Scherer et al.,
1953
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1.7 Plasmide

1.7.1 Zur Verfiigung gestellte Konstrukte fiir die eukaryotische Expression

Tab. llI:

Angegeben sind jeweils der Name des Konstrukts, Eigenschaften des kodierten Proteins, die

Konstrukte fiir die eukaryotische Expression, die bereits vorlagen

Anzahl der Aminosauren sowie die Herkunft des Konstrukts.

Name Konstrukt Protein Amino-  Herkunft
sauren
aPIX pMT2SM-HA- Sfull length* aPIX (AF 2-776 AG Kutsche,
ARHGEF6/aPIX 207831) UKE, Hamburg
pMT2SM-HA- aPIX mit Deletion der  2-686 AG Kutsche,
ARHGEF6/aPIXACC CC-Domane UKE, Hamburg
pMT2SM-HA- aPIX mit deletierter 2-611 AG Kutsche,
ARHGEF6/aPIXAGBDACC @ GBD- und CC- UKE, Hamburg
Domane
pMT2SM-HA- oPIX mit deletierter 154-776 = AG Kutsche,
ARHGEF6/aPIXACH CH-Domaéne UKE, Hamburg
pMT2SM-HA- aPIX mit Deletion der  2-5,84-  AG Kutsche,
ARHGEF6/aPIXAAS56-83  Aminosauren 56-83 776 UKE, Hamburg
pMT2SM-HA- aPIX mit Deletion der | 2-240, AG Kutsche,
ARHGEF6/a.PIX-ADH DH-Domane 428-776  UKE, Hamburg
pFLAG-CMV4- Sfull length® aPIX (AF 2-777 AG Kutsche,
ARHGEF6/aPIX 207831) UKE, Hamburg
FE65 pFLAG-CMV4-DEST-FE65 @ ,full length® FE65 2-710 AG Kutsche,
(NM_001164) UKE, Hamburg
pDEST27-FE65 Hfull length* FE65 2-710 AG Kutsche,
(NM_001164) UKE, Hamburg
Rac1 pRK5-MYC-Rac1 Wildtyp-Rac1 2-192 A. Schmidt,
(NM_006908) London, UK
pRK5-FLAG-Rac1L61 Konstitutiv-aktives 2-192 A. Schmidt,
Rac1 mit Aminosdure- London, UK
austausch T61L
pRK5-MYC-Rac1N17 Dominant-negatives 2-192 A. Schmidt,
Rac1 mit Aminosdure- London, UK
austausch S17N
Cdc42 pRK5-MYC-Cdc42 Wildtyp-Cdc42 2-191 A. Schmidt,
(NM_044472) London, UK
pRK5-MYC-Cdc42L61 Konstitutiv-aktives 2-191 A. Schmidt,
Cdc42 mit Amino London, UK
saureaustausch T61L
pRK5-MYC-Cdc42N17 Dominant-negatives 2-191 A. Schmidt,
Cdc42 mit London, UK
Aminosaureaustausch
S17N
PAK1 pCMV6-MYC-PAK1 Sfull length* PAK1 1-545 G. Bokoch, San
(NM_002576) Diego, USA
BPAK pXJ40-HA-PAK3 Sfull length* PAK3 1-544 E. Manser,
(NM_019210) Singapur
BPIX pFLAG-CMV4-DEST- Sfull length® BPIX 2-646 AG Kutsche,

ARHGEF7/BPIX

UKE, Hamburg
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Name Konstrukt Eigenschaften Amino-  Herkunft
sauren
GIT pBK(A)-GIT1-FLAG »full length® GIT1 1-771 R.T. Premont,
USA
B-Parvin  PFLAG-CMV4-DEST- Jfull length® -Parvin 2-365 AG Kutsche,

PARVB

(AF237769) UKE, Hamburg

1.7.2 Zur Verfiigung gestellte Eingangskonstrukte fiir das GATEWAY ™-System

Tab. IV:

Angegeben sind jeweils der Name des Konstrukts, seine Eigenschaften, die Anzahl der
kodierten Aminosauren sowie die Herkunft des Konstrukts.

Eingangskonstrukte fiir das GATEWAY ™-System, die bereits vorhanden waren

Name Konstrukt Eigenschaften Amino- Herkunft
sauren

aPIX pENTR/D-TOPO- Sfull length” oPIX (AF = 2-776 AG Kutsche,
ARHGEF6/aPIX 207831) UKE, Hamburg
pENTR/D-TOPO- aPIX mit Deletion der = 2-55; AG Kutsche,
ARHGEF6/a.PIXAAS56-83 Aminosauren 56-83 84-776  UKE, Hamburg
pENTR/D-TOPO- oPIX mit deletierter 2-157, AG Kutsche,
ARHGEF6/aPIXASH3 SH3-Domane 223-776 = UKE, Hamburg

FE65 pENTR/D-TOPO-FEG5 »full length* FE65 2-710 AG Kutsche,

(NM_001164) UKE, Hamburg

1.7.3 Ausgangsvektoren fiir Klonierungen

Tab. V:

Angegeben sind jeweils die Vektorfunktion, der Name, die Eigenschaften, die Herkunft der
Vektoren und falls bekannt, Referenzen.

Ausgangsvektoren zur Herstellung neuer Konstrukte

Vektorfunktion @ Name Eigenschaften Herkunft Referenzen
Eukaryotische  PMT2SM-HA Amp', HA-Epitop = Reza M. Kaufman et
Expressions- Ahmadian al., 1987
vektoren (Dortmund)
pFLAG-CMV-4 Amp', Neo', Sigma
FLAG-Epitop (Taufkirchen)
GATEWAY™- pFLAG-CMV4-DEST = Amp', Neo', AG Kutsche,
Vektoren FLAG-Epitop UKE, Hamburg
PMT2SM-HA-DEST  Amp', HA-Epitop =~ AG Kutsche,
UKE, Hamburg
pDEST27 Amp’, Cm’, Invitrogen
ccdB,GST- (Karlsruhe)
Epitop
pDEST53 Amp’, Cm’, Invitrogen
ccdB,GFP- (Karlsruhe)
Epitop
pENTR/D-TOPO Km', ccdB Invitrogen

(Karlsruhe)




I1l. Material und Methoden

26

1.7.4 Mit Hilfe der GATEWAY ™-Technologie hergestellte Eingangskonstrukte

Tab. VI:

Mittels Topoisomerase-Reaktion hergestellte GATEWAY ™-Eingangskonstrukte

Angegeben sind jeweils der Name des Konstrukts, die zur Vervielfaltigung mittels PCR

verwendeten Oligonukleotide,

Aminosauren.

das Template fir die PCR und die Anzahl der kodierten

Name Konstrukt Oligonukleotide Template Aminosauren

oPIX PENTR/D-TOPO- aPIX-fC-pET pMT2SM-HA- 2-685
ARHGEF6/aPIXACC aPIX_dCC_R_Topo ARHGEF6/0PIXACC
pENTR/D-TOPO- aPIX-rCpET pMT2SM-HA- 154-776
ARHGEF6/aPIXACH aPIXdCH_F_Topo ARHGEF6/aPIXACH
pENTR/D-TOPO- aPIX-fC-pET pMT2SM-HA- 2-776
ARHGEF6/0PIX-DN aPIX-rCpET ARHGEF6/0PIX-DN
pENTR/D-TOPO- aPIX-fC-pET pMT2SM-HA- 2-607, 682-
ARHGEF6/aPIXAGBD aPIX-rCpET ARHGEF6/aPIXAGBD | 776
pENTR/D-TOPO- aPIX-fC-pET pMT2SM-HA- 2-443, 559-
ARHGEF6/aPIXAPH aPIX-rCpET ARHGEF6/aPIXAPH 776
pENTR/D-TOPO- aPIX-fC-pET pMT2SM-HA- 2-240, 428-
ARHGEF6/aPIXADH aPIX-rCpET ARHGEF6/aPIXADH 776

FE65 PENTR/D-TOPO- FE65-F1-Topo pENTR/D-TOPO®-FE65 2-305
FE65 N-WW FE65-R3-Topo
pENTR/D-TOPO- FE65-F3-Topo pENTR/D-TOPO®-FE65 524-710
FE65 C PTB1+2 FE65-R1-Topo
pENTR/D-TOPO- FE65-WW-F2-Topo pENTR/D-TOPO®-FE65 238-297
FE65 WW FE65-WW-R2-Topo
pENTR/D-TOPO- FE65-WW-F2-Topo pENTR/D—TOPO®-FE65 238-710
FE65 AN FE65-R1-Topo
pENTR/D-TOPO- FE65-F1-Topo pENTR/D-TOPO®-FE65 2-254
FE65 N FE65-N-R6-Topo1
pENTR/D-TOPO- FE65-F1-Topo pENTR/D-TOPO®-FE65 2-142
FE65_ N1 FE65-N-R7-Topo1
pENTR/D-TOPO- FE65-N-F6-Topo pENTR/D-TOPO®-FE65 136-254
FE65 N2 FE65-R6-Topo1
pENTR/D-TOPO- FE65 N _F7-Topo pENTR/D—TOPO®-FE65 67-215
FEG5 N3 FE65 N-R8-Topo
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1.7.5 Hergestellte Konstrukte fur die eukaryotische Expression

Tab. VII: Konstrukte fiir die eukaryotische Expression

Die Klonierung dieser Konstrukte erfolgte durch Restriktion und anschlieBende Ligation.
Angegeben sind jeweils der Name des Konstrukts, die fir die PCR eingesetzten
Oligonukleotide und Templates sowie die Anzahl der kodierten Aminosauren. Fir das Template
ist die Eintragsnummer fur die Datenbank GenBank bzw. das als Template benutzte Plasmid

angegeben. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden jeweils aufgereinigt, durch
Restriktionsenzyme geschnitten und in den Vektor ligiert.
Konstrukt Oligonukleotide Template Amino-
(Genbank) sauren
pMT2SM-HA- aPIXf.l.-Notl-pMT2SMHA KIAAO0006 2-443,
ARHGEF6/aPIXAPH aPIX-dPH-rev2 (D25304) 5569-776
aPIX-Cter-EcoRI-pMT2SMHA
aPIX-dPH-fw
pMT2SM-HA- aPIXf.l.-Notl-pMT2SMHA KIAA0006 2-157,
ARHGEF6/aPIXASH3 aPIX-dSH3-rev1 (D25304) 223-776
aPI1X-Cter-EcoRI-pMT2SMHA
aPIX-dSH3-fw
pMT2SM-HA- aPIXf.l.-Notl-pMT2SMHA KIAA0006 2-607,
ARHGEF6/aPIXAGBD aPIX-dGBD-rev1 (D25304) 682-776

aPIX-Cter-EcoRI-pMT2SMHA

aPIX-dGBD-fw

1.7.6 Mit Hilfe der GATEWAY ™-Technologie hergestellte Zielkonstrukte

Tab. VIII: Mithilfe der GATEWAY™-Technologie hergestellte Zielkonstrukte fiir die
Expression in eukaryotischen Zellen

Angegeben sind jeweils die

Bezeichnung des

Konstrukts, die

Ausgangskonstrukt sowie die Anzahl der Aminosauren.

Herstellung, das

Name Konstrukt Herstellung Amino-
sauren
aPIX  PFLAG-CMV4-DEST- Rekombination aus pENTR/D-Topo- 2-685
ARHGEF6/aPIXACC ARHGEF6/aPIXACC
pFLAG-CMV4-DEST- Rekombination aus pENTR/D-Topo- 153-776
ARHGEF6/aPIXACH ARHGEF6/aPIXACH
pFLAG-CMV4-DEST- Rekombination aus pENTR/D-Topo- 2-776
ARHGEF6/a.PIX-DN ARHGEF6/aPIX-DN
pFLAG-CMV4-DEST- Rekombination aus pENTR/D-Topo- 2-607,
ARHGEF6/aPIXAGBD ARHGEF6/aPIXAGBD 682-777
pFLAG-CMV4-DEST- Rekombination aus pENTR/D-Topo- 2-443,
ARHGEF6/aPIXAPH ARHGEF6/aPIXAPH 559-776
pFLAG-CMV4-DEST- Rekombination aus pENTR/D-Topo- 2-157,
ARHGEF6/a.PIXASH3 ARHGEF6/aPIXASH3 223-776
pFLAG-CMV4-DEST- Rekombination aus pENTR/D-Topo- 2-241,
ARHGEF6/aPIXADH ARHGEF6/a.PIXADH 428-776
pFLAG-CMV4-DEST- Rekombination aus pENTR/D-Topo- 2-55,
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 =~ ARHGEF6/0PIXAAS56-83 84-776
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Name Konstrukt Herstellung Amino-
sauren
pDEST53- ARHGEF6/aPIX = Rekombination aus pENTR/D-Topo- 2-776
ARHGEF6/aPIX
FE65 PDEST27-FE65_N-WW Rekombination aus pENTR/D-Topo- 2-305
FE65_ N-Ww
pDEST27-FE65 WW Rekombination aus pENTR/D-Topo- 238-297
FE65 WW
pDEST27- Rekombination aus pENTR/D-Topo- 524-710
FE65_C_PTB1+2 FE65_C_PTB1+2
pDEST27-FE65_AN Rekombination aus pENTR/D-Topo- 238-710
FEG65_AN
pDEST27-FE65 N Rekombination aus pENTR/D-Topo- 2-254
FE65 N
pDEST27-FEG5 N1 Rekombination aus pENTR/D-Topo- 2-142
FE65_N1
pDEST27-FE65 N2 Rekombination aus pENTR/D-Topo- 136-254
FE65_N2
pDEST27-FE65_N3 Rekombination aus pENTR/D-Topo- 67-215
FE65_N3
pMT2SM-HA-DEST-FEG5 Rekombination aus pENTR/D-Topo-FE65 2-711
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1.8

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firm Sigma oder MWG bezogen. Die zur

Oligonukleotide

Generierung von cDNA-Fragmenten fiir Klonierungen verwendeten Oligonukleotide wurden
durch HPLC (,high pressure liquid chromatography“) aufgereinigt. Oligonukleotide zur DNA-
Sequenzierung wurden entsalzt. Vor Verwendung wurden die lyophylisierten Oligonukleotide in
1x TE geldst und entsprechend den Herstellerangaben auf eine Konzentration von 100 pmol/pl

eingestellt. Fir den Gebrauch wurden aus diesen Stammldsungen mit H,O bidest.

Gebrauchslésungen mit einer Endkonzentration von 10 pmol/ul hergestellt.

1.8.1

Oligonukleotide fiir Klonierungen

Tab. IX: Verwendete Oligonukleotide fiir Klonierungen

Name Sequenz Herkunft

aPIXf.l.-Notl- 5-GAAAAAAGCGGCCGCAAATCCAGAAGAACAAATCG | AG Kutsche,

pMT2SMHA TGACATGG-3 Hamburg

aPIX-Cter-EcoRI- = 5-CCGGAATTCCTCATTATGGAAGAATTGAGGTCTTG @ AG Kutsche,

pMT2SMHA CTAC-3 Hamburg

aPIX-dGBD-fw 5-AGACCATCAGCAGCACTAGGTGATTCCATTCCACA  Diese Arbeit
AGTCCTACTCCCTGAG-3

aPIX-dGBD-revl = 5-AGGGAGTAGGACTTGTGGAATGGAATCACCTAGTG @ Diese Arbeit
CTGCTGATGGTCTAAGTGGAG-3

aPIX-dPH-fw 5-CAGGCATGGGAAGGAGAAGATACCTCATCGTCATC @ Diese Arbeit
ATGTAGTGCT-3

aPIX-dPH-rev2 5-TGATGTACTACTGCTACTCCATAGAAGAGGAAGGG @ Diese Arbeit
TACGGACTTATCCAAG-3

aPIX-dSH3-fw 5-TCAAAGACAGTGGAGATGACGGAACCTCTCTCCCC @ Diese Arbeit
AAAAGCCGTCAAAGGA-3’

aPIX-dSH3-rev1 5-TTTGACGGCTTTTGGGGAGAGAGGTTCCGTCATCT  Diese Arbeit
CCACTGTCTTTGACTGCCTTTGC-3

aPIX-fC-pET 5-CACCAATCCAGAAGAACAAATCGTGACATGG-3 AG Kutsche,

Hamburg
aPIX-rCpET 5-TCATTATGGAAGAATTGAGGTCTTGCTAC-3’ AG Kutsche,
Hamburg

aPIXdCH_F_ 5-CACCATGACGGAAAATGGAAGTCATCAG-3 Diese Arbeit

Topo

aPIX_dCC_R_ 5-TCATTATGGAATGGAATCTTTTCGAGTACT-3 Diese Arbeit

Topo

FE65-F1-Topo 5-CACCTCTGTTCCATCATCACTGAGCCAG-3 Diese Arbeit

FE65-WW-F2- 5-CACCGAGGACACAGATTCCTTCTGGAA C-3 Diese Arbeit

Topo

FE65-F3-Topo 5-CACCTGGAAGGATGAACCCAGTGATGAG-3’ Diese Arbeit

FEB65-N-F6-Topo  5-CACCCTGATCATCAGCACTCAAGAGCAG-3’ Diese Arbeit
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Name Sequenz Herkunft

FE65 N_F7- 5-CACCAAGTGGCTAAAAGAGGGCCAGAAC-3 Diese Arbeit

Topo

FE65-R1-Topo 5-TCATTATCATGGGGTATGGGCCCCCAGCCG-3’ Diese Arbeit

FE65-WW-R2- 5-TCATTAAAAACCTGTCCAGGTGAGCTGGGA-3 Diese Arbeit

Topo

FE65-R3-Topo 5-TCATTATTCCTTCAGTCCCAGCTCCATTGG-3 Diese Arbeit

FE65-N-R6- 5-TCATTAGTCGGAATCCGTCTCGAAGGCGTTG-3 Diese Arbeit

Topo1

FE65-N-R7- 5-TCATTATTGAGTGCTGATGATCAGGCCAGG-3’ Diese Arbeit

Topo1

FE65_N-R8-Topo @ 5-TCATTAACTGTTCCGCATGCCAAACAGGAG-3’ Diese Arbeit

1.8.2 Oligonukleotide fiir Klonierungen

Tab. X: Verwendete Oligonukleotide fiir Klonierungen

Name Sequenz Herkunft

aPIXf.l.-Notl- 5-GAAAAAAGCGGCCGCAAATCCAGAAGAACAAATCG  AG Kutsche,

pMT2SMHA TGACATGG-3 Hamburg

aPIX-Cter-EcoRI- 5-CCGGAATTCCTCATTATGGAAGAATTGAGGTCTTG @ AG Kutsche,

pMT2SMHA CTAC-3 Hamburg

aPIX-dGBD-fw 5-AGACCATCAGCAGCACTAGGTGATTCCATTCCACA  Diese Arbeit
AGTCCTACTCCCTGAG-3’

aPIX-dGBD-revl = 5-AGGGAGTAGGACTTGTGGAATGGAATCACCTAGTG  Diese Arbeit
CTGCTGATGGTCTAAGTGGAG-3

aPIX-dPH-fw 5-CAGGCATGGGAAGGAGAAGATACCTCATCGTCATC  Diese Arbeit
ATGTAGTGCT-3

aPIX-dPH-rev2 5-TGATGTACTACTGCTACTCCATAGAAGAGGAAGGG  Diese Arbeit
TACGGACTTATCCAAG-3

aPIX-dSH3-fw 5-TCAAAGACAGTGGAGATGACGGAACCTCTCTCCCC @ Diese Arbeit
AAAAGCCGTCAAAGGA-3’

aPIX-dSH3-rev1 5-TTTGACGGCTTTTGGGGAGAGAGGTTCCGTCATCT  Diese Arbeit
CCACTGTCTTTGACTGCCTTTGC-3

aPIX-fC-pET 5-CACCAATCCAGAAGAACAAATCGTGACATGG-3 AG Kutsche,

Hamburg
aPIX-rCpET 5-TCATTATGGAAGAATTGAGGTCTTGCTAC-3 AG Kutsche,
Hamburg

aPIXdCH_F_ 5-CACCATGACGGAAAATGGAAGTCATCAG-3’ Diese Arbeit

Topo

aPIX_dCC_R_ 5-TCATTATGGAATGGAATCTTTTCGAGTACT-3’ Diese Arbeit

Topo

FE65-F1-Topo 5-CACCTCTGTTCCATCATCACTGAGCCAG-3’ Diese Arbeit

E65-WW-F2- 5-CACCGAGGACACAGATTCCTTCTGGAA C-3 Diese Arbeit

Topo

FE65-F3-Topo 5-CACCTGGAAGGATGAACCCAGTGATGAG-3 Diese Arbeit

FE65-N-F6-Topo 5-CACCCTGATCATCAGCACTCAAGAGCAG-3 Diese Arbeit

FE65 N_F7- 5-CACCAAGTGGCTAAAAGAGGGCCAGAAC-3 Diese Arbeit

Topo

FE65-R1-Topo 5-TCATTATCATGGGGTATGGGCCCCCAGCCG-3 Diese Arbeit

FE65-WW-R2- 5-TCATTAAAAACCTGTCCAGGTGAGCTGGGA-3’ Diese Arbeit

Topo

FE65-R3-Topo 5-TCATTATTCCTTCAGTCCCAGCTCCATTGG-3 Diese Arbeit




I1l. Material und Methoden

31

Name Sequenz Herkunft
FE65-N-R6- 5-TCATTAGTCGGAATCCGTCTCGAAGGCGTTG-3 Diese Arbeit
Topo1

FEB65-N-R7- 5-TCATTATTGAGTGCTGATGATCAGGCCAGG-3’ Diese Arbeit
Topo1

FE65 N-R8-Topo | 5-TCATTAACTGTTCCGCATGCCAAACAGGAG-3 Diese Arbeit

1.8.3 Oligonukleotide fiir Sequenzierungen

Tab. XI: Verwendete Oligonukleotide fiir Sequenzierungen

Name Sequenz Herkunft

pMT2_seq 5-CACTCCCAGGTCCAACTGCATAAG-3 AG Kutsche, Hamburg
pFLAG-CMV-N | 5-AATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGAC AG Kutsche, Hamburg

GC-3

pFLAG-CMV-C  5-TATTAGGACAAGGCTGGTGGGCAC-3 AG Kutsche, Hamburg
pDEST-N 5-GCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAG-3 AG Kutsche, Hamburg
pDEST-C 5-CCAGTCACGACGTTGTAAAACGACG-% AG Kutsche, Hamburg
c-KIA 16 5-CTATCAGAAAGACCATGTGGACG-3' AG Kutsche, Hamburg
KIA 40 5-AGAGACCTCTCTCCCCAAAAGCC-3 AG Kutsche, Hamburg
KIA 28frag 5-GATGAGTTGGAACAATTCATGG-3 AG Kutsche, Hamburg
KIA 20 5-CGAACCTATTCAGGCATGGGAAG-3 AG Kutsche, Hamburg
KIA 13 5-CAATAGCAGGAACGGTGGGTGAC-3 AG Kutsche, Hamburg
KIA9 5-CAGCAGCACTAGGTTATAAAGAG-3’ AG Kutsche, Hamburg
KIA 6 5-CATCATTGAAGAAACCAGAAGC-3 AG Kutsche, Hamburg
KIA 49 5-GCTTTGTTGACAGCTAAAAGAGTACTCAG-3 | AG Kutsche, Hamburg
FE65-1 5-GCTGACCCAGATGCTCAAGTGCCACG-3; AG Kutsche, Hamburg
FE65-2 5-CGTGGGCAGAGATGTCCACACGTTTGC-3’ AG Kutsche, Hamburg
FE65-3 5-CTGACCAGGCCCTGCCAATGCCAAC-3 AG Kutsche, Hamburg
FE65-4 5-GCTGCCTGAGCCCCTGGAGAGTGTGG-3’ AG Kutsche, Hamburg
FE65-5 5-GACCTTCCCAGCTCAGAGCTTCAGC-3 AG Kutsche, Hamburg
FEG5-6rev 5-CCACACTCTCCAGGGGCTCAG-3 AG Kutsche, Hamburg
FEG65-7rev 5-CCAGAAGGAATCTGTGTCCTCTG-3 AG Kutsche, Hamburg
PAK1-1 5-GCTTGCTTCAGACATCAAATATCAC-3 AG Kutsche, Hamburg
PAK1-2 5-CACTCCAACTCGGGACGTGGCTAC-3 AG Kutsche, Hamburg
PAK1-3 5-CAAGACCCCAAACATTGTGAATTAC-3’ AG Kutsche, Hamburg
PAK1-4 5-GGAACCCCATACTGGATGGCCCCAG-3 AG Kutsche, Hamburg
PAK1-5 5-GAGAAGAGAGGTTCAGCTAAAGAG-3 AG Kutsche, Hamburg
M13 uni 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3 AG Kutsche, Hamburg
M13 rev 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3 AG Kutsche, Hamburg
cDNAT7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3 AG Kutsche, Hamburg




I1l. Material und Methoden 32

1.9 Antikorper

1.9.1 Primarantikorper

Tab. XII:

Angegeben sind die Bezeichnung des Antikdrpers, das Immunogen, das zur Immunisierung
verwendete Tier sowie die Bezugsfirma. In den Experimenten eingesetzte Verdiinnungen sind

Verwendete Primarantikorper

fir Western-Blot (WB) und/oder Immunfluoreszenz (IF) beschrieben.

Antikorper Antigen Tier Verdiinnung Hersteller
anti-HA Hamagglutinin des Kaninchen  IF 1:300 Sigma (Taufkirchen)
humanen Influenza-
Virus
anti-HA Hamagglutinin des Maus IF 1:1000 Eurogentec
humanen Influenza- (Seraing)
Virus
anti-FLAGM2 | synthetisches Flag- Maus IF 1:200 Sigma (Taufkirchen)
monoklonaler = Peptid
Antikérper
anti-FlagM2 synthetisches Flag- Kaninchen  IF 1:100 Sigma (Taufkirchen)
polyklonaler Peptid
Antikdrper
anti-Fe65 murines Fe65 Maus WB 1:1000 Biomol (Hamburg)
IF 1:500
anti-EEA1 humanes EEA1 Maus IF 1:100 BD (Heidelberg)
anti-Adaptiny murines Adaptin y Maus IF 1:100 BD (Heidelberg)
anti-Adaptina. = murines Adaptin o Maus IF 1:100 BD (Heidelberg)
anti-6SA4 Humanes Adaptin & Maus IF 1:100 Hybridoma Bank
(lowa, USA)
anti-LAMP-1 humanes Lamp1 Maus IF 1:100 Hybridoma Bank
(lowa, USA)
anti-LAMP-2 humanes Lamp2 Maus IF 1:100 Hybridoma Bank
(lowa, USA)
anti-Rac1 humanes Rac1 Maus IF 1:100 Biomol (Hamburg)
anti-Cdc42 humanes Cdc42 Maus IF 1:100 BD (Heidelberg)
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1.9.2 Sekundarantikorper und Farbstoffe

Tab. Xlll: Angewandte Sekundarantikorper und Farbstoffe

Angegeben sind die Bezeichnung des Antikopers bzw. Toxins, das Antigen und Konjugat, das
zur Immunisierung verwendete Tier sowie die Bezugsfirma. Die in den Experimenten

eingesetzten Verdunnungen sind fir Western-Blot (WB) und Immunfluoreszenz (IF)

beschrieben.

Antikorper/ Antigen/Toxin Konjugat Tier Verdiin- Hersteller

Toxin hung

anti-HA-HRP,  humanes Meerrettich- = Ratte WB 1:4000 Roche

High Affinity Hamagglutinin Peroxidase (Mannheim)

(3F10)

anti-GST-HRP | Glutahion-S- Meerrettich- = Ziege = WB 1:5000 @ Amersham
Transferase Peroxidase Biosciences
(Schistosoma (Freiburg)
mansoni)

anti-FLAGM2- = synthetisches FLAG- Meerrettich- Maus = WB1:4000  Sigma

Peroxidase Peptid Peroxidase (Taufkirchen)

anti-HA- humanes Fluorescein Ratte IF 1:25 Roche

Fluorescein Hamagglutinin (Mannheim)

High Affinity

(3F10)

anti-FLAGM2- = synthetisches FLAG- = Cyanin 3 Maus  IF 1:200 Sigma

Cy3 Peptid (Taufkirchen)

anti-FLAGM2- = synthetisches FLAG- | Fluorescein Maus IF 1:200 Sigma

Fluorescein Peptid (Taufkirchen)

anti-MYC-Cy3  humanes p62 c-myc  Cyanin 3 Maus  IF 1:200 Sigma

(Taufkirchen)

AlexaFluor- Kaninchen Immun- Alexa-Fluor- | Ziege IF 1:1000 Molecular

546 Ziege- globuline 546 Probes

anti- (Karlsruhe)

Kaninchen

AlexaFluor- Kaninchen Immun- Alexa-Fluor- = Ziege IF 1:1000 Molecular

488 Ziege- globuline 488 Probes

anti- (Karlsruhe)

Kaninchen

AlexaFluor- Maus Immun- Alexa-Fluor- | Ziege IF 1:1000 Molecular

546 Ziege- globuline 546 Probes

anti-Maus (Karlsruhe)

AlexaFluor- Maus Immun- Alexa-Fluor- = Ziege IF 1:1000 Molecular

488 Ziege- globuline 488 Probes

anti-Maus (Karlsruhe)

TexasRot- Phallotoxin (Amanita = Texas Red - IF 1:40 Molecular

Phalloidin phalloides) Probes

(Karlsruhe)
MFP488- Phallotoxin (Amanita = MFP488 - IF 1:40 MoBiTec
Phalloidin phalloides) (Géttingen)




I1l. Material und Methoden 34

2. Molekularbiologische Methoden

21 Anzucht von E.coli

Fir die Anzucht von E.coli wurden je nach Bedarf unterschiedliche Mengen LB-Medium mit
Einzelkolonien von einer Agar-Platte oder mit Aliquots aus einer Flissig-Vorkultur (1:50 bis
1:100 Verdunnung) beimpft und Gber Nacht (UN) bei 37°C und 220 Upm im Schittelinkubator
inkubiert. Zur Langzeit-Lagerung der Kulturen bei —80°C wurden UN-Kulturen von E.coli im

Verhaltnis 1:5 mit 100 % sterilem Glycerin versetzt.

LB-Medium (Luria Bertani)

flissig (1.000 ml): 10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; pH 7 einstellen;
autoklavieren und je nach Bedarf Antibiotikum
dazugeben

Agar (1.000 ml): 10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; 15 g Agar; pH 7
einstellen; autoklavieren und je nach Bedarf Antibiotikum
dazugeben

Antibiotikakonzentrationen flir

E.coli-Medien und -Agar: Ampicillin 150 pyg/ml; Kanamycin 25 pg/ml

2.2 Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Zellen fur die
Transformation

Kompetente Bakterien (DH10B) wurden nach der Rubidium-Chlorid-Methode erzeugt. Dazu
wurden 2 ml yB-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und UN bei 37°C geschittelt. Von
dieser Kultur wurde 1 ml in 100 ml yB-Medium verdinnt und bis zu einer optischen Dichte (OD)
von 0,3-0,4 bei 550 nm kultiviert. Aus dieser Kultur wurden 5 ml entnommen, erneut 100 ml wB-
Medium angeimpft und bis zu einer ODs5,=0,3-0,4 bei 37°C und 200 Upm inkubiert. Danach
wurde die Bakteriensuspension fir 5 min in Eiswasser abgekuhlt und fur weitere 8 min bei 4°C
und 2.500 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die pelletierten Bakterien in 15
ml eiskaltem Puffer TfBl resuspendiert und 30 min in Eiswasser inkubiert. Nach einem erneuten
Zentrifugationsschritt von 8 min bei 2.500 Upm und 4°C wurden die Zellen in 2 ml eiskaltem
Puffer TfBIl resuspendiert, auf 100 pl Aliquots aufgeteilt und in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten Bakterien erfolgte bei -80°C.

wB-Medium (1.000 ml): 5 g Hefeextrakt; 20 g Trypton; 0,75 g KCI; pH7,6
einstellen mit KOH; autoklavieren; 34 ml steril filtriertes
MgSO, dazugeben

TfBI-Puffer (500 ml): 6,05 g RbCl; 4,95 g MnCly; 1,47 g Kaliumacetat; 0,74 g

CaCl,; 75 ml Glycerol; pH 5,8 mit 0,2 M Essigsaure
einstellen; steril filtrieren und bei 5°C lagern

TfBII-Puffer (100 ml): 10 ml MOPS (100 mM, pH 7); 0,12 g RbCI; 1,1 g CaCly;
15 ml Glycerol; pH 8 mit KOH einstellen; steril filtrieren
und bei 5°C im Dunkeln lagern
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2.3 Transformation kompetenter E.coli-Zellen mit Plasmid-DNA

Fir die Transformation von E.coli wurden jeweils 100 yl chemisch kompetente Bakterien pro
Ansatz auf Eis aufgetaut und mit 10-300 ng DNA versetzt. Nach 30 min Inkubation auf Eis
erfolgte ein Temperaturschock von 42°C fir 60-90 s. Danach wurde der Ansatz fur 5 min auf
Eis abgekuhlt. Nach Zugabe von 700 yl SOC-Medium wurde die Suspension fur 1 h bei 37°C
inkubiert und anschlieBend auf selektiven LB-Agarplatten ausplattiert. Diese wurden dann UGN in

einem Brutschrank bei 37°C inkubiert.

SOC-Medium (1.000 ml): 20 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 0,5 g NaCl; mit H,O bidest.
auf 970 ml auffiillen; pH 7 einstellen; autoklavieren;
Zugabe von jeweils 10 ml sterilfiltrietem 1 M MgSOQy,,
1 M MgCl, und 40 % Glukose

24 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

241 Minipraparation

Fir analytische Zwecke wurde Plasmid-DNA mittels der Minipraparations-Methode (Birnboim
und Doly, 1979) isoliert, welche auf dem Prinzip der alkalischen Lyse beruht. Fir die Isolierung
von Plasmid-DNA aus E.coli wurden 2 ml Kultur GN angezogen. 1,5 ml dieser Kultur wurden fir
5 min bei 8.000 Upm abzentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 100 pl kalter Lésung |
durch Vortexen resuspendiert. Danach wurde 200 pl Ldsung Il zugegeben und durch
mehrmaliges Invertieren gemischt. Nach Inkubation fir 5 min bei Raumtemperatur erfolgte die
Zugabe von 300 pl Lésung lll. Der Ansatz wurde gut gemischt, fir 5-10 min auf Eis inkubiert
und erneut 5 min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand mit der Plasmid-DNA wurde in
ein neues Gefal} tberfuhrt, die Plasmid-DNA mit 350 pl Isopropanol gefallt und anschliefsend 5
min bei 13.000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Um aus dem Plasmid-
DNA-Sediment die gleichzeitig isolierte RNA zu eliminieren, wurde dieses mit 100 pyl TE/RNase-
Puffer versetzt und 10-15 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 120 uyl 88 %
Isopropanol/0,2 M K-Acetat, vortexen und 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Plasmid-DNA erneut gefallt. Der Ansatz wurde noch einmal fir 5 min bei 13.000 Upm
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet 5-10 min bei 37°C getrocknet.
Schliellich wurde die isolierte Plasmid-DNA in H,O bidest. aufgenommen und bei -20°C

gelagert.

Loésung I: 50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCI, pH 8; 10 mM EDTA
Loésung Il: 0,2 N NaOH; 1 % SDS

Loésung lll: 4 M Kaliumacetat; 2 M Essigsaure

1x TE: 10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 7,5

TE/RNase-Puffer: 100 pg/ml RNase Ain 1x TE
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2.4.2 Maxi- und Midipraparation

Plasmid-DNA zur Transfektion eukaryotischer Zellen oder Langzeit-Lagerung wurde nach der
alkalischen Lyse der Zellen durch lonenaustausch-Chromatografie mit den Materialien und laut
Herstellerangaben (Qiagen) aufgereinigt. Es wurden sowohl Maxi- als auch Midi-Praparationen
durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde in H,O bidest. resuspendiert und bei —20°C aufbewahrt.

2.5 Restriktion von DNA (Smith und Birnstiel, 1976)

Restriktionsenzyme spalten DNA durch Hydrolyse des Desoxyribose-Phosphat-Rickgrats an
spezifischen Erkennungssequenzen. Endonukleasen vom Typ |l erkennen spezifische
palindromische DNA-Sequenzen bestehend aus 4-8 Nukleotiden, und schneiden diese in
Anwesenheit von MgCl,. Sie erzeugen dabei enzymabhangig einzelstrangige, Uberstehende
(,,sticky*) oder doppelstrangige, glatte (,,blunt“) Enden. Die enzymatische Hydrolyse von DNA
wurde mit Enzymen der Firmen Promega, Fermentas oder New England Biolabs (NEB)
durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen fir die Restriktionsendonukleasen wurden den
Herstellerangaben entsprechend gewahlt. Doppelrestriktionen erfolgten bei identischen
Bedingungen (Puffer und Temperatur) gleichzeitig, bei unterschiedlichen Bedingungen
nacheinander. Pro Ansatz wurden fiir analytische Zwecke 0,2-1 ug und flr praparative Zwecke
1-3 ug DNA bei einem Reaktionsvolumen von 20 ul und 0,5-1 U Enzym pro ug DNA eingesetzt.

Die Analyse der Restriktionen erfolgte mittels horizontaler Agarosegelelektrophorese.

2.6 Dephosphorylierung von 5’-Phosphat-DNA-Enden

Durch die Dephosphorylierung vektorieller DNA-Enden wird die Rezirkularisierung der durch
Restriktionsenzyme gespaltenen Vektor-DNA unterbunden, wodurch sich die in-vitro-
Neukombination von DNA-Fragmenten steigert. Es wurde eine alkalische Phosphatase aus
Kalberdarm der Firma Roche und der zugehoérige Reaktionspuffer verwendet. Bei einem
Reaktionsvolumen von 30 pl wurde 1 pug DNA mit 3 pl 10x Puffer und 2 pl alkalischer
Phosphatase versetzt und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Zur Enzyminaktivierung erfolgte eine

weitere Inkubation des Ansatzes bei 65°C fiir 20 min.

2.7 Ligation von DNA

Zur Verknipfung von DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase verwendet. Zwischen den
freien 3-OH- und 5°-PO,4-Gruppen der Molekilenden werden Esterbindungen geknipft. Durch
diese Reaktion kénnen DNA-Fragmente in Plasmide eingefihrt und kovalent verbunden
werden. Die Vektor-DNA sollte fur die Ligation in dephosphoryliertem Zustand vorliegen,
dagegen muss die Insert-DNA an ihren Enden Phosphatgruppen aufweisen. Fir eine Ligation
wurde die durch Restriktionsenzyme linearisierte Vektor-DNA zusammen mit einem 3- bis 5-
fach molaren Uberschuss eines entsprechend geschnittenen DNA-Fragments eingesetzt. Die
Ligationsreaktion erfolgte mittels 1 U T4-DNA-Ligase und Ligasepuffer bei 16°C UN oder durch
Verwendung von 1 U Quick T4-DNA-Ligase und Ligasepuffer (NEB) bei Raumtemperatur fur

20 min nach Herstellerangaben.
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2.8 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung von DNA-Konzentrationen erfolgte durch Bestimmung der Absorption (A) bei
260 nm. Die Messung erfolgte in Quarzkivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm. Eine
Absorptionseinheit entspricht dabei 50 mg/ml DNA. Die Bestimmung der Absorption bei 280 nm
und die Bildung des Quotienten aus beiden Werten gibt einen Anhaltspunkt bezlglich der
Reinheit der Praparation. Eine ausreichend reine Praparation sollte einen Quotienten
A260/A280 von 1,8 - 2,0 aufweisen.

2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Megaprime-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, ,polymerase chain reaction®) ist ein in vitro-Verfahren zur
selektiven Vervielfaltigung von DNA. Hierflr werden hitzestabile DNA-Polymerasen sowie zwei
Startoligonukleotide (,Primer®), die zu je einem Abschnitt der zu amplifizierenden DNA
(Template) komplementar sind (Mullis und Faloona, 1987), bendtigt. Die PCR wurde zur
Amplifikation von DNA-Fragmenten sowie zur Erzeugung von Deletionen bzw. Punktmutationen
in DNA-Konstrukten verwendet. In der Regel wurden 10-500 pg Template-DNA mit je 10 pmol
eines 5°- bzw. 3 -Primers und 0,2 ul (1 U) Polymerase eingesetzt. Diese wurden mit 10x PCR
Puffer, Desoxynukleotiden (2,5 mM je Nukleotid) und H,O auf ein Reaktionsvolumen von 25 pl
gebracht. Nach Denaturierung des PCR-Ansatzes (1 min, 94°C) wurden 30 Zyklen aus
Denaturierung (30 s, 94°C), Anlagerung der Primer (,annealing®, 30 s, 48-68°C) und
Polymerisation (1-5 min, 72°C) durchlaufen. Die Anlagerungstemperatur richtet sich nach den
Schmelztemperaturen der beiden verwendeten Primer, die Zeitdauer fir die Polymerisation
nach der Lange des herzustellenden DNA-Fragments, wobei Polymerasen etwa 500-1.000
Basenpaare (,bp“) pro Minute polymerisieren kdénnen. Zur Erhéhung der Spezifitdt des
entstehenden Produkts wurde in gewissen Faéllen eine so genannte ,Touch-Down”-PCR
durchgefihrt. Hierbei wurde die Anlagerungstemperatur zu Beginn hoch gewahlt, dann jedoch
zweimal nach je drei Zyklen um 2°C gesenkt. Zur Klonierung wurden hitzeresistente DNA-
Polymerasen mit Korrektureigenschaften (,proofreading”) verwendet, wie die PfuUltra™-DNA-
Polymerase (Stratagene). Die Pufferbedingungen wurden gemaf den Herstellerempfehlungen
gewahlt. Die Reaktionen wurden in einem PTC-200 Thermocycler der Firma MJ Research
(Waltham, MA, USA) durchgefiihrt. Die verwendeten Primer sind im Materialteil (0) aufgelistet.
Die gezielte Einfihrung von Deletionen in DNA-Sequenzen wurde durch die ,Megaprime-PCR"
erzielt (Ito et al., 1991). Dazu wurden zwei etwa 45 Bp Uberlappende DNA-Fragmente in zwei
getrennten PCR-Reaktionen mit spezifischen Oligonukleotiden  durchgefiuihrt.  Die
Oligonukleotide wurden so designed, dass der zu deletierende Bereich ausgespart blieb und
sich die Oligonukleotide dadurch vor und hinter dem zu deletierenden Bereich anlagern
konnten. Den beiden PCR-Produkten fehlte sodann der gewilinschte Bereich. Im weiteren
Verlauf wurden diese PCR-Produkte in einer weiteren PCR als Template-DNA eingesetzt.
Jeweils 3 pl der beiden PCR-Produkte, Puffer, dNTPs und Polymerase wurden in den
Reaktionsansatz gegeben und drei Zyklen unterworfen (Programm 1). Danach erfolgte die
Zugabe der 5°- und 3’-Oligonukleotide, um das Gesamtfagment zu amplifizieren, und

Durchlaufen von 19 weiteren Zyklen (Programm 2). Das Produkt enthielt nun die gewlnschte
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Deletion und konnte nach Aufreinigung und Restriktionsverdau in einen geeigneten Vektor

kloniert werden. Zur Uberpriifung der DNA-Sequenz wurden die Plasmidinserts sequenziert.

Megaprime PCR-Ansatz Programm 1:

3 ul PCR Produkt 1 95°C /3 min

3 pl PCR Produkt 2 95°C/15s

0,5 yl dNTP’s (10 pmol/ul) 40°C/20s

2,5 pl 10x PCR-Puffer 72°C | 5 min (fur Konstrukte >2kb)

0,2 pl Polymerase goto 2/ 2 times

H,0 auf 25 ul auffillen end

Zugabe der Primer Programm 2:

(direkt in PCR Reaktion) 95°C /3 min

+1 pl Primer 1 (10 pmol/pl) 95°C/15s

+1 pl Primer 2 (10 pmol/pl) 55°C/10s
72°C /4 min
goto 2/ 19 times
72°C /10 min
end

210 Agarosegelelektrophorese

Die Analyse von Plasmiden sowie die Uberpriifung von Restriktionsreaktionen erfolgte tber
horizontale Agarosegelelektrophorese. Je nach Grofie der DNA-Fragmente wurden Agarose-
Konzentrationen von 0,8 oder 1,5 % (w/v) eingesetzt. Die Agarose wurde in 1x TBE-Puffer
aufgekocht, unter Ruhren auf etwa 50°C abgekuhlt und in einen geeigneten Geltrager mit
eingesetztem Probenkamm gegossen. Die DNA-Proben wurden mit 1/4 Volumen DNA-
Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen geladen. Als GréRenstandard diente die 1 Kb DNA-
oder die 100 Bp-DNA Leiter. Die Elektrophorese erfolgte bei 10-15 V/cm. Nach der Auftrennung
der DNA-Fragmente wurde das Gel in einem Ethidiumbromidbad ca. 10 min inkubiert.
Ethidiumbromid ist ein fluoreszierender Farbstoff der in DNA interkaliert, sodass Anregung mit

UV-Licht (254 nm) die DNA durch die resultierende Fluoreszenz nachweisbar macht.

Ladepuffer: 25 ml Glycerol; 25 ml 1x TBE; ~20 mg Orange-G
10x TBE: 890 mM Tris; 890 mM Borsaure; 20 mM EDTA
Ethidiumbromid: 1:1.000 verdiinnt; 1 ul/10 ml Gel

2.11 Aufreinigung von PCR- und Restriktionsprodukten
Um flir weitere Arbeitsschritte stérende Primer, Enzyme, Nukleotide und kleinere DNA-
Fragmente aus PCR- und Restriktionsprodukten zu entfernen, wurde zur Aufreinigung der

Produkte das ,Jetquick PCR Product Purification Spin Kit“ nach Herstellerangaben verwendet.
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212 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde nach der Didesoxy-Methode (Sanger et al., 1977) mit dem
ABI Prism Dye Terminator Kit und dem Sequenzierungsgerat ABI Prism 377 DNA Sequencer
der Firma PE Applied Biosystems durchgefihrt.

213 Klonierung mittels TOPO-Cloning-Technologie als Basis fiur das
Gateway-System

Die TOPO™-KIlonierungs-Technologie der Firma Invitrogen bietet die Mdglichkeit der direkten
Insertion eines, mit einer Polymerase amplifizierten PCR-Produkts in Plasmidvektoren und ist in
einem Schritt durchfiihrbar. Diese Technologie macht sich die Eigenschaft des Enzyms
Topoisomerase | aus dem Vaccinia Virus zunutze, welches sowohl als Restriktionsenzym als
auch als Ligase wirken kann. Es erkennt spezifische Nukleotidabfolgen der Vektor-DNA, spaltet
spezifisch einen Einzelstrang und bindet dabei kovalent an die Vektor-DNA. AnschlieRend wird
die Bindung der Topoisomerase vom Vektor gelést und gleichzeitig das PCR-Produkt in den
Vektor ligiert. Bei dem flr diese Arbeit verwendeten pENTR™ Directional TOPO®-Cloning Kit
wird ein PCR-Produkt mittels der Topoisomerase-abhdngigen Reaktion in einen fir das
GATEWAY™-System verwendbaren Eingangsvektor (,entry vector) ligiert. Dieser
Eingangsklon (,entry clone) kann als Ausgangsvektor fiir verschiedene Zielvektoren

(,destination vector) des GATEWAY ™-Systems verwendet werden.

2.14 Klonierung mittels GATEWAY ™-Technologie

Die GATEWAY ™-Technologie ersetzt herkdmmliches Klonieren Uber Restriktion und Ligation
durch Rekombinationsreaktionen, mittels derer ein DNA-Insert in einen gewunschten Vektor
Uberfihrt wird. Diese @ Rekombinationen  basierten auf der ortsspezifischen
Rekombinationsreaktion des Bakteriophagen A in E.coli, durch die er im Rahmen des lysogenen
Zykluses in das Genom des Bakteriums integrieren kann. Dazu werden zwei spezifische, kurze
DNA-Sequenzen, die so genannten Att-Stellen (,attachment sites®), und spezifische Enzyme
benétigt. Als Voraussetzung fir die Nutzung dieses Systems muss das zu klonierende DNA-
Fragment zuerst zwischen zwei Att-Stellen in einen Eingangsvektor gebracht werden. Dies
kann durch herkdmmliche Klonierung mittels Restriktion und Ligation oder durch eine
Topoisomerase-Reaktion erfolgen. Ausgehend von diesem Eingangsklon ist die Rekombination
des DNA-Fragments in jeden beliebigen Zielvektor Gber eine LR-Reaktion moglich, bei der die
Insert-DNA des Eingangsvektors in einen Zielvektor rekombiniert. Zielvektoren besitzen
aquivalente  Att-Stellen, welche ebenfalls als  Erkennungssequenzen fur die
Rekombinationsreaktion dienen. Es ist moglich, jeden beliebigen Vektor in einen Zielvektor zu
Uberfiihren indem eine Gateway-Leserahmen-Kassette (,Gateway Reading Frame Cassette®),
welche Att-Stellen enthalt, eingebaut wird. In dieser Arbeit wurden alle GATEWAY™-

Reaktionen nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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3. Proteinbiochemische Methoden

3.1  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen
mithilfe der diskontinuierlichen, eindimensionalen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(Laemmli, 1970). Durch die Verwendung von Polyacrylamid als Tradgermedium lasst sich die
PorengréRe des Gels leicht variieren und somit an die GréRe der Proteine anpassen. Der
Zusatz von SDS zum Proteingemisch bewirkt, dass praktisch alle nicht kovalent gebundenen
Wechselwirkungen in nativen Proteinen zerstort werden und es zur Bildung eines SDS-Protein-
Komplexes kommt, dessen stark negative Ladung zum Molekulargewicht des Proteins
proportional ist. Die Wanderungsgeschwindigkeit des Proteins in SDS-haltigen Gelen wird somit
durch das Molekulargewicht eines unmodifizierten Proteins und durch den Vernetzungsgrad
des Gels bestimmt. Zur Gelelektrophorese wurde die Polyacrylamid-Gelldsung (Trenngel) nach
der unten angegebenen Rezeptur hergestellt, zwischen zwei Glasplatten in eine Mini-
Gelapparatur (BioRad) gegossen und mit 200 ul Isopropanol oder H,O bidest. Uberschichtet.
Nach der Polymerisation wurde die (Uberschichtete Flissigkeit vollstandig entfernt und
nachfolgend ein Sammelgel mit Geltaschen lberschichtet, welches der Fokussierung der SDS-
Protein-Komplexe vor der eigentlichen Auftrennung im Trenngel dient. Die Proteinproben
wurden mit 4x Probenauftragspuffer (Laemmli-Puffer) versetzt, fir 5 min bei 95°C denaturiert,
kurz abzentrifugiert und anschlieRend auf das Gel aufgetragen. Dabei wurden pro Proteinprobe
jeweils 10-30 ug Gesamtprotein verwendet. Alternativ wurden die Proben aus Koimmun- oder
GST-Prazipitationen aufgetragen. Der Gellauf in 1x SDS-Laufpuffer erfolgte bei 120 V. Es

wurde immer ein ProteingréoRenstandard mit aufgetragen.

Tab. XIV: Zusammensetzung verschiedener Trenn- und Sammelgele

Angegeben sind die Zusammensetzungen der Trenn- und Sammelgele. Mengenangaben sind
fur ein Proteingel berechnet (APS=Ammoniumpersulfat; AA/BisAA=Acrylamid/Bisacrylamid)

Trenngel Sammelgel

12,5 % 10 % 3.9 % 5,0 %
bidest H,O [ml] 1,65 2,1 2,1 1,95
4x Trenngelpuffer [ml] 1,25 1,25 0,84 0,84
30 % AA/BisAA(37,5:1) [ml] 2,10 1,70 0,45 0,6
TEMED [ul] S 5 5 5
10 % (w/v) APS [ul] 85 85 85 85
4x Trenngelpuffer (500 ml): 2 g SDS; 91 g Tris; pH 8,8 einstellen mit H3PO,
4x Sammelgelpuffer (500 ml): 2 g SDS; 30,3 g Tris; pH 6,8 einstellen mit H;PO,
10x SDS-Laufpuffer (20 ml): 50,6 g Tris; 288,4 g Glycin; 40 g SDS; pH 8,3
4x Probenauftragspuffer: 33 % Glycerol; 0,3 M DTT; 6,7 % SDS; 0,01 %

Bromphenolblau; 80 mM Tris-HCI (pH 6,8); (anstatt DTT
kann auch 12,5 % B-Mercaptoethanol verwendet werden)
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3.2 Coomassie-Blaufarbung von Proteingelen

Zur schnellen Anfarbung der durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine,
wurde das Verfahren der Coomassie-Blau-Farbung angewendet. Das Polyacrylamidgel wurde
hierzu etwa 60 min bei RT mit SimplyBlue™-SafeStain (Invitrogen, Karlsruhe) laut den
Herstellerangaben gefarbt und anschlieRend mit H,O entfarbt. Zur weiteren Lagerung bei 4°C

wurde das Gel in eine Plastikhille eingeschweil3t.

3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration in Losung wurde durch die Bradford-Methode bestimmt (Bradford,
1976). Die Messung basiert auf der Absorptionsédnderung des gebundenen Farbstoffes
Coomassie-Brilliant-Blau im Vergleich zum freien Farbstoff bei einer Wellenlange 2=595 nm in
Abhangigkeit von der Proteinkonzentration. Der Farbstoff bindet dabei an basische (Ausnahme
Arginin) und aromatische Aminosaurereste. Als Referenz der gemessenen Proteinkonzentration
der Probe diente die Eichkurve des Standardproteins BSA (Bovines Serum Albumin) mit
verschiedenen bekannten Konzentrationen (20, 40, 60, 80, 100, 120 und 140 pg/ml). Zur
Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde die Bradford-Reagenzlésung (Bradford Protein
Assay; BIORAD) im Verhaltnis 1:5 mit H,O verdinnt, davon 5 ml mit 1-10 pl der zu
untersuchenden Proteinprobe vermischt und 20 min bei RT inkubiert. Danach wurde die ODsg5
bestimmt, der erhaltene Messwert mit den Daten der Eichkurve verglichen und dadurch die
Proteinkonzentration ermittelt.

3.4 Western-Blot

Der Transfer der Proteine aus Polyacrylamid-Gelen erfolgte auf eine PVDF-
(Polyvinylidendifluorid) Membran, wofir die negative Ladung der durch die SDS-PAGE
entstandenen SDS-Proteinkomplexe genutzt wird (Elektro-Blot). Hierfir wurde eine Semi-Dry-
Blot-Apparatur (Biometra, Goéttingen) verwendet.

Eine PVDF-Membran wurde auf die GroRe des Gels zugeschnitten und fir 1 min in
100% Methanol, fiir 2 min in H,O bidest. und fir 5 min in Transferpuffer inkubiert. Sechs Blatt 1
mm Whatman-Papier wurden ebenfalls auf GelgrolRe zugeschnitten und in Transferpuffer
getrankt. Die Polyacrylamidgele wurden aus der Elektrophoresekammer entnommen und zur
Entfernung stérender Salze gleichfalls in Transferpuffer fir 5 min aquilibriert. Der Blot wurde wie
folgt in der Blot-Apparatur luftblasenfrei aufgeschichtet: Anode - drei Blatt Whatman-Papier -
PVDF-Membran - PAA-Gel - drei Blatt Whatman-Papier - Kathode. Zusatzlich wurde darauf
geachtet, dass dieser Stapel in genlgend Transferpuffer getrankt war. Der Transfer der
Proteine auf die Membran erfolgte bei konstanter Stromstarke (4-5 mA/cm? Gelflache) und je
nach ProteingroRe fur 25-45 min. Nach dem Transfer wurde das Gel zur Effizienzkontrolle des
Blots mit SimplyBlue™-SafeStain gefarbt. Nach Kennzeichnung der Membran erfolgte die

Immundetektion der Proteine.

Transferpuffer: 25 mM Tris-HCI (pH 8,3); 150 mM Glycin; 10 % (v/v)
Methanol
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3.5 Immunologische Detektion immobilisierter Proteine auf Membranen
Dem spezifischen Nachweis immobilisierter Proteine auf Membranen liegt die Reaktion eines
primaren Antikdrpers (AK) mit seinem Antigen zugrunde. An diesen Komplex bindet in einer
zweiten Antikdrperreaktion ein sekundérer Antikdrper, an welchen ein Peroxidase-Enzym
gekoppelt ist. Dieses Enzym katalysiert eine Lichtreaktion (Chemilumineszenz), welche mit
einem Rontgenfilm detektiert wird und dadurch die gebildeten Komplexe nachgewiesen werden
konnen. Nach erfolgtem Semi-Dry-Blot wurden freie Bindungskapazitdten auf der PVDF-
Membran mit 4 % (w/v) Milchpulver in 1x TBST fir mindestens 30 min bei RT oder bei 4°C UGN
abgesattigt. Die Inkubation mit dem primaren protein- oder peptidspezifischen Antikdrper
erfolgte in TBSTM flr 1-2 Stunden bei RT bzw. UN bei 4°C. Ungebundene Antikdrper wurden
durch dreimaliges Waschen der Membran mit 1x TBST fiir je 10 min entfernt. Die Detektion des
primdren Antikorpers erfolgte mit einem gegen diesen gerichteten HRP-konjugierten
Sekundarantikérper (HRP, ,Horse Radish Peroxidase®, Meerrettich-Peroxidase). Nach 1 Stunde
Inkubation bei RT wurde die Membran dreimal 15 min mit 1x TBST gewaschen. Die
Identifikation der vom Antikorper erkannten Proteine erfolgte Uber die Umsetzung eines
Substrates durch HRP, wobei Chemilumineszenz entsteht. Hierfur wurden ECL™ oder ECL
Plus™ Western Blotting Detection Reagenzien nach Anweisung des Herstellers eingesetzt. Die
erzeugte Chemilumineszenz wurde durch Exposition der Membran auf ECL-Hyperfilm sichtbar
gemacht und durch die Entwicklung des Rontgenfilms in einem Entwicklergerat (X-Ray Film
Processor, Fa. Optimax) dokumentiert. Falls der primare Antikérper direkt mit HRP konjugiert
war, konnte bereits nach Inkubation mit diesem und Waschen mit TBST die Chemilumineszenz-
Reaktion durchgefiihrt werden. In einigen Fallen wurden die Antikdrper anschlieRend durch
Inkubation mittels Restore™ Western Blot Stripping Puffer laut den Herstellerangaben von der
Membran geldst, und es konnte eine erneute Immundetektion mit einem anderen Antikorper
durchgefiihrt werden.

10x TBST-Puffer (1.000 ml): 1,5 M Natriumchlorid; 200 mM Tris-HCI (pH 7.,4);
1 % Tween 20
1x TBSTM-Puffer: 0,4 % (w/v) Milchpulver in 1x TBST

3.6 GST-Pulldown-Experimente

Mit dieser Methode kdnnen Protein-Protein-Interaktionenu.a. in vivo untersucht werden. Hierbei
nutzt man die sehr hohe Affinitat von Glutathion-S-Transferase (GST) und Glutathion. Eines der
beiden zu untersuchenden Proteine (Protein A) wird an ein GST-Peptid fusioniert. Dieses
Fusionsprotein (GST-Protein A) wird zusammen mit dem putativen interagierenden Protein B in
eukaryotischen Zellen exprimiert. Das Gesamtproteinlysat wird dann mit Glutathion-konjugierten
Sepharose-Kugelchen inkubiert, wobei GST hochaffin an Glutathion bindet. Nach Prazipitation
der Sepharose-Kiigelchen wird somit das GST-Fusionsprotein A im Prazipitat angereichert. Im
Falle einer Interaktion der beiden Proteine A und B kann im Prazipitat auch Protein B
nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurden immer zwei Proteine in einem Zellsystem

gleichzeitig exprimiert, wovon eines ein GST-Peptid enthielt.
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Vorbehandlung der Gluthation-Sepharose-Kiigelchen

Pro Ansatz wurden 75 pl der geldsten Gluthation-konjugierten Sepharose-Kugelchen in
vorgekuhlte Eppendorfgefale pipettiert und mit 6.800 Upm bei 4°C fir 1 min zentrifugiert. Nach
Zugabe von 500 pl kaltem TBS, Mischen durch mehrmaliges Invertieren und einem erneuten
Zentrifugationsschritt fir 1 min mit 6.800 Upm bei 4°C wurde der Uberstand verworfen. Dieser
Waschschritt wurde noch zweimal wiederholt. Zuletzt wurde TBS hinzugegeben, sodass eine
50%ige Lésung entstand.

Zelllyse

CHO-K1-Zellen (1,4 x 10°% wurden in 100 mm Zellkulturschalen kultiviert und bei etwa 90 %
Konfluenz mittels Liposomen-vermittelter Transfektion kotransfiziert. 20 — 24 Stunden spater
wurden sie auf Eis zweimal mit 10 ml kaltem 1x PBS** gewaschen, in 1 ml Lysepuffer von der
Zellkulturschale abgeschabt, durch Pipettieren homogenisiert und in ein kaltes Eppendorfgefaly
Uberfuhrt. Zur besseren Lyse wurden die Zellhomogenate wahrend eines 20-minutigen
Inkubationsschrittes auf Eis mehrmals durch Pipettieren durchmischt. Zur Abtrennung der
Zelltrimmer und Zellkerne erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 14.000 Upm und 4°C
fir 10 min. Der Uberstand wurde direkt fir die GST-Prazipitation weiterverwendet.
GST-Pulldown

Vom Uberstand wurden 50 ul entnommen, in separate Eppendorfgefalte Uberfihrt und mit 17 pl
4x SDS-Probenauftragspuffer [mit 12,5 % (v/v) B-Mercaptoethanol] vermischt, 5 min bei 95°C
denaturiert und bei -20°C gelagert (,Rohlysat). Der Rest des Uberstands wurde zu den
gereinigten Sepharose-Kugelchen gegeben und mindestens 3 h bzw. UN bei 4°C mit 15-20
Upm auf einem Uberkopfrotator inkubiert. Danach wurden die Proben 1 min mit 10.000 Upm bei
4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Sediment wurde mit 500 pl TBS versetzt,
3 min auf einem Uberkopfrotator (15-20 Upm) bei 4°C gemischt und wieder abzentrifugiert (1
min, 10.000 Upm, 4°C). Der Uberstand wurde wieder verworfen und dieser Waschschritt mit
TBS noch zweimal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wurde der Uberstand bis auf 20
pl abgenommen. AnschlieBend wurde 4x SDS-Probenauftragspuffer [mit 12,5 % (v/v)
B-Mercaptoethanol] hinzugefiigt, kurz gevortext, bei 95°C fur 5 min denaturiert und zusammen

mit dem Rohlysat mittels SDS-PAGE, Western-Blot und Immundetektion analysiert.

TBS: 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150-250 mM NaCl

Lysepuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8); 1x PBS™*; 50 mM NaCl; 0,5 mM
CaCly; 1mM MgCly; 8,1 mM Na,HPOy4; 1,5 mM KH,POy;
137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; pH 7,4 mit HCI einstellen;
1 mM EDTA; 0,5 % NP-40 (Igepal); 1 Tablette Complete
Mini Protease Inhibitor Cocktail; 0,7 pg/ml Pepstatin;
1 mM PMSF oder Pefabloc

3.7 Koimmunprazipitation

Eine weitere Methode zum Nachweis einer direkten Interaktion zweier Proteine stellt die
Koimmunprazipitation dar, bei der ebenfalls ein Gesamt-Proteinlysat als Ausgangsmaterial
dient. Der bei der Koimmunpréazipitation zu dem Zelllysat gegebene Antikdrper ist spezifisch
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gegen das Epitop eines der beiden zu untersuchenden Proteine (Protein A) gerichtet und bindet
Uber seine F ,-Region an dieses. Dieser Antikdrper (anti-Protein A) bindet gleichzeitig Gber
seine F.-Region an speziell beschichtete Agarosekiigelchen. Nach einer Inkubation erfolgt ein
Zentrifugationsschritt, bei dem die Agarosekiigelchen sedimentiert werden. Durch die Bindung
an anti-Protein A wird das zu untersuchende Protein A ebenfalls prazipitiert. Interagiert ein
Protein (Protein B) mit Protein A, so wird dieses durch die Zentrifugation gleichfalls in das
Sediment gezogen und kann dort durch einen spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden. In
dieser Arbeit wurde fir die Koimmunprazipitations-Experimente das Exview™Rot-ANTI-
FLAG®M2-Affinitats-Gel verwendet. So konnten ektopisch exprimierte FLAG-Fusionsproteine
im Sediment angereichert werden. Gleichzeitig konnte untersucht werden, ob sich im Sediment
ebenfalls der endogene bzw. Uberexprimierte Interaktionspartner nachweisen lieRR. Hierfir
wurde das CHO-K1-Zellsystem verwendet.

Vorbehandlung der Agarosekiigelchen

50 ul der bereits mit anti-FLAG-Antikdrper gekoppelten Agarosekiigelchen wurden pro Ansatz in
ein vorgekuhltes Eppendorfgefall dberfihrt. Nach Zugabe von 500 uyl TBS und vorsichtigem
Mischen durch Invertieren wurden die Kigelchen bei 8.700 Upm bei 4°C fur 30 s abzentrifugiert
und anschlieRend der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt.
Zelllyse

CHO-K1-Zellen (1,2-1,4 x 106) wurden in 100 mm Zellkulturschalen kultiviert und bei etwa 90%
Konfluenz mithilfe von Lipofectamin™ 2000 transfiziert. 20-24 h spater wurden die Zellen auf Eis
zweimal mit 10 ml eiskaltem 1x PBS™" gewaschen, in 1 ml Lysepuffer von der Zellkulturschale
abgeschabt, durch Pipettieren homogenisiert und in ein kaltes Eppendorfgefaly Gberfuhrt.
Wahrend der anschlieRenden 20-minutigen Inkubation auf Eis wurden die Zellhomogenate
mehrmals durch Pipettieren gemischt. Zur Abtrennung der Zelltrimmer und Zellkerne erfolgte
ein Zentrifugationsschritt bei 14.000 Upm und 4°C fiir 10 min. Der Uberstand wurde direkt fir
die Koimmunprazipitation eingesetzt.

Koimmunprézipitation

50 ul des Uberstandes wurden in separate, vorgekiihlte EppendorfgefaRe Uberfiihrt und mit
17 yl 4x SDS-Probenauftragspuffer [mit 12,5 % (v/v) B-Mercaptoethanol] versetzt, 5 min bei
95°C denaturiert und bei -20°C gelagert (,Rohlysat“). Der verbleibende Uberstand wurde zu den
vorbehandelten Agarosekiigelchen gegeben und fir 2-6 h bei 4°C auf einem Uberkopfrotator
(15-20 Upm) inkubiert. Danach wurde der Ansatz fir 1 min bei 10.000 Upm und 4°C
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Im weiteren Verlauf wurde das Sediment
folgendem Waschschritt unterzogen: es wurden 0,5-1 ml kaltes TBS zum Sediment gegeben,
die Probe fir 3-5 min auf einem Uberkopfrotator (15-20 Upm) bei 4°C inkubiert und
anschlieBend bei 10.000 Upm fur 1 min erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde noch
zweimal wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand bis auf 20 pl
abgezogen. Das Préazipitat wurde mit 7 pl SDS-Probenauftragspuffer [mit 12,5 % (v/v) B-
Mercaptoethanol] versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieRend zusammen mit dem

Rohlysat mittels Western-Blot analysiert.
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TBS: 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150-250 mM NaCl

Lysepuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8); 50 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,5 %
NP-40 (lgepal); 1 Tablette Complete Mini Protease
Inhibitor Cocktail; 0,7 ug/ml Pepstatin; 1 mM PMSF oder
Pefabloc

4. Zellbiologische Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Fir die Zellkulturexperimente wurden CHO-K1-, COS7-, HeLa- und PC12-Zellen verwendet.
Diese Zellen wurden in Begasungsbrutschranken bei 37°C, 95 % relativer Feuchte und 5 %
CO, kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer sterilen
Arbeitsbank durchgefihrt. CHO-K1-, COS7- und HelLa-Zellen wurden als Adhasionskulturen auf
Polystyrol-Zellkulturschalen gehalten. Fir Immunfluoreszenzstudien wurden die Zellen auf
Glas-Deckglaschen in  24-Loch-Kulturplatten  kultiviert. = PC12-Zellen  wurden als
Adhasionskulturen auf Collagen-beschichteten (0,1%ige Losung) Polystyrol-Zellkulturschalen,
fir Immunfluoreszenzstudien auf Poly-L-Lysin (1 mg/ml) beschichteten Glas-Deckglaschen
kultiviert.

CHO-K1

CHO-K1-Zellen wurden in F-12 Nutrient Mixture (Ham) mit 10 % fétalem Rinderserum (FBS)
und 100 U/ml Penicillin / 100 pg/ml Streptomycin gehalten.

COS7, HelLa

COS7- und HelLa-Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium (DMEM) mit 10 %
fétalem Rinderserum (FBS) und 100 U/ml Penicillin / 100 ug/ml Streptomycin kultiviert.

PC12

Die Kultivierung von PC12-Zellen erfolgte in RPMI-Medium mit 10% Pferdeserum (HS), 5%
fotalem Rinderserum (FBS) und 100 U/ml Penicillin / 100 pg/ml Streptomycin. Diese

Zusammensetzungen werden im folgenden Vollmedium genannt.

4.1.2 Collagenbeschichtung von Zellkulturschalen

Auf eine 100 mm Zellkulturschale wurde 150 pl Collagenlésung (0,1 %) gegeben und mit einer
gebogenen Glas-Pasteurpipette (23 mm, Fa. Assistent) gleichmaRig verteilt. Die beschichteten
Zellkulturschalen wurden dann unter der sterilen Werkbank fir 30 min getrocknet und
anschlieBend bei RT gelagert. Zur Entfernung des Uberschissigen Collagens wurden die

Platten vor Benutzung zweimal mit 10 ml 1x PBS gesplilt.

1x PBS: 8,1 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO, 137 mM NacCl;
2,7 mM KCI; pH 7,3 mit HCI einstellen
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4.1.3 Sterilisation der Deckglaschen

Vor Beschichtung der Glasdeckglaschen mit Poly-L-Lysin wurden diese zuvor sterilisiert. Hierzu
wurden 200-300 Glasdeckglaschen (18 mm, Fa. Assistent) in einem Erlenmeyerkolben (3 1) mit
200 ml 100 % Ethanol fir ca. 4 h auf einem Schittler inkubiert. Nach 2 h wurde das 100 %
Ethanol gewechselt. Danach wurde das Ethanol verworfen und die Glasdeckgldschen
mehrmals mit H,O bidest. schittelnd gewaschen. AnschlieRend wurden die Glasdeckglaschen
auf Glaspetrischalen vereinzelt und in einem Trockenschrank fir 8 h bei 180°C sterilisiert. Die
sterilen Glasdeckglaschen wurden in ein steriles Gefaly tiberfihrt und bis zur Verwendung bei

RT gelagert.

4.1.4 Poly-L-Lysin-Beschichtung von Deckgldaschen

Fir Immunfluoreszenz-Experimente wurden PC12-Zellen auf Poly-L-Lysin beschichteten
Glasdeckglaschen (18 mm) in 12-Loch-Kultur-Platten kultiviert. Zur Beschichtung wurden die
sterilen Glasdeckglaschen in 12-Loch-Platten Uberfuhrt und mit je 1 ml Poly-L-Lysin-Lésung (1
mg/ml) berschichtet. Die Inkubation erfolgte fir 12-24 h bei 4°C. Danach wurde die Lésung
abgezogen und die beschichteten Deckglaschen zweimal mit sterilem H,O bidest. gewaschen.
Zur weiteren Lagerung bei 4°C wurde erneut steriles H,O bidest. Uberschichtet, um
Austrocknung zu vermeiden. Direkt vor Kultivierung der Zellen wurde das H,O bidest.

abgezogen und die Zellen auf die beschichteten Glasdeckglaschen ausgesat.

Poly-L-Lysin-Lésung: 100 mg Poly-L-Lysin in 0,1 M Boratpuffer l6sen
(Endkonzentration: 1 mg/ml), sterilfiltrieren, Lagerung bei
-20°C

0,1 M Boratpuffer (500 ml): 1,55 g Borsaure, 2,375 g Tetraborat, I6sen in

H,O bidest., pH 8,5 einstellen; autoklavieren

4.1.5 Passagieren von Zellen

CHO-K1, COS7, Hela

Die Zellen wurden alle zwei bis vier Tage bei einer Konfluenz von etwa 90 % auf neue

Kulturschalen Uberfuhrt. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen einmal mit
5-10 ml 1x PBS gewaschen, um die im Serum enthaltenen Proteaseinhibitoren zu entfernen.
Die Zellen wurden dann durch Zugabe von 1 ml Trypsin/EDTA bzw. TrypLE Express der Firma
Gibco und 2-5 minitiger Inkubation bei 37°C von der Kulturschale abgel6st und je nach
Wachstumsgeschwindigkeit und gewunschter Verdinnung im Verhaltnis 1:2 bis 1:20 in eine
neue Kulturschale mit 10 ml Vollmedium tberflhrt.

PC12

Die Zellen wurden alle drei bis vier Tage bei einer Konfluenz von etwa 70 % auf neue
Kulturschalen Uberflhrt. Hierfur wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen einmal
vorsichtig mit 5 ml 1x PBS gespiilt. Danach wurden die Zellen mit 7-10 ml 1x PBS abgespdilt, in
ein 15 ml Zentrifugationsgefal® Gberfihrt und flr 3 min bei 900 Upm und RT zentrifugiert. Der

Uberstand wurde abgezogen und die sedimentierten Zellen in 1 ml frischem Volimedium
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resuspendiert. Zur weiteren Vereinzelung der Zellen wurden diese ein bis zweimal durch eine
Kaniile gepresst (Sterican, Gr. 12, Fa. Braun) und im Verhaltnis 1:2 auf neue Collagen-

beschichtete Kulturschalen mit Vollmedium Gberfihrt.

4.1.6 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden in flissigem Stickstoff oder bei -152°C (Ultra Low, Fa. Sanyo) gelagert und
bei Bedarf wieder aufgetaut. Zum Einfrieren wurden die CHO-K1-, COS7- und Hela-Zellen
zunachst mittels Trypsin/EDTA bzw. TrypLE Express von der Kulturschale gelést und in
Suspension gebracht. Die Trypsinreaktion wurde nach ca. 3 min durch Zugabe von Vollmedium
gestoppt. PC12-Zellen wurden durch Abspuilen mit 1x PBS von der Platte geldst. Anschlielend
wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 900 Upm, RT) pelletiert. Das Zellpellet wurde zur
Vermeidung von Eiskristallen in Einfriermedium resuspendiert, sodass eine Konzentration von
etwa 10° Zellen pro ml Einfriermedium entstand. Diese Zellsuspension wurde in 2 ml
Kryoréhrchen (Nunc) aliquotiert, fir 20 min bei 4°C in einem Eisbad inkubiert, danach fur 1-3
Tage bei -80°C gelagert und anschliefend in Lagertanks mit flissigem Stickstoff oder in die
152°C Tiefklhltruhe Gberflhrt. Zum Auftauen der Zellen wurden die gefrorenen Zellaliquots in
einem 37°C Wasserbad auf 4°C erwarmt und sofort mit 10 ml vorgewarmtem Vollmedium
vermischt. Nach Zentrifugation bei 900 Upm fiir 2 min bei RT und Verwerfen des Uberstandes
wurde das Zellpellet erneut in 10 ml Volimedium aufgenommen und zur Kultivierung in

Kulturschalen Uberfiihrt.

Einfriermedium (10 ml): 9 ml Vollmedium; 1 ml DMSO

4.1.7 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Die bei dieser Arbeit verwendete Transfektionsmethode mit dem Lipofectamin™2000-Reagenz
beruht auf dem Prinzip der Lipofektion. Dabei werden kationische Lipide eingesetzt, die Gber
ionische Interaktion mit der eingesetzten DNA Lipid-DNA-Komplexe bilden. Diese Komplexe
werden dann von den Zellen durch Endozytose aufgenommen, wodurch die Plasmid-DNA in die
Zelle gelangt. Das optimale Verhaltnis von DNA und Lipofectamin™2000-Reagenz wurde fir
die jeweiligen Plasmide und Zelllinien ausgetestet.

CHO-K1-, COS7- und HelLa-Zellen

Bei Einzeltransfektionen wurden 1,2 x 10°, bei Kotransfektionen 1,4 x 10° Zellen am Tag vor der

Transfektion auf 100 mm Polystyrol-Zellkulturschalen ausgesat, so dass sie zum Zeitpunkt der
Transfektion etwa eine Konfluenz von 80-90% erreicht hatten. Zur Transfektion wurden Lésung
| (400 pl Optimem1; 4-8 pg Plasmid-DNA) und Lésung Il (400 pl Optimem1; 8-32 ul
Lipofectamin™2000-Reagenz) hergestellt, 5 min bei RT inkubiert und dann durch Pipettieren
gemischt. Diese Transfektionslésung wurde dann fur weitere 20-30 min bei RT inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden die zu transfizierenden Zellen mit 10 ml 1x PBS gewaschen und mit
3,2 ml vorgewarmtem Optimem1 Uberschichtet. Es folgte eine Inkubation von 5-10 min bei 37°C
und 5% CO,. Danach wurde die Transfektionsldsung auf die Zellen aufgetropft, die
Kulturgefélle leicht geschwenkt und bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach funf bis sechs
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Stunden wurde die Transfektionsldsung abgesaugt, die Zellen in 10 ml Vollmedium fir weitere
18-28 Stunden bei 37°C und 5% CO, kultiviert und diese sodann in die entsprechenden
Experimenten eingesetzt. Bei transienten Transfektionen fir Immunfluoreszenzexperimente
wurden Zellen auf Glasdeckglaschen in 24-Loch-Kulturplatten angezogen. Hierflir wurden einen
Tag vor der Transfektion 30.000-80.000 Zellen je Deckglaschen ausgesat. Fir Lésung | wurde
50 pl Optimem1 mit 0,5-1 pg Plasmid-DNA und fur Lésung Il 50 pyl Optimem1 mit 1-2 pl
Lipofectamin™2000 versetzt. Die Zellen wurden gewaschen, mit 400 pl Optimem1
Uberschichtet und nach 20-30 min wurde die Transfektionslésung aufgetropft. 5-6 h nach der
Transfektion wurde die Transfektionsldsung durch 500 pl Vollmedium ersetzt. Die
Immunfluoreszenz-Analyse erfolgte 24-30 h nach der Transfektion.

PC12-Zellen

Fir Immunfluoreszenz-Experimente wurden PC12-Zellen einer 50-70 % konfluenten 100 mm-
Zellkulturschale einen Tag vor der Transfektion auf 12-24 Poly-L-Lysin-beschichtete 18 mm
Deckglaschen in Medium ohne Antibiotika (PC12-0AB) ausgesét. Fur die Transfektion wurden
Lésung | (100 pl Optimem1; 1,5-3 pg Plasmid-DNA) und Lésung Il (100 pl Optimem1; 3-8 ul
Lipofectamin™2000-Reagenz) hergestellt, 5 min bei RT inkubiert und dann durch Pipettieren
gemischt. Diese Transfektionslosung wurde fir weitere 20-30 min bei RT inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden die zu transfizierenden Zellen mit 1 ml 1x PBS vorsichtig gewaschen und
mit einer Losung aus 400 pl vorgewarmten Optimem1 und 100 yl vorgewarmtem Medium ohne
Antibiotika (PC12-0AB) Uberschichtet. Danach erfolgte noch eine Zugabe von 100 ng/ml NGF
(,nerve growth factor®). AnschlieBend wurde die Transfektionslésung aufgetropft, die
KulturgefalRe leicht geschwenkt und 20-24 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Danach wurden
die PC12-Zellen fixiert (4.2). Alternativ. wurde das Transfektionsmedium durch
Differenzierungsmedium (PC12-Diff) mit 100 ng/ml NGF ersetzt und die Zellen bei 37°C und 5%
CO, weiterhin inkubiert. Das Differenzierungsmedium mit 100 ng/ml NGF wurde alle 48
Stunden gewechselt. Die Fixierung und anschlieRende Immunfluoreszenz-Analyse (4.2) erfolgte
zu verschiedenen Zeitpunkten. Bei PI3-Kinase-Hemmstoffversuchen wurde der Hemmstoff
LY294002 (Endkonzentration 10 uyM) direkt zum Transfektionsansatz und bei allen folgenden

Mediumwechsel dazugegeben.

PC12-0AB: RPMI-Medium; 10%  Pferdeserum; 5%  fotales
Rinderserum
PC12-Diff: RPMI-Medium; 2% Pferdeserum; 100 U/ml Penicillin /

100 pg/ml Streptomycin
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4.2 Immunfluoreszenz-Analysen
CHO-K1, COS7, HelLa

Die subzellulare Lokalisation von Proteinen und Kolokalisationsstudien wurden mittels

Immunfluoreszenz-Farbungen untersucht. CHO-K1-, COS7- oder HelLa-Zellen wurden auf Glas-
Deckglaschen in 24-Loch-Kulturplatten ausgesat und am folgenden Tag transient transfiziert.
Weitere 24 Std. danach erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung. Die Zellen wurden einmal mit
eiskaltem PBS** gespllt und dann mit 500 yl PFA-L6sung 10 min auf einem Taumelschittler
fixiert. Nach 3x 10 min Waschen mit PBS"* wurden die Zellen in 500 pl Blockierungs-Lésung
zur Absattigung der unspezifischen Bindungsstellen fir 30-60 min bei RT unter leichtem
Schwenken inkubiert. Die Inkubation mit den jeweiligen primaren Antikérpern in 30 ul
Antikoérper-Ldsung erfolgte fur 2-3 Std. bei RT in einer dunklen feuchten Kammer. Hierfir wurde
je Ansatz 30 pl Antikdrperldsung mit den jeweiligen Antikérpern auf einen in der feuchten
Kammer liegenden Parafilm-Streifen aufgetropft und die Deckglaschen mit der Zellseite nach
unten auf die LOsung gelegt. Nach dieser Inkubation wurden die Zellen in die 24-Loch-

+/+

Kulturplatten zuriickgegeben und zweimal 10 min mit 1 ml Hoch-Salz-PBS™" und zweimal fiur 10
min mit 1 ml PBS** im Dunkeln bei RT gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen in 30 pl
Antikdrperldsung mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten sekundaren Antikérpern fir 1 h bei RT
im Dunkeln, ebenfalls in der feuchten Kammer, inkubiert und dreimal fir jeweils 10 min mit
PBS** gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen in Mowiol-488 oder VECTASHIELD®
Mounting Medium Hard Set auf Objekttragern eingebettet. Erfolgte die Immunfarbung mit einem
direkt Fluoreszenz-markierten Antikorper, so wurden die Zellen fir 1,5 h in der feuchten
Kammer inkubiert und nach je zweimal 10 min Waschen mit Hoch-Salz-PBS** und PBS**

direkt eingebettet.

PBS™*: 1x PBS; 0,5 mM CaCly; 1 mM MgCl,
Hoch-Salz-PBS™": PBS™*; 500 mM NaCl
PFA-L6sung: 4% Paraformaldehyd (w/v) in PBS™; sterilfiltrieren;

aliquotieren und bei -20°C lagern; bei 4°C ist diese
Lésung nur ca. eine Woche stabil

Blockierungs-Ldsung: 2% BSA,; 3% Ziegen-Serum; 0,5% Igepal (Nonidet P-40)
Antikorper-Losung: 3% Ziegen-Serum; 0,1% Igepal (Nonidet P-40)
PC12

Das Neuritenwachstum von PC12-Zellen wurde ebenfalls mithilfe von
Immunfluoreszenzfarbungen untersucht. PC12-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin beschichteten
18 mm Deckglaschen in 12-Loch-Kulturplatten ausgesat und am folgenden Tag transfiziert.
Nach 24-72 h erfolgte die Fixierung mit 4% PFA und ein dreimaliges Waschen mit PBS™* fiir
jeweils 10 min. Anschlieend wurden die Zellen mit 0,1% Triton X-100 (v/v) fir 5 min

+/+

permeabilisiert und erneut dreimal fur 5 min mit PBS™ gewaschen. Blockierung und

Immundetektion mit spezifischen Antikorpern erfolgte wie bereits oben beschrieben.

Permeabilisierungs-Lésung PC12: 0,1% Triton X-100 (v/v) in PBS™ I6sen und bei 4°C
dunkel lagern
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Blockierungs-Losung PC12: 2% BSA; 3% Ziegen-Serum
Antikdrper-Losung PC12: 3% Ziegen-Serum

Falls TexasRotPhalloidin oder MFP488-Phalloidin zur F-Aktin-Farbung verwendet wurde,
wurde das entsprechende Reagenz in einer Konzentration von 0,165 uM direkt in die jeweilige
Antikorper-Lésung gegeben. Phalloidin ist das tddliche Gift des Knollenblatterpilzes (Amanita
phalloides) und interagiert hochst spezifisch mit F-Aktin, nicht aber mit G-Aktin. Die simultane
Darstellung zweier Proteine, wodurch Kolokalisationen untersucht werden kdnnen, wird durch
die Verwendung von Primdrantikbrpern aus verschiedenen Spezies ermdglicht. Mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte Sekundarantikdrper dienen hierbei zur
Erkennung der Primarantikorper. Die Auswertung der Praparate erfolgte entweder an dem
Fluoreszenzmikroskop Leica DM RA (Leica Mikrosysteme, Bensheim) und mittels der
CytoVision™-Software (Applied Imaging, Newcastle, GB) oder an dem konfokalen
Laserscanning Inversmikroskop Leica TCS-NT (Leica Mikrosysteme, Bensheim) mit der
entsprechenden Leica TCS-Software (,TCS confocal software®). Wurde fir den Nachweis eines
Proteins ein Cy3- oder Alexa-Fluor546-konjugierter Antikérper verwendet, so wurde dieser mit
Hilfe eines TexasRot-Filters (Leica; Anregung 576 nm, Emission 628 nm) bzw. eines Helium-
Neon-Lasers (Anregung 543 nm, Emission 570 nm) visualisiert. Erfolgte der Nachweis eines
Proteins (ber einen Fluorescein- oder Alexa-Fluor488-konjugierten Antikorper, so wurde fir
dessen Visualisierung ein L5-Filter (Leica; Anregung 480 nm, Emission 505 nm) bzw. ein
Argon-Laser (Anregung 488 nm, Emission 515-525 nm) verwendet. Es wurde Giberwiegend die
konfokale Laserscanningmikroskopie verwendet, da diese die Darstellung definierter
Zellebenen ermdglicht. Die Aufnahmen wurden anschlieRend mit dem Programm Jasc Paint

Shop Pro™ Version 7.0 (Jasc Software, Panningen, NL) weiterbearbeitet.

Tab. XV: Verwendete Fluoreszenzkonjugate

Angegeben sind der Name des Fluoreszenzkonjugats sowie dessen Anregungs- und
Emissionswellenlange.

Name Anregungswellenldnge Emissionswellenlange
Fluorescein 488 nm 515 nm
Alexa-Fluor®488 495 nm 519 nm
Cy3 (Cyaningd) 552 nm 568 nm
Alexa-Fluor®546 556 nm 573 nm
Texas®Rot 591 nm 608 nm

MFP®488 488 nm 519 nm
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IV. Ergebnisse

1. Biochemische und zellbiologische Experimente zur
Charakterisierung der Protein-Protein-Interaktion von
ARHGEF6/aPIX und FE65

1.1 Vorbemerkungen

Im Rahmen der Dissertation von Herrn Dr. Georg Rosenberger wurde nach neuen
Interaktionspartnern von ARHGEF6/aPIX gesucht, wofir er das SOS-Recruitment
System, ein Hefe-Zwei-Hybrid-System, verwendete, mittels dessen sieben neue
Protein-Interaktionspartner von ARHGEF6/aPIX identifiziert wurden (Rosenberger,
2004). Eines dieser im Hefesystem interagierenden Proteine war das neuronale
Adaptorprotein FE65/APBB1 (im Folgenden mit FEG5 bezeichnet).

1.2 Analyse der Interaktion zwischen ARHGEFG6/aPIX und FE65 durch
GST-Pulldown-Experimente

Um die Interaktion von ARHGEF6/aPIX mit FE65 zu bestatigen, wurde diese mit Hilfe
von GST-Pulldown-Experimenten weiter untersucht. Fir die Transfektionen wurden die
Plasmide pDEST27-FE65 (GST-FE65) und pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIX (HA-
ARHGEF6/aPIX) verwendet. Nach Expression befinden sich beide Fusionspeptide
jeweils am N-terminalen Ende des exprimierten Proteins. CHO-K1-Zellen wurden mit
beiden Konstrukten transient kotransfiziert und die Zelllysate fir die GST-Pulldown-
Experimente verwendet. Als Negativkontrolle wurden CHO-K1-Zellen mit pMT2SM-HA-
ARHGEF6/aPIX und dem pDEST27-Vektor kotransfiziert und das hergestellte Zelllysat
ebenfalls in die GST-Pulldown-Experimente eingesetzt. Die Analyse erfolgte mittels
Western-Blot (Abb. 10).
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von ARHGEF6/aPIX und FE65
und Darstellung der Interaktion zwischen GST-FE65 und HA-ARHGEF6/aPIX
durch GST-Pulldown-Experimente und Western-Blots

In (A) ist die Doméanenstruktur von ARHGEF6/aPIX und FE65 schematisch dargestelit. CH/H:
calponin homology; SH3/Hl : Src homology 3; DHL ] :Dbl homology; PH/IE : pleckstrin
homology; GBD/ [l : GIT1-binding domain; CC/ [ coiled-coil; WW/[Z] :Tryptophan (W)-
Tryptophan (W); PTB/[ll : .Phosphotyrosine-binding“. (B) CHO-K1-Zellen wurden mit den
oberhalb der Blots angegebenen Konstrukten kotransfiziert. Als Negativkontrolle wurde der
GST-Vektor (pDEST27) verwendet. Die Blots in der oberen Reihe zeigen den Nachweis von
HA-ARHGEF6/aPIX in den Rohlysaten (Spalten 1 und 2) und im Prazipitat (Spalte 4). Auf den
unteren Blots ist die Expression des GST-FE65-Fusionsproteins sowohl im Rohlysat (Spalte 2)
als auch angereichert im Prazipitat (Spalte 4, obere Bande) dargestellt. In den Negativkontrollen
ist die Expression des GST-Proteins gezeigt (Spalten 1 und 3). Links sind einige
Molekulargewichte des verwendeten Proteinstandards angegeben.

Die Expression von HA-ARHGEF6/aPIX konnte mit einem anti-HA-Antikérper in beiden
Rohlysaten nachgewiesen werden (Abb. 10B, Spalten 1 und 2). HA-ARHGEF6/aPIX
wurde im Prazipitat der Zellen detektiert, die auch GST-FE65 exprimierten (Abb. 10B,
Spalte 4), wohingegen HA-ARHGEF6/aPIX nicht im Prazipitat von Zellen
nachgewiesen werden konnte, die mit dem GST-Vektor und pMT2SM-HA-
ARHGEF6/aPIX kotransfiziert waren (Abb. 10B, Spalte 3). Durch das Verwenden eines
anti-GST-Antikdrpers wurden sowohl die Rohlysate als auch die Prazipitate auf das
Vorhandensein von GST bzw. GST-FE65 getestet (Abb. 10, Spalten 1-4, untere
Reihe). Bei der ebenfalls durch den anti-GST-Antikorper detektierten kleineren Bande
mit einer GroRe von ungefahr 60 KDa handelt es sich wahrscheinlich um ein

spezifisches Abbauprodukt von FEG5, da diese Bande stets bei allen durchgefiihrten
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Experimenten auftrat (Abb. 10B, Spalte 4, untere Bande). Durch dieses Experiment
konnte gezeigt werden, dass HA-ARHGEF6/aPIX vermutlich in vivo mit FE65

interagiert.

1.3 Identifizierung der mit FE65 interagierenden Domanen von
ARHGEF6/aPIX mithilfe von GST-Pulldown-Experimenten

Um die mit FE65 interagierende Domane von ARHGEF6/aPIX zu bestimmen, wurden
weitere  GST-Pulldown-Experimente  verschiedenen  Deletionsmutanten  von
ARHGEF6/aPIX durchgefihrt (Abb. 11B).

ARHGEF6/aPIX- WT ACH ADH AGBDACC ACC
im HA-Vektor
CH
SH3
DH
PH
GBD
| cc
B
GST-FE65 - 4+ - 4+ -+ - o+ -+
GST-Vektor + - + - + - + - + -
[KDa] [KDa] [KDa] [KDa] [KDa]
Rohlysate:  100- 100- 100~ 100- 100-
anti-I¥IA 75— T T 75-|mmm e 75- 75 —— 75|
Szipitate: - 100- 100- _ 100-
Pra_2|p|tate. 1(712_ o 175- 5 29" ; 1%_ 79"
anti-HA
100- === 100- 100- - 1gg: 100- -—
Prizipitate: 7> - 75 .| s0- ;ﬁ: —
anti-GST 20 ol X
37- 37- 37- 37" 37- 1
25— - 25| = — 25— | W— 25| 25| w—

Abb. 11: Eingrenzung des interagierenden Bereichs von ARHGEF6/aPIX mit FE65
mithilfe von GST-Pulldown-Experimenten

(A) Die Domanenstruktur der verschiedenen ARHGEF6/aPIX-Proteine ist schematisch
dargestellt. (B) CHO-K1-Zellen wurden mit pDEST27 (GST-Vektor) als Negativkontrolle bzw.
pDEST27-FE65 und jeweils einem pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIX-Konstrukt [siehe (A)]
kotransfiziert. Die Expression der HA-ARHGEF6/aPIX-Fusionsproteine ist in den Rohlysaten
(obere Reihe) dargestellt. Der Nachweis von HA-ARHGEF6/aPIX in den Préazipitaten ist in der
mittleren Reihe gezeigt. Die Anreicherung der GST-FE65-Fusionsproteine wurde in den
Prazipitaten nachgewiesen (untere Reihe, jeweils rechte Spalte). In den Negativkontrollen
konnte die Expression des GST-Proteins detektiert werden (untere Reihe, jeweils linke Spalte).
Links neben den Blots sind die Molekulargewichte des verwendeten Proteinstandards
angegeben.
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In allen Rohlysaten und Prazipitaten konnte die Expression bzw. Anreicherung der
GST-Fusionsproteine bzw. GST-Proteine mithilfe eines anti-GST-Antikdrpers
nachgewiesen werden (Abb. 11B, untere Reihe; fur Rohlysate Daten nicht gezeigt). Die
Expression der verschiedenen HA-ARHGEF6/aPIX-Fusionsproteine konnte durch
einen anti-HA-Antikdérper in allen Rohlysaten gezeigt werden (Abb. 11B, obere Reihe).
In den Prazipitaten konnten mithilfe des anti-HA-Antikorpers nur die Fusionsproteine
HA-ARHGEF6/aPIX-WT, HA-ARHGEF6/aPIXACH und HA-ARHGEF6/aPIXADH
detektiert werden. Die beiden Fusionsproteine HA-ARHGEF6/aPIXAGBDACC und HA-
ARHGEF6/aPIXACC wurden in den Préazipitaten nicht nachgewiesen (Abb. 11B,
mittlere Reihe, jeweils rechte Spalte). Die Daten aus diesen GST-Pulldown-
Experimenten weisen darauf hin, dass der C-terminale Bereich von ARHGEF6/aPIX,
der die beiden Proteindomanen ,Git1-binding domain“ (GBD) und ,coiled-coil“ (CC)

enthalt, fir die Interaktion mit FE65 notwendig ist.

14 Eingrenzung des interagierenden Bereichs von FEG65 mit
ARHGEF6/aPIX mittels GST-Pulldown-Versuchen

Zur Eingrenzung des interagierenden Bereichs von FE65 mit ARHGEF6/aPIX wurden
ebenfalls GST-Pulldown-Experimente durchgeflhrt. Hierfir wurden zunachst mithilfe
des GATEWAY-Systems verschiedene cDNA-Konstrukte von FE65 in dem
eukaryotischen Expressionsvektor pDEST27 hergestellt, wodurch nach Expression ein
N-terminal mit GST gekoppeltes Fusionsprotein entsteht. Die Domanenstruktur der zu

exprimierenden FE65-Proteine ist in Abb. 12 dargestellt.
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Abb. 12: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur der zu exprimierenden FE65-
Proteine

Die Domanenstruktur der verschiedenen FE65-Proteine ist schematisch dargestellt. WW/[:
Tryptophan (W)-Tryptophan (W); PTB/ [lll: .Phosphotyrosine-binding“. Die Aminosauren (AS)
sind in Klammern angegeben.

Fir die GST-Pulldown-Versuche wurden CHO-K1-Zellen mit dem pDEST27-Vektor
bzw. den verschiedenen pDEST27-FE65-Konstrukten, zusammen mit pMT2SM-HA-
ARHGEF6/aPIX transient transfiziert (Abb. 13A).
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Abb. 13: Eingrenzung des interagierenden Bereichs von FE65 fiir die Assoziation mit
ARHGEF6/oPIX mittels GST-Pulldown-Experimenten und Western-Blots

(A) Die Domanenstruktur der exprimierten FE65-Proteine ist schematisch dargestellt. (B) CHO-
K1-Zellen wurden mit dem jeweiligen FE65-Konstrukt in pDEST27 (Spalten 2-6 und 8-14) bzw.
pDEST27 (GST-Vektor, Spalten 1 und 7) und pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIX kotransfiziert.
Dargestellt ist die Detektion von HA-ARHGEF6/aPI1X in den Rohlysaten und Prazipitaten (obere
beiden Reihen). Der Nachweis der Expression der GST-Fusionsproteine in den Rohlysaten
sowie in den Prazipitaten ist gezeigt (untere beiden Reihen). Die Prazipitate von FE65-N3 und
FE65-AN wurden in den Prazipitaten vertauscht (unterste Reihe, Spalte13: FE65-AN; Spalte 14:
FE65-N3). In den Negativkontrollen konnte das GST-Protein nachgewiesen werden (unterste
Reihe, Spalten 1 und 7). Links neben den Western-Blots sind die Molekulargewichte des
verwendeten Proteinstandards angegeben.
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Die Expression des HA-ARHGEF6/aP1X-Proteins konnte durch die Detektion mit einem
anti-HA-Antikorper in allen Rohlysaten gezeigt werden (Abb. 13B, oberste Reihe). In
den Prazipitaten konnte HA-ARHGEF6/a.PIX nur in den Proben nachgewiesen werden,
die folgende FE65-Fusionsproteine koexprimierten (Abb. 13, zweite Reihe von oben):
FEG5 (Spalten 6 und 8), FE65-N-WW (Spalten 2 und 9), FE65-N (Spalte 10) und FE65-
N2 (Spalte 12) (Abb. 13B, zweite Reihe von oben). Die schwache Interaktion von
ARHGEF6/aPIX mit FE65-WW, FE65-C-PTB1+2 und FE65-N1 (Abb. 13B, Spalten 3, 4
und 11) konnte in wiederholten Versuchen nicht bestatigt werden. In allen Rohlysaten
konnte mittels eines anti-GST-Antikdrpers die Expression und in allen Prazipitaten die
Anreicherung der verschiedenen GST-FEG65-Fusionsproteine nachgewiesen werden
(Abb. 13B, untere beiden Reihen). Bei den kleineren Banden, die durch den anti-GST-
Antikérper ebenfalls detektiert wurden, handelt es sich wahrscheinlich um
Abbauprodukte der FE65-Fusionsproteine, die stets bei allen durchgeflihrten GST-
Pulldown-Versuchen auftraten (Abb. 13B, beide untere Reihen). Die Resultate dieser
GST-Pulldown-Experimente deuten daraufhin, dass die Protein-Protein-Interaktion
zwischen FE65 und ARHGEF6/aPIX Uber den N-Terminus von FEB65, direkt vor der
WW-Domane (AS 136-254), vermittelt werden kénnte.

1.5 Untersuchung der Interaktion zwischen ARHGEF6/aPIX und FE65
durch Koimmunprazipitation

Zur weiteren Untersuchung der Bindung von ARHGEF6/aPIX an FEG65 wurden
Koimmunprazipitations-Experimente durchgefihrt. Es wurde zunachst versucht,
Uberexprimiertes FLAG-FEG65 zu prazipitieren und endogenes ARHGEF6/aPI1X mithilfe
eines spezifischen Antikérpers im Sediment nachzuweisen. Der gegen
ARHGEF6/aPIX gerichtete, kommerziell erhaltliche anti-SH3-Antikorper erkennt
sowohl ARHGEF6/aPIX als auch das dazu sehr homologe ARHGEF7/BPIX (Manser et
al.,, 1998; Koh et al.,, 2001). Die cDNA von FE65 wurde in den eukaryotischen
Expressionsvektor pFLAG-CMV4-DEST kloniert, sodass nach Expression ein FLAG-
Peptid N-terminal an FE65 fusioniert vorliegt (Abb. 14).
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Abb. 14: Western-Blot nach Koimmunprazipitation von FLAG-FE65 mit endogenem
ARHGEF6/aPIX aus CHO-K1-Zellen

CHO-K1-Zellen wurden mit den jeweils angegebenen Konstrukten transfiziert, als
Negativkontrolle diente die Transfektion mit pFLAG-CMV4-DEST (FLAG-Vektor, Spalten 1 und
2). Der obere Western-Blot zeigt den Nachweis von endogenem ARHGEF6/aPIX mittels des
anti-SH3-Antikdrpers. Rohlysate (R) und Prazipitate (P) wurden wie angezeigt jeweils
nebeneinander aufgetragen. Die Detektion von FLAG-FE65 im unteren Western-Blot erfolgte
mit Hilfe eines anti-FLAG-Antikdrpers in Rohlysaten und Prazipitaten. Durch Pfeile rechts ist die
Zuordnung der Banden zu ARHGEF6/aPIX bzw. ARHGEF7/B1PIX gezeigt. Links sind einige
Molekulargewichte des verwendeten Proteinstandards angezeigt.

Durch die Verwendung eines anti-FLAG-Antikérpers konnte die Expression des FLAG-
FE65-Fusionsproteins in den Rohlysaten (Abb. 14, untere Reihe, Spalten 3 und 7)
sowie im Prazipitat der Probe (Abb. 14, untere Reihe, Spalte 5) nachgewiesen werden.
Nach ektopischer Expression der FE65-Fusionsproteine wurde im Western-Blot neben
dem erwarteten Fusionsprotein mit einer GroéRe von ~120 KDa noch eine weitere
Bande (~100 KDa) sichtbar (Abb. 14, untere Reihe, Spalten 3, 5 und 7). In den Spalten
1 und 2 konnte kein Signal mit dem anti-FLAG-Antikérper detektiert werden, da das
FLAG-Peptid zu klein ist, um unter den gegebenen Bedingungen auf einem Western-
Blot nachgewiesen zu werden. In der Negativkontrolle (Prazipitation mit IgG1-
Antikorper) wurde kein angereichertes FLAG-FE65 im Prazipitat nachgewiesen (Abb.
14, untere Reihe, Spalte 8). Mit dem anti-SH3-Antikdrper konnte in allen Rohlysaten
(Abb. 14, obere Reihe, Spalten 1, 3 und 7) endogenes ARHGEF6/aPIX (87 kDa)
nachgewiesen werden. Zusatzlich konnten zwei Isoformen des im Zelllysat
vorhandenen endogenen homologen ARHGEF7/BPIX-Proteins, ARHGEF7/B1PIX (78
kDa) und ARHGEF7/p2PIX (68 kDa, Daten nicht gezeigt) detektiert werden. Im
Gegensatz dazu konnte in keinem der Prazipitate endogenes ARHGEF6/aPIX
detektiert werden (Abb. 14, obere Reihe, Spalten 2, 5 und 8). Demnach ist FLAG-FE65
nicht in der Lage, endogenes ARHGEF6/aPIX kozupréazipitieren.
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In einem zweiten Versuchsansatz wurde eine Koimmunprazipitation nach
Uberexpression beider Proteine durchgefiihrt. Hierfiir wurde zunéchst die Kodierregion
von FE65 mittels der GATEWAY-Technologie in den eukaryotischen
Expressionsvektor pMT2-SM-HA-DEST eingebracht. Mithilfe desselben Systems
wurde die cDNA von ARHGEF6/aPIX in den Vektor pFLAG-CMV4-DEST kloniert. Die

Experimente wurden wie bereits beschrieben durchgefihrt (Abb. 15).
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Abb. 15: Western-Blots nach Koimmunprazipitations-Experimenten von HA-FE65 mit
FLAG-ARHGEF6/aPIX in CHO-K1-Zellen

CHO-K1-Zellen  wurden mit pMT2SM-HA-DEST-FE65 und pFLAG-CMV4-DEST-
ARHGEF6/aPIX bzw. pFLAG-CMV4-DEST (FLAG-Vektor) als Negativkontrolle transfiziert. Auf
dem oberen Western-Blot ist die Detektion von HA-FE65 in den Rohlysaten (R) und
Prazipitaten (P) gezeigt. Im unteren Western-Blot ist der Nachweis von FLAG-ARHGEF6/aPIX
durch Verwendung eines anti-FLAG-Antikérpers in den Rohlysaten und Prazipitaten dargestellt.
Links neben den Blots sind einige Molekulargewichte des verwendeten Proteinstandards
angegeben.

Mit einem anti-HA-Antikorper wurde die HA-FEG5-Expression in den Rohlysaten
Uberprift und auch hier konnte neben dem erwarteten Fusionsprotein von 120 KDa
ebenfalls ein wahrscheinlich spezifisches Abbauprodukt von etwa 100 KDa detektiert
werden (Abb. 15, obere Reihe, Spalten 1, 3 und 7). Jedoch konnte in keinem der
Prazipitate der Nachweis von HA-FEG65 erbracht werden (Abb. 15, obere Reihe,
Spalten 2, 5 und 8). Mittels eines anti-FLAG-Antikérpers wurde sowohl in den
Rohlysaten (Abb. 15, untere Reihe, Spalten 3 und 7) als auch im Prazipitat (Abb. 15,
Spalte 5) das FLAG-ARHGEF6/aPIX-Fusionsprotein detektiert. Wie bereits erwahnt,
konnte in der Vektor-Negativkontrolle das FLAG-Peptid unter den gegebenen
Bedingungen nicht dargestellt werden (Abb. 15, untere Reihe, Spalten 1 und 2).
Zusammengefasst ergeben die erzielten Daten keinen Hinweis darauf, dass FE65 und
ARHGEF6/aPIX in Koimmunprazipitations-Experimenten unter den untersuchten

Bedingungen miteinander interagieren.
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1.6 Immunzytochemische Untersuchungen zur Protein-Protein-
Interaktion von ARHGEF6/a.PIX und FE65

Eine weitere Moglichkeit zur Charakterisierung einer Protein-Protein-Interaktion ist die
Durchfuhrung von Immunfluoreszenz-Experimenten. Der Nachweis beider Proteine in
raumlicher Nahe, eine so genannte Kolokalisation, kann ein weiterer Hinweis auf
Interaktion sein.

1.6.1 Analyse der subzellularen Lokalisation von ARHGEF6/aPIX und FE65 in

CHO-K1- und PC12-Zellen

Bevor eine mogliche Kolokalisation untersucht wurde, wurde die subzellulare
Lokalisation beider Proteine analysiert. Hierbei war zusatzlich von Interesse zu
untersuchen, ob die subzelluldre Lokalisation der beiden Uberexprimierten Proteine in

verschiedenen eukaryotischen Zelllinien Gbereinstimmt.

Subzellulare Lokalisation von ARHGEF6/aPIX in CHO-K1-Zellen
CHO-K1-Zellen wurden mit pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIX transient transfiziert und

anschliefend das HA-ARHGEF6/aPIX-Fusionsprotein mit einem Fluorescein-
konjugierten anti-HA-Antikorper detektiert. Gleichzeitig wurde die Lokalisation von F-
Aktin durch TexasRot-konjugiertes Phalloidin sichtbar gemacht, um mdgliche
Veranderungen des Aktinzytoskeletts nachzuweisen. Die Auswertung der
Immunfluoreszenzexperimente erfolgte mithilfe der konfokalen Laserscanmikroskopie
(Abb. 16). Auf morphologische Auswirkungen der Uberexpression von ARHGEF6/aPIX

wird in einem spateren Kapitel im Rahmen dieser Arbeit eingegangen (Kapitel 3).

HA-aPIX F-Aktin Uberlagerung

Abb. 16: Subzellulare Lokalisation von HA-ARHGEF6/aPIX und Kolokalisation mit F-
Aktin in CHO-K1-Zellen durch Immunfluoreszenz

CHO-K1-Zellen wurden mit pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIX transient transfiziert und
anschlieBend mit einem Fluorescein-konjugierten anti-HA-Antikérper angefarbt (grin; A).
Gleichzeitig wurde F-Aktin durch die Verwendung von TexasRot-konjugiertem Phalloidin
sichtbar gemacht (rot; B). Durch Uberlagerung der einzelnen Bilder entsteht eine gelbe
Pseudofarbung an den Stellen, an denen beide Proteine kolokalisieren (C). Diese Stellen sind
durch weilRe Pfeile markiert und deuten auf die Zellperipherie, an der es zur Bildung von
Lamellipodien, Filopodien und Membranumstilpungen kommt.
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HA-ARHGEF6/aPIX ist vor allem im Zytoplasma lokalisiert. An der Zellperipherie, an
der es zur Ausbildung von Lamellipodien, Filopodien und Membranumstilpungen
kommt, kommt es jedoch zu einer deutlichen Konzentration von HA-ARHGEF6/aPIX
(Abb. 16A). F-Aktin als Bestandteil des Aktinzytoskeletts findet sich vor allem an den
dinnen Aktinfasern innerhalb des Zytoplasmas, akkumuliert jedoch auch verstarkt an
der Zellperipherie. Beim Vergleich von transfizierten und nicht-transfizierten Zellen
konnte kein Unterschied in der Morphologie des Aktin-Zytoskeletts beobachtet werden
(Abb. 16B). Eine Kolokalisation von HA-ARHGEF6/aP1X mit F-Aktin konnte vor allem
an der Zellperipherie, im Bereich von Lamellipodien, Filopodien und

Membranumstilpungen beobachtet werden (Weiler Pfeil in Abb. 16C).

Subzellulare Lokalisation von ARHGEF6/aPIX in PC12-Zellen

Um die Funktion von ARHGEF6/aPIX in einem neuronalen Kontext zu untersuchen,
wurde dessen subzellulare Lokalisation in PC12-Zellen analysiert. Das PC12-
Zellsystem wird als neuronales Modellsystem angesehen, da diese Zellen in der Lage
sind, nach Stimulation mit einem Wachstumsfaktor (,nerve growth factor, NGF)
neuritenahnliche Auslaufer zu bilden (Kapitel 3).

PC12-Zellen wurden in Gegenwart von NGF mit pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIX
transfiziert und 24 Stunden nach der Transfektion fixiert bzw. fur weitere 24 Stunden
kultiviert. AnschlieRend wurde das FLAG-ARHGEF6/aPIX-Fusionsprotein mittels eines
Fluorescein-konjugierten anti-FLAG-Antikorpers sichtbar gemacht. Gleichzeitig wurde
F-Aktin mit TexasRot-konjugiertem Phalloidin angefarbt. Die in Abb. 17 gezeigten
Bilder wurden mit einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Auf
morphologische Veranderungen der PC12-Zellen nach einer ARHGEF6/aPIX-

Uberexpression wird in Kapitel 3 dieser Arbeit eingegangen.
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FLAG-aPIX F-Aktin Uberlagerung

Fixierung nach 24 h

Fixierung nach 48 h

Abb. 17: Subzellulare Lokalisation von ARHGEF6/aPIX und partielle Kolokalisation mit
F-Aktin in PC12-Zellen nach verschiedenen Fixierungszeitpunkten

PC12-Zellen wurden mit pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIX transfiziert und anschlief3end
mit einem Fluorescein-konjugierten anti-FLAG-Antikérper angefarbt (griin; A, D). Gleichzeitig
wurde F-Aktin durch die Verwendung von TexasRot-konjugiertem Phalloidin sichtbar gemacht
(rot; B, E). Durch Uberlagerung der einzelnen Bilder entsteht eine gelbe Pseudofarbung an den
Stellen, an denen beide Proteine kolokalisieren (C, F). Diese Stelle ist durch einen weil3en Pfeil
markiert und deuten auf die Zellperipherie, an der es z.T. zur Ausbildung von Zellfortsatzen
kommt.

Die subzelluldre Lokalisation von FLAG-ARHGEF6/aPIX in PC12-Zellen ist
vergleichbar mit der in CHO-K1-Zellen. FLAG-ARHGEF6/aPIX konnte vor allem im
Zytoplasma der Zellen nachgewiesen werden, wohingegen es zu einer schwachen
Akkumulation des Proteins an der Zellperipherie kommt (Abb. 17A und D). PC12-
Zellen bilden im Vergleich zu den vorher gezeigten CHO-K1-Zellen das Zytoskelett
nicht so stark aus. Deshalb Iasst sich F-Aktin vor allem an den Randbereichen der
PC12-Zellen detektieren (Abb. 17B und E). Nach Uberlagerung der Bilder zeigte sich in
einigen Zellen eine schwache Kolokalisation von ARHGEF6/aPIX mit F-Aktin an der
Zellperipherie [Abb. 17C (weilRer Pfeil) und F]. In diesen Bereichen beginnen die Zellen
mit der Bildung von Zellausldufern wie Neuriten und deren Vorlaufern, den Filopodien.
Der Fixierungszeitpunkt der PC12-Zellen hatte keine Auswirkungen auf die
subzellulare Lokalisation von FLAG-ARHGEF6/aPIX. Durch diese Immunfluoreszenz-
Analysen konnte gezeigt werden, dass die subzellulare Lokalisation von
ARHGEF6/aPIX in zwei eukaryotischen Zelllinien vergleichbar ist und dass die
Uberexpression dieses Proteins keine auffalligen strukturellen Veranderungen des F-
Aktins zur Folge hat.
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Subzellulare Lokalisation von FE65 in CHO-K1-Zellen

Im Rahmen dieser Immunfluoreszenz-Versuche sollte neben der subzellularen

Lokalisation von FE65 auch die Spezifitit eines neuen, kommerziell erhaltlichen
Antikérpers gegen FEG5 Uberprift werden. Dieser Antikdrper wurde hergestellt, indem
die im zentralen Bereich des Proteins gelegene WW-Domane zur Immunisierung
verwendet wurde (Sabo et al., 1999).

CHO-K1-Zellen wurden mit pMT2SM-HA-DEST-FEG5 transfiziert. Die Detektion des
HA-FEG65-Fusionsproteins erfolgte entweder mittels eines Fluorescein-gekoppelten
anti-HA-Antikérpers oder durch die Verwendung des anti-Fe65-Antikorpers gefolgt von
einem Alexa-Fluor-488-konjugierten Zweitantikérper. Auch hier wurde durch die
Verwendung von TexasRot-konjugiertem Phalloidin F-Aktin sichtbar gemacht (Abb.
18).  HA-FE65 F-Aktin Uberlagerung

anti-Fe65

anti-HA

Abb. 18: Subzelluldre Lokalisation von HA-FE65 und Kofarbung mit F-Aktin in CHO-K1-
Zellen durch Immunfluoreszenzanalysen

CHO-K1-Zellen wurden mit pMT2SM-HA-DEST-FE6G5 transfiziert und anschlieRend mit einem
anti-Fe65-Primarantikérper, gefolgt von einem AlexaFluor-488-konjugierten Ziege-anti-Maus-
Antikorper gefarbt (Grin, A). Alternativ wurden transfizierte CHO-K1-Zellen mit einem
Fluorescein-konjugierten anti-HA-Antikorper angefarbt (griin; D). In allen Zellen wurde F-Aktin,
durch die Verwendung von TexasRot-konjugiertem Phalloidin sichtbar gemacht (rot; B, E).
Durch Uberlagerung der einzelnen Bilder entsteht eine gelbe Pseudofarbung an den Stellen, an
denen beide Proteine kolokalisieren (C, F). Die Analysen erfolgten durch
Immunfluoreszenzmikroskopie.

HA-FEG5 ist hauptsachlich im Zellkern lokalisiert, gleichzeitig liel3 es sich auch diffus
verteilt im Zytoplasma nachweisen. Eine verstarkte Lokalisation an der Zellperipherie
konnte jedoch nicht gezeigt werden. Die Detektion des HA-FEG5-Fusionsproteins unter

Verwendung eines anti-Fe65-Antikdrpers zeigte keine Unterschiede zur subzellularen
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Verteilung unter Anwendung eines gegen das N-terminale HA-Peptid gerichteten
Antikérpers (Abb. 18A und D). Hierdurch konnte gezeigt werden, dass der kommerziell
erhaltliche anti-Fe65-Antikdrper Uberexprimiertes FE65 spezifisch erkennt. Auch hier
lieBen sich keine morphologischen Unterschiede des Aktinzytoskeletts zwischen nicht-
transfizierten und transfizierten Zellen feststellen (Abb. 18B und E). Nach Uberlagerung
der Bilder konnte keine Kolokalisation von HA-FEG65 mit F-Aktin nachgewiesen werden
(Abb. 18C und F).

Subzellulare Lokalisation von FE65 in PC12-Zellen

Um FEG65 ebenfalls in einem neuronalen Zellsystem zu charakterisieren, wurde dessen

subzellulare Lokalisation in PC12-Zellen untersucht. Diese wurden in Gegenwart von
NGF mit pFLAG-CMV4-DEST-FEG65 transfiziert und nach 24 bzw. 48 h fixiert. Bei der
anschlielenden Immunfluoreszenzfarbung wurde die FLAG-FE65-Expression durch
einen Fluorescein-konjugierten anti-FLAG-Antikorper nachgewiesen. Gleichzeitig
wurden diese Zellen mit TexasRot-Phalloidin gefarbt (Abb. 19).

FLAG-FE65 F-Aktin Uberlagerung

Fixierung nach 24 h

Fixierung nach 48 h

Abb. 19: Subzellulidre Lokalisation von FE65 und Kofarbung mit F-Aktin in PC12-Zellen
zu verschiedenen Fixierungszeitpunkten

PC12-Zellen wurden mit pFLAG-CMV4-DEST-FEG65 transfiziert und anschlieRend mit einem
Fluorescein-konjugierten anti-FLAG-Antikdrper angefarbt (grin; A, D, G). Weilte Pfeilspitzen
zeigen auf auffallende rE65-positive Strukturen (D). Gleichzeitig wurde F-Aktin durch die
Verwendung von TexasRot-konjugiertem Phalloidin sichtbar gemacht (rot; B, E, H). Durch
Uberlagerung der einzelnen Bilder entsteht, angezeigt durch wei%e Pfeile, eine gelbe
Pseudofarbung an den Stellen, an denen beide Proteine kolokalisieren (C, F, ).
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In PC12-Zellen ist das FLAG-FE65-Fusionsprotein ebenso wie in CHO-K1-Zellen
sowohl im Kern als auch diffus im Zytoplasma und in den Zellauslaufern lokalisiert
(Abb. 19A, D, G). Ungefahr die Halfte der analysierten FLAG-FEG5-
Uberexprimierenden PC12-Zellen zeigten punktférmige, klar abgrenzbare Strukturen im
Zellkern (Abb. 19D, weile Pfeilspitzen, nach 48h Daten nicht gezeigt). Die Zahl dieser
punktférmigen Ansammlungen belduft sich auf zwei bis funf pro Kern. Auch die
Fixierung der transfizierten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten hatte weder einen
Einfluss auf die Bildung dieser Strukturen im Kern noch auf die subzellulare
Lokalisation von FLAG-FEG65. Beim Vergleich der F-Aktin-Farbungen waren keine
morphologischen Unterschiede zwischen transfizierten und nicht-transfizierten PC12-
Zellen erkennbar (Abb. 19B, E, H). Nach Uberlagerung der Bilder konnte eine partielle
Kolokalisation von FE65 und F-Aktin, vor allem in den Spitzen der Zellauslaufer, in
denen F-Aktin akkumuliert, nachgewiesen werden (Abb. 19C, F, I, weile Pfeile). Die
Uberexpression von FE65 in CHO-K1- und PC12-Zellen hat gezeigt, dass dessen
subzellulare Lokalisation in diesen Zelllinien vergleichbar ist.

1.6.2 Analyse der Kolokalisation von ARHGEF6/aPIX und FE65 in CHO-K1- und

PC12-Zellen

Um eine mogliche Kolokalisation von FE65 mit ARHGEF6/aPIX nachweisen zu
kénnen, wurden Koimmunfluoreszenz-Experimente sowohl an CHO-K1- als auch an
PC12-Zellen durchgefihrt.

Subzellulare Verteilung von ARHGEF6/aPIX und FEG5 in CHO-K1-Zellen

CHO-K1-Zellen wurden mit pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIX und pMT2SM-HA-
DEST-FE65 transient kotransfiziert. HA-FE65 wurde durch Verwendung eines
Fluorescein-konjugierten anti-HA-Antikdrpers (grin), FLAG-ARHGEF6/aPIX mittels

eines Cy3-gekoppelten anti-FLAG-Antikorpers (rot) nachgewiesen. Alternativ wurde ein

Teil der Immunfarbungen mit einem spezifischen anti-Fe65- und einem anti-FLAG-
Primarantikorper durchgefuhrt, gefolgt von einer Inkubation mit einem AlexaFluor-488-
konjugierten (griin) und einem AlexaFluor-546-gekoppelten (rot) Sekundarantikérper.
Der Nachweis der Lokalisation erfolgte durch konfokale Laserscanmikroskopie (Abb.
20).
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__FLAG-aPIX HA-FE65 Uberlagerung VergréRerung

anti-FLAG und
anti-HA

anti-FLAG und
anti-Fe65

Abb. 20: Kolokalisation von FLAG-ARHGEF6/aPIX und HA-FE65 in kotransfizierten
CHO-K1-Zellen durch Immunfluoreszenz

CHO-K1-Zellen wurden mit pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIX und pMT2SM-HA-DEST-
FEG65 kotransfiziert. Die Detektion von FLAG-ARHGEF6/aPIX erfolgte durch einen Cy3-
konjugierten anti-FLAG-Antikorper (rot, A) bzw. durch einen anti-FLAG als Primar- und einen
Ziege-anti-Kaninchen-AlexaFluor-546 als Sekundarantikérper (rot, E). HA-FE65 wurde mit
einem Fluorescein-gekoppelten anti-HA-Antikorper (grin, B) bzw. mit einem anti-Fe65 als
Primar- und einem Ziege-anti-Maus-AlexaFluor-488 als Sekundarantikérper sichtbar gemacht
(griin, F). Nach Uberlagerung der Bilder wird die gelbe Pseudofarbe zum Nachweis der
Kolokalisation beider Proteine im Zytoplasma und verstarkt an der Zellperipherie deutlich (C, G,
weille Pfeilspitzen). In der VergréRerung von Teilbereichen der Zelle wird deutlich, dass es sich
dabei um Lamellipodien-ahnliche Strukturen bzw. Membranumstilpungen handelt (D, H).

Wie beschrieben, lokalisiert FLAG-ARHGEF6/aPIX im Zytoplasma und auch an der
Zellperipherie (Abb. 20A, E). Koexprimiertes HA-FE65 zeigt eine Lokalisation im
Zellkern, im Zytoplasma und verstarkt an der Zellmembran (Abb. 20B, F). Da eine
verstarkte Membranlokalisation von nur FE65-exprimierenden Zellen nicht beobachtet
werden konnte (Abb. 18), kénnte FE65 durch ARHGEF6/aPIX an die Membran
transloziert werden. Eine Kolokalisation beider Proteine konnte einerseits im
Zytoplasma und andererseits verstarkt in Lamellipodien-ahnlichen Strukturen an der
Zellmembran beobachtet werden (Abb. 20C, G, weie Pfeile). Dies wird vor allem in
den AusschnittsvergroRerungen dieser Bereiche deutlich (Abb. 20D, H). Diese Daten
deuten daraufhin, dass es in der Zelle zu einer Assoziation zwischen ARHGEF6/aPIX
und FE65 kommt. Die Konzentration beider Proteine an der Zellperipherie lasst
vermuten, dass die Interaktion von ARHGEF6/aPIX mit FE65 eine wichtige Rolle bei

der Regulation der Bildung von Zellauslaufern spielen kénnte.

Subzellulare Lokalisation von ARHGEF6/aPIX und FE65 in PC12-Zellen

Um einen weiteren zellbiologischen Hinweis auf eine Interaktion von ARHGEF6/aPIX
und FE65 zu bekommen, wurden die entsprechenden Experimente an PC12-Zellen
durchgefiihrt. PC12-Zellen wurden in Anwesenheit von NGF mit pDEST53-
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ARHGEF6/aPIX und pFLAG-CMV4-DEST-FEG65 kotransfiziert und fur zwei Tage
kultiviert. Nach Expression von pDEST53-ARHGEF6/aPIX kommt es zur Bildung eines
GFP-(,green fluorescent protein“) ARHGEF6/aPIX-Fusionsproteins, das durch
Anregung mit Licht der Wellenlange 488 nm griines Licht emittiert. FLAG-FE65 wurde
durch die Verwendung eines Cy3-konjugierten anti-FLAG-Antikérpers nachgewiesen.

Die Auswertung erfolgte mithilfe von konfokaler Laserscanmikroskopie (Abb. 21).

GFP-aPIX FLAG-FE65 Uberlagerung VergréBerung

g2

Abb. 21: Kolokalisation von GFP-ARHGEF6/aPIX und FLAG-FE65 in PC12-Zellen mittels
Immunfluoreszenz

PC12-Zellen wurden mit pDEST53-ARHGEF6/aPIX und pFLAG-CMV4-DEST-FEG5 in
Gegenwart von NGF kotransfiziert und fir 48 h kultiviert. Die subzellulare Lokalisation von
FLAG-FEG5 ist durch Immunfarbung mittels eines Cy3-gekoppelten anti-FLAG-Antikérpers
gezeigt (rot; B, F). Die durch Autofluoreszenz von GFP dargestellte subzelluldre Lokalisation
von GFP-ARHGEF6/aPIX ist in A und E dargestellt. Kolokalisation beider Proteine wird durch
die pseudogelben Bereiche in der Uberlagerung angezeigt (C, G). Die weilken Pfeile zeigen auf
die Kolokalisationsbereiche an der Zellmembran bzw. in den Spitzen der Auslaufer. In der
VergroRerung sind ausgewahlte Bereiche der Kolokalisation dargestellt (D, H).

Nach Kotransfektion ist die subzelluldre Lokalisation von GFP-ARHGEF6/aPIX (Abb.
21A und E) und FLAG-FEG65 (Abb. 21B und F) mit der nach den entsprechenden
Einzeltransfektionen vergleichbar (siehe Kapitel 1.6.1).

Da auch in diesem Zellsystem die beiden Proteine partiell im Zytoplasma und verstarkt
in den Zellauslaufern kolokalisieren (Abb. 21C und D, G und H), kénnte dies ein
weiterer Hinweis auf eine mdgliche Assoziation und gleichzeitig wichtige Rolle von
ARHGEF6/aPIX und FEB5 bei der Bildung neuritenahnlicher Zellfortsatze sein.
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2. Auswirkungen von Deletionen verschiedener Bereiche
von ARHGEF6/aPIX auf die subzellulare Lokalisation in
verschiedenen eukaryotischen Zelllinien

ARHGEF6/aPIX besteht aus verschiedenen funktionellen Proteindomanen. Es ist
bekannt, dass Uber einige dieser Domanen Interaktionen mit anderen Proteinen
vermittelt werden. Bisher konnte jedoch noch nicht abschlieRend geklart werden,
welcher Bereich von ARHGEF6/aPIX fur die korrekte subzelluldre Lokalisation des
Proteins innerhalb der Zelle verantwortlich ist. So fiihrt die Uberexpression eines
ARHGEF6/aPIX-Proteins, dem 28 Aminosauren in der N-terminalen CH-Doméne
fehlen (ARHGEF6/aPIXAAS56-83), in CHO-K1-Zellen zu einer punktformigen
Verteilung des Proteins im Zytoplasma (Rosenberger et al., 2003). Dies deutet auf eine
moglicherweise wichtige Funktion der CH-Doméane bei der Lokalisation von
ARHGEF6/aPIX innerhalb der Zelle hin.

21 Analyse der subzellularen Lokalisation verschiedener
ARHGEF6/aPIX-Proteine in CHO-K1- und PC12-Zellen

Mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Analysen sollte untersucht werden, ob bestimmte
Domanen von ARHGEF6/aPIX fur die subzelluldre Lokalisation des Proteins innerhalb
der Zelle wichtig sind. Aufgrund der bereits erlauterten veranderten Lokalisation von
ARHGEF6/0aAAS56-83 sollte, neben diesem Fusionsprotein, auch die subzellulare
Lokalisation von ARHGEF6aPIXACH, bei welchem die gesamte N-terminale CH-
Domane deletiert wurde, untersucht werden. Von weiterem Interesse war, ob die
Deletion der C-terminalen Dimerisierungsdomane ebenfalls Auswirkungen auf die
subzelluldre Lokalisation von ARHGEF6/aPIX hat. Hierzu wurde zunachst die cDNA
von ARHGEF6/aPIXACH bzw. ARHGEF6/aPIXACC mittels einer Topoisomerase-
Reaktion in den Vektor pENTR-D-TOPO eingebracht. Die Kodierregion von
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 bzw. ARHGEF6/aPIX lag bereits im pENTR-D-TOPO vor.
Uber eine Rekombinationsreaktion wurde die jeweilige cDNA in den eukaryotischen
Expressionsvektor pFLAG-CMV4-DEST Uberfihrt. Die Domanenstruktur der
verwendeten ARHGEF6/a.PIX-Proteinvarianten ist in Abb. 22 erlautert.
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CH SH3 DH PH GBDCC

ARHGEF6/aPIX (AS 2-776) s = R Ch
ARHGEF6/aPIXACH (AS 154-776) B  H B
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 (AS 2-55 und 84-776) JNIHIIH___ HE— T
ARHGEF6/aPIXACC (AS 2-686) 4 B H H}

Abb. 22: Schematische Darstellung der Domaénenstruktur von ARHGEF6/aPIX,
ARHGEF6/0PIXACH, ARHGEF6/0.PIXAAS56-83 und ARHGEF6/a.PIXACC

Die Domanenstruktur ist schematisch dargestellt: CH/Illl: calponin homology; SH3/Ill: Src
homology 3; DH/[] : Dbl homology; PH/IBl: Pleckstrin homology; GBD/[H : Git1-binding
domain; CC/[l: coiled-coil. Die Aminosauren (AS) sind in Klammern angegeben.

CHO-K1-Zellen

CHO-K1-Zellen wurden mit den bereits oben erwahnten Konstrukten transfiziert. Die

Expression der Fusionsproteine wurde mithilfe eines Fluorescein-gekoppelten anti-
FLAG-Antikérpers nachgewiesen. Gleichzeitig wurde zum Nachweis mdglicher
Veranderungen des Aktinzytoskeletts F-Aktin durch Verwendung von TexasRed-
gekoppeltem Phalloidin sichtbar gemacht. AnschlieRend erfolgte die Auswertung

mithilfe von Fluoreszenz- bzw. konfokaler Laserscanmikroskopie (Abb. 23).
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A FLAG-aPIX F-Aktin Uberlagerung

C FLAG-aPIXAAS56-83 F-Aktin Uberlagerung

D FLAG-aPIXACC F-Aktin Uberlagerung

Abb. 23: Subzelluladre Lokalisation von ARHGEF6/0.PIX, ARHGEF6/aPIXACH,
ARHGEF6/0PIXAAS56-83 bzw. ARHGEF6/0.PIXACC in CHO-K1-Zellen

CHO-K1-Zellen wurden mit (A) pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIX, (B) pFLAG-CMV4-
DEST-ARHGEF6/aPIXACH, (C) pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 oder (D)
pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIXACC transfiziert. Die subzelluldre Lokalisation der FLAG-
Fusionsproteine wurde mittels eines Fluorescein-gekoppelten anti-FLAG-Antikdrpers dargestellt
(A-D, jeweils linkes Bild). Durch die Verwendung von Phalloidin-TexasRed wurde in allen Zellen
F-Aktin sichtbar gemacht (A-D, jeweils mittleres Bild). Nach Uberlagerungen weiRlt die
pseudogelbe Farbung auf Bereiche der Kolokalisation hin (A-D, jeweils rechtes Bild, weifl3e
Pfeile).

Wie bereits im vorhergehenden Kapitel beschrieben, ist FLAG-ARHGEF6/aPIX vor
allem im Zytoplasma und verstarkt an der Zellperipherie lokalisiert (Abb. 23A, FLAG-

aPIX). Damit verglichen resultiert die Uberexpression der anderen untersuchten

Fusionsproteine in  einer veranderten subzellularen Verteilung: FLAG-
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ARHGEF6/aPIXACH ist ebenfalls im Zytoplasma und an der Zellperipherie lokalisiert,
jedoch kommt es zur Bildung eines leicht punktierten Musters, welches vor allem an
der Zellperipherie konzentriert ist (Abb. 23B, FLAG-aPIXACH). Die Uberexpression von
FLAG-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 fihrt zur Bildung groRerer punktformiger Strukturen,
die auch Uber das gesamte Zytoplasma verteilt sind, jedoch nicht an der Zellperipherie
akkumulieren (Abb. 23C, FLAG-aPIXAAS56-83). Im Gegensatz dazu ist
Uberexprimiertes FLAG-ARHGEF6/aPIXACC fast ausschlieBlich im Zellkern lokalisiert,
allerdings ist auch eine schwache Expression im Zytoplasma zu beobachten (Abb.
23 D, FLAG-aPIXACC). Anhand der Farbung von F-Aktin wird deutlich, dass die
Uberexpression von FLAG-ARHGEF6/0PIX, FLAG-ARHGEF6/aPIXACC bzw. FLAG-
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 keine strukturellen Veranderungen des Aktinzytoskeletts zur
Folge hat (Abb. 23A, C und D, F-Aktin), wahrend die ARHGEF6/aPIXACH-
exprimierenden CHO-K1-Zellen deutlich weniger Stressfasern aufweisen und F-Aktin
teilweise in punktformigen Ansammlungen vorkommt (Abb. 23B, F-Aktin). Nach
Uberlagerung der einzelnen Bilder kann bei FLAG-ARHGEF6/aPIX eine deutliche
Kolokalisation mit F-Aktin an der Zellperipherie, an der sich Zellauslaufer bilden,
nachgewiesen werden (Abb. 23 A, Uberlagerung, weiler Pfeil). Die Kolokalisation von
F-Aktin mit FLAG-ARHGEF6/aPIXACH ist auf punktuelle Ansammlungen an der
Zellperipherie begrenzt (Abb. 23B, Uberlagerung, weiRer Pfeil), wahrend FLAG-
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 bzw. FLAG-ARHGEF6/aPIXACC weder an der Peripherie
noch im Zytoplasma der Zellen mit F-Aktin kolokalisieren (Abb. 23C und D,
Uberlagerung).

PC12-Zellen

Um die beobachteten veranderten Lokalisationen der aberranten ARHGEFG6/aPIX-
Proteine in PC12-Zellen zu charakterisieren, wurden diese auch in diesem Zellsystem
ektopisch exprimiert. Nach 48 h wurden die Zellen fixiert und die Fusionsproteine wie
bereits beschrieben detektiert. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop
(Abb. 24).
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A B C D
FLAG-aPIX FLAG-oPIXACH FLAG-0PIXAAS56-83 FLAG-aPIXACC

Abb. 24: Subzelluladre Lokalisation von ARHGEF6/0.PIX, ARHGEF6/aPIXACH,
ARHGEF6/0.PIXAAS56-83 und ARHGEF6/0.PIXACC in PC12-Zellen

PC12-Zellen wurden in Anwesenheit von NGF mit (A) pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIX,
(B) pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIXACH, (C) pFLAG-CMV4-DEST-
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 oder (D) pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIXACC transfiziert und
fur 48 h kultiviert. Die subzellulare Lokalisation der FLAG-Fusionsproteine wurde durch
Immunfarbung mittels eines Fluorescein-konjugierten anti-FLAG-Antikorpers sichtbar gemacht.

Die subzellulare Lokalisation aller untersuchter Fusionsproteine ist mit der in CHO-K1-
Zellen vergleichbar: Wahrend FLAG-ARHGEF6/aPIX vor allem im Zytoplasma und
verstarkt an der Zellperipherie lokalisiert ist (Abb. 24A), ist FLAG-ARHGEF6/aPIXACH
ebenfalls im Zytoplasma und verstarkt in punktformigen Ansammlungen an der
Zellperipherie nachweisbar (Abb. 24B). FLAG-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 ist in
punktférmigen Strukturen im gesamten Zytoplasma lokalisiert (Abb. 24C), wohingegen
FLAG-ARHGEF6/aPIXACC fast ausschlieRlich im Kern detektierbar ist (Abb. 24D). Die
gleichzeitig durchgeflihrte Farbung von F-Aktin hat gezeigt, dass keins der
Uberexprimierten Proteine zu sichtbaren Veranderungen des Aktinzytoskeletts flihrt
(Daten nicht gezeigt). Die Daten aus diesen Immunfluoreszenz-Experimenten lassen
vermuten, dass sowohl die N-terminale CH-Domane als auch die C-terminale coiled-
coil-Domane eine wichtige Funktion bei der Lokalisation von ARHGEF6/aPIX innerhalb

der Zelle haben.

2.2 Immunzytochemische Untersuchungen zur Identifizierung der
ARHGEF6/aPIXAAS56-86-positiven Strukturen in verschiedenen
eukaryotischen Zelllinien

Durch das punktformige Muster und die gleichmalige Verteilung der
ARHGEF6/aPIXAAS56-83-positiven Strukturen innerhalb des gesamten Zytoplasmas
der Zellen lag die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um vesikulare
Zellkompartimente, wie beispielsweise Endosomen, handeln kénnte. In verschiedenen
Veroffentlichungen wurde bereits Uber einen Zusammenhang zwischen der PIX-
Proteinfamilie und dem vesikularen Transport berichtet (Di Cesare et al., 2000,

Matafora et al., 2001; Manabe et al., 2002). Aufgrund dessen wurden zunachst
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Kolokalisations-Experimente mit verschiedenen Endosomen-spezifischen Proteinen in
CHO-K1-Zellen durchgeflhrt.

Untersuchungen an CHO-K1-Zellen
CHO-K1-Zellen wurden mit pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 transient
transfiziert. Die Expression von HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 wurde mittels eines

primaren anti-HA-Antikérpers und eines sekundaren AlexaFluor-488-konjugierten
Antikodrpers nachgewiesen. Gleichzeitig erfolgte die Detektion der zu untersuchenden
endogenen Markerproteine mittels eines jeweils spezifischen primaren Antikorpers und

eines AlexaFluor-546-gekoppelten Sekundarantikdrpers (Abb. 25).
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HA-aPIXAAS56-83 EEA1 Uberlagerung VergroéRerung

B HA-aPIXAAS56-83 y-Adaptin

Uberlagerung

C HA-aPIXAAS56-83 a-Adaptin i VergréRerung
D HA-uPIXAAS56-83 &-Adaptin Uberlagerung VergréRerung

Abb. 25: Subzellulidre Lokalisation von HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 und Kofarbung mit
verschiedenen endogenen, Endosomen-spezifischen Proteinen in CHO-K1-
Zellen

CHO-K1-Zellen wurden mit pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 transfiziert. Die
subzelluldre Lokalisation von HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 wurde durch Verwendung eines
primdren anti-HA-Antikérpers und eines sekundaren AlexaFluor-488-konjugierten anti-
Kaninchen-Antikdrpers dargestellt (A-D, grun). In den Uberlagerten Bildern deuten pseudogelbe
Bereiche auf Kolokalisation hin. Die weiRen Quadrate zeigen die vergréferten Ausschnitte an
(A-D, Uberlagerung und VergréRerung). (A) Zusétzlich zu HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 wurde
endogenes EEA1 mittels eines primaren anti-EEA1- und eines sekundaren AlexaFluor-546
gekoppelten anti-Maus-Antikdrpers nachgewiesen (rot). (B) Neben HA-ARHGEF6/a.PIXAAS56-
83 wurde endogenes y-Adaptin durch Verwendung eines anti-y-Adaptin-Antikérpers als Primar-
und eines anti-Maus-AlexaFluor-546 als Sekundarantikdrper sichtbar gemacht (rot). (C)
Gleichzeitig mit HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 wurde endogenes a-Adaptin mittels eines
primaren anti-aAdaptin- und eines sekundaren AlexaFluor-546-anti-Maus-Antikdrpers detektiert
(rot). (D) Mittels eines primaren anti-6SA4-Antikdrpers und durch Verwendung eines
sekundaren  Alexa-Fluor546-konjugierten  anti-Maus-Antikérpers  wurde neben  HA-
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 endogenes 8-Adaptin nachgewiesen (rot). Die Auswertung erfolgte
mittels konfokaler Laserscanmikroskopie.

Frihe Endosomen, detektiert durch endogenes EEA1 (,early endosome antigen 1),
sind ebenfalls in einem punktierten Muster innerhalb des gesamten Zytoplasmas

verteilt. Auch hier ist eine leichte Akkumulation an der Zellperipherie zu sehen (Abb.
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25A, EEA1). Nach Uberlagerung kommt es im Zytoplasma der Zelle zu keiner gelben
Pseudofarbung, was auch in der AusschnittsvergréRerung deutlich wird (Abb. 25A,
Uberlagerung und VergréBerung). Aufgrund der starken Konzentration von EEA1 in der
Kernperipherie, wahrscheinlich im Golgi-Apparat, kommt es zu einer gelben
Pseudofarbung in diesem Bereich, welche jedoch als unspezifisch gewertet wurde
(Abb. 25A, Uberlagerung). Die weiterhin verwendeten Antikdrper erkennen jeweils
Untereinheiten heterotetramerer Adaptorkomplexe, die alle bei Transportprozessen
Clathrin-bedeckter Vesikel eine Rolle spielen. y-Adaptin, eine Untereinheit des AP1-
Komplexes, lokalisiert in einem punktformigen Muster innerhalb des gesamten
Zytoplasmas und verstarkt an der Zellperipherie (Abb. 25B, y-Adaptin). Nach
Uberlagerung konnte eine partielle  Kolokalisation von  y-Adaptin  und
ARHGEF6/aPIXAAS56-83, vor allem in Bereichen der Zellperipherie, nachgewiesen
werden (Abb. 25B, Uberlagerung). In der VergréRerung wird jedoch deutlich, dass die
Mehrheit der ARHGEF6/aPIXAAS56-83-positiven Strukturen nicht mit y-Adaptin
kolokalisiert (Abb. 25B, Vergroferung). Endogenes a-Adaptin, ein Markerprotein des
AP-2 Komplexes, liegt ebenfalls punktformig im Zytoplasma verteilt vor (Abb. 25C, a-
Adaptin). Uberlagerung und AusschnittsvergroBerung zeigen, dass a-Adaptin und
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 nicht kolokalisieren (Abb. 25C, Uberlagerung und
Vergrolierung). 8-Adaptin, eine Untereinheit des AP-3-Komplexes, liegt innerhalb des
Zytoplasmas, aber vor allem in der Kernperipherie ebenfalls in einem punktférmigen
Muster vor (Abb. 25D, 8-Adaptin). Die Uberlagerung zeigt auch hier, dass dieses
Protein nicht mit FLAG-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 kolokalisiert (Abb. 25D,
Uberlagerung und VergréRerung). An PC12-Zellen wurden vergleichbare Experimente
durchgefiihrt und auch hier konnte nur mit y-Adaptin eine partielle Kolokalisation mit
FLAG-ARHGEF6/0PIXAAS56-83, vor allem im Bereich der Zellauslaufer,

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Untersuchungen an HelLa-Zellen

Weitere vesikulare, von einer eigenen Membran umschlossene Zellkompartimente sind
die Lysosomen. Aufgrund der ebenfalls punktférmigen Verteilung von Lysosomen
innerhalb  der Zelle sollte untersucht werden, ob es sich bei den
ARHGEF6/aPIXAAS56-83-positiven Strukturen um diese handelt. Die in dieser Arbeit
verwendeten Antikérper erkennen spezifisch humane lysosomale Proteine, weshalb
die subzellulare Lokalisation von ARHGEF6/aPIXAAS56-83 und mdgliche
Kolokalisation mit Lysosomen an HelLa-Zellen untersucht wurde. Hierflir wurden HelL a-
Zellen mit pMT2SM-HA-ARHGEF6/0PIXAAS56-83 transient transfiziert und die
Expression von HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 mithilfe eines primaren anti-HA- und
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eines sekundaren AlexaFluor-488 gekoppelten Antikérpers nachgewiesen. Die
subzelluldre Lokalisation der untersuchten lysosomalen Proteine wurde durch die
Verwendung von spezifischen Erstantikérpern und AlexaFluor-546-konjugierten

Zweitantikdrpern sichtbar gemacht (Abb. 26).

A HA-0PIXAAS56-83 LAMP-1 Uberlagerung VergréRBerung

B HA-oPIXAAS56-83 LAMP-2 Uberlagerung

Abb. 26: Kofarbung von HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 mit LAMP-1 bzw. LAMP-2 in HelLa-
Zellen

HelLa-Zellen wurden mit pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 transfiziert. Exprimiertes HA-
aPIXAASS56-83 wurde mittels anti-HA- als Primar- und anti-Kaninchen-AlexaFluor-488 als
Sekundérantikdrper nachgewiesen (A und B, HA-aPIXAAS56-83). In (A) wurde neben HA-
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 endogenes LAMP-1 durch Verwendung eines primaren anti-LAMP-1
und eines sekundaren AlexaFluor-546-konjugierten anti-Maus-Antikérpers detektiert (LAMP-1).
(B) Die subzellulare Lokalisation von endogenem LAMP-2 wurde mithilfe eines anti-LAMP-2 als
Primar- und eines Alexa-Fluor-546-anti-Maus als Sekundarantikorpers zusatzlich zu HA-
ARHGEF6/0PIXAAS56-83 sichtbar gemacht (LAMP-2). Nach Uberlagerung kam es zu keiner
Pseudogelbfarbung. Die weilien Kastchen deuten die vergréRerten Ausschnitte an (A und B,
Uberlagerung, VergréRerung). Die Analyse erfolgte am konfokalen Laserscanmikroskop.

VergréRerung

Die Uberexpression von HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 fiihrt auch in HelLa-Zellen zu
der bekannten punktierten subzellularen Lokalisation des Fusionsproteins (Abb. 26A
und B, HA-aPIXAAS56-83). Der Nachweis der endogenen lysosomalen Markerproteine
LAMP-1 und LAMP-2 (,lysosomal-associated membrane proteins 1 and 2“) zeigt, dass
auch diese in einem punktformigen Muster im Zytoplasma, jedoch vor allem in der
Peripherie des Zellkerns vorliegen (Abb. 26A und B). In den uberlagerten Bildern und
auch in den  Ausschnittsvergrolerungen  wird  deutlich, dass HA-
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 weder mit LAMP-1 noch mit LAMP-2 kolokalisiert (Abb. 26A
und B, Uberlagerung und VergréRerung). Auch in COS7-Zellen konnte keine
Kolokalisation von ARHGEF6/aPIXAAS56-83 mit LAMP-1 und LAMP-2 nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Diese Daten zeigen, dass es sich bei den
ARHGEF6/aPIXAAS56-83-positiven Strukturen mit groRer Wahrscheinlichkeit nicht um

Lysosomen handelt.
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2.3 Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation von
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 in CHO-K1-Zellen bei Koexpression
verschiedener Rac1- bzw. Cdc42-Proteinvarianten

Die partielle Kolokalisation von ARHGEF6/aPIXAAS56-83 und y-Adaptin in CHO-K1-
und PC12-Zellen, insbesondere an der Zellperipherie gibt einen Hinweis darauf, dass
es sich bei den ARHGEF6/aPIXAAS56-83-positiven Strukturen moglicherweise um
AP1-Komplex-assoziierte Vesikel handeln kdnnte. Da noch nicht vollstandig geklart
werden konnte, in welchen subzellularen Kompartimenten sich das mutierte
ARHGEF6/aPIX-Protein befindet, sollte nun untersucht werden, ob eine Koexpression
verschiedener Rac1- bzw. Cdc42-Proteinvarianten zu einer veranderten subzellularen
Lokalisation des ARHGEF6/aPIXAAS56-83-Proteins fihrt. Dies konnte bereits fur
andere Proteine des Rho-GTPase-Zyklus gezeigt werden (Matafora et al., 2001).

Hierfur standen cDNAs der verschiedener Rac1- bzw. Cdc42-Proteinvarianten in dem
eukaryotischen Expressionsvektor pRK5-MYC bzw. pRK5-FLAG zur Verfigung. CHO-
K1-Zellen wurden mit pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIX  bzw. pMT2SM-HA-
ARHGEF6/0PIXAAS56-83 und  pRK5-MYC-Ract bzw.  pRK5-MYC-Cdc42
kotransfiziert. Die subzellulare Lokalisation der HA-ARHGEF6/aPIX-Fusionsproteine
wurde durch die Verwendung eines Fluorescein-konjugierten anti-HA-Antikérpers
dargestellt. Der Nachweis exprimierter MYC-Rac1- bzw. MYC-Cdc42-Fusionsproteine
erfolgte mithilfe eines Cy3-gekoppelten anti-MYC-Antikérpers (Abb. 27). Die

Auswertung wurde mithilfe der konfokalen Laserscanmikroskopie durchgefihrt.
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HA-aPIX MYC-Rac1 Uberlagerung VergréRerung

HA-aPIXAAS56-83 MYC-Rac1

C HA-aPIX MYC-Cdc42 Uberlagerung

HA-oPIXAAS56-83 MYC-Cdc42 VergréRerung

Abb. 27: Subzelluladre Lokalisation von HA-ARHGEF6/aPIX bzw. HA-
ARHGEF6/aPXAAS56-83 und MYC-Rac1 bzw. MYC-Cdc42 in kotransfizierten
CHO-K1-Zellen mittels Immunfluoreszenz

CHO-K1-Zellen wurden mit (A) pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIX und pRK5-MYC-Rac1, (B)
pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 und pRK5-MYC-Rac1, (C) pMT2SM-HA-
ARHGEF6/aPIX und pRK5-MYC-Cdc42 bzw. (D) pMT2SM-HA-ARHGEF6/a.PIXAAS56-83 und
pRK5-MYC-Cdc42 kotransfiziert. Exprimierte HA-Fusionsproteine wurden mit einem
Fluorescein-gekoppelten anti-HA-Antikdrper (A-D, HA-aPIX bzw. HA-aPIXAAS56-83), MYC-
Fusionsproteine mit einem Cy3-konjugierten anti-MYC-Antikérper (A-D, MYC-Rac1 bzw. MYC-
Cdc42) detektiert. Nach Uberlagerung weiflt die pseudogelbe Farbung auf Kolokalisation hin.
Weille Kastchen zeigen die Ausschnittsvergréfierungen an.

Uberlagerung

VergroRerung

VergrofRerung

Uberlagerung

Die Lokalisation von HA-ARHGEF6/aPIX ist sowohl nach Koexpression mit MYC-
Cdc42 als auch mit MYC-Rac1 unverandert (Abb. 27A und C, HA-aPIX). Auch HA-
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 liegt bei gleichzeitiger MYC-Rac1- bzw. MYC-Cdc42-
Expression, wie nach Einzeltransfektion, in einem punktierten Muster vor (Abb. 27B
und D, HA-aPIXAAS56-83), allerdings fiel bei Koexpression mit MYC-Cdc42 eine
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geringere Anzahl dieser ARHGEF6/aPIX-positiven Strukturen auf (Abb. 27D, HA-
aPIXAAS56-83). Uberexprimiertes MYC-Rac1 ist hauptséchlich im Zytoplasma, jedoch
auch verstarkt an der Zellperipherie, an der sich Zellfortsatze bilden, nachweisbar
(Abb. 27A und B, MYC-Rac1). Das starke Signal im Zellkern, das bei allen im Rahmen
dieser Experimente untersuchten MYC-Fusionsproteine auftritt, ist wahrscheinlich auf
eine Kreuzreaktion des Antikdrpers zurickzufihren. Da MYC als eukaryotischer
Transkriptionsfaktor im Kern vorhanden ist, kdnnte der verwendete Antikérper auch die
im Kern vorhandenen endogenen Proteine erkennen. Auch MYC-Cdc42 ist im
Zytoplasma und verstarkt an der Zellmembran lokalisiert, wo es zur Bildung von
Auslaufern wie Lamellipodien und Filopodien kommt (Abb. 27C und D, MYC-Cdc42).
Vor allem in diesen Bereichen kommt es zur Kolokalisation von HA-ARHGEF6/aPI1X
und MYC-Rac1 bzw. MYC-Cdc42 (Abb. 27A und C, Uberlagerung und Vergroerung).
Dagegen ist nach Uberlagerung von HA-ARHGEF6/0PIXAAS56-83 mit MYC-Rac1
oder mit MYC-Cdc42 keine Kolokalisation zu beobachten, was vor allem in den
AusschnittsvergroRerungen deutlich wird (Abb. 27B und D, Uberlagerung und
Vergrolierung).

Eine Koexpression von HA-ARHGEF6/aPIX bzw. HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 mit
dominant-negativen Rac1- bzw. Cdc42-Proteinvarianten, deren Lokalisation sich nicht
von der der Wildtyp-Proteine unterschied, hatte keine Auswirkungen auf die
subzelluldre Lokalisation der HA-ARHGEF6-Proteine (Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz dazu fuhrte die Koexpression der konstitutiv-aktiven Proteinvarianten
FLAG-Rac1L61 bzw. MYC-Cdc42L61 zu Veranderungen in der Lokalisation der
untersuchten ARHGEF®6/a.PIX-Proteine (Abb. 28).
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A HA-aPIX FLAG-Rac1L61 Uberlagerung Vergroferung

B HA-aPIXAAS56-83 FLAG-Rac1L61 Uberlagerung VergroBerung

C HA-oPIX MYC-Cdc42L61

Uberlagerung VergréBerung

D HA-aPIXAAS56-83 MYC-Cdc42L61 Uberlagerung VergréRerung

Abb. 28: Kolokalisation von HA-ARHGEF6/aPIX bzw. HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 mit
konstitutiv-aktivem FLAG-Rac1L61 bzw. MYC-Cdc42L61 in CHO-K1-Zellen
durch Immunfluoreszenz

CHO-K1-Zellen wurden mit (A) pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIX und pRK5-FLAG-RacL61 oder
mit (B) pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 und pRK5-FLAG-Rac1L61 kotransfiziert. In (C)
wurden die Zellen mit pMT2SM-HA-ARHGEF6/0PIX und pRK5-MYC-Cdc42L61 und in (D) mit
pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIXAAS56-83 und pRK5-MYC-Cdc42L61 kotransfiziert. Exprimierte
HA-Fusionsproteine wurden mit einem Fluorescein-gekoppelten anti-HA-Antikorper (A,C, HA-
aPIX oder B, D, HA-aPIXAAS56-83) nachgewiesen. Die Detektion von FLAG-RacL61 erfolgte
mithilfe eines Cy3-konjugierten anti-FLAG-Antikérpers (A-B, FLAG-Rac1L61). MYC-Cdc42L61
wurde mittels eines Cy3-konjugierten anti-MYC-Antikdrpers sichtbar gemacht (C, D, MYC-
Cdc42L61). Die Entstehung von Pseudogelb zeigt Bereiche von Kolokalisation an. Weile
Quadrate verweisen auf die vergroRerten Ausschnitte.

Die Koexpression mit konstitutiv-aktivem Rac1 fihrt zu einer vor allem an der
Zellperipherie und im Bereich der Zell-Zell-Kontakte verstarkten Konzentration von HA-
ARHGEFG6/aPIX (Abb. 28A, HA-oPIX). Da FLAG-Rac1L61 ebenfalls in diesen
Bereichen lokalisiert ist (Abb. 28A, FLAG-Rac1L61), zeigt dort nach Uberlagerung die
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Pseudogelbfarbung eine Kolokalisation dieser Proteine an (Abb. 28A, Uberlagerung
und VergroRerung). Nach Koexpression von HA-ARHGEF6/aPIX mit konstitutiv-
aktivem MYC-Cdc42L61 sind beide Proteine im Zytoplasma und auch verstarkt an der
Zellperipherie lokalisiert (Abb. 28C, HA-aPIX und MYC-Cdc42L61), weshalb auch in
diesen Bereichen eine Kolokalisation zu beobachten ist (Abb. 28C, Uberlagerung und
Vergrolierung). Im Gegensatz zu den vorhergehenden Experimenten bewirkt die
Koexpression von konstitutiv-aktivem FLAG-Rac1L61 bzw. MYC-Cdc42L61 die fast
vollstdndige  Auflosung der HA-ARHGEFG6/0PIXAAS56-83-positiven  zelluldren
Strukturen. Das aberrante Protein HA-ARHGEF6/0PIXAAS56-83 ist demnach, wie
auch HA-ARHGEF6/aPIX, gleichmalig im Zytoplasma und verstarkt an der
Zellperipherie nachweisbar (Abb. 28B und D, HA-aPIXAAS56-83), wo es sowohl mit
FLAG-Rac1L61 als auch mit MYC-Cdc42L61 kolokalisiert (Abb. 28B und D,
Uberlagerung und VergréRerung).

Die durch diese Immunfluoreszenz-Experimente erhaltenen Daten haben gezeigt, dass
die konstitutiv-aktiven Proteinvarianten von Rac1 (Rac1L61) und Cdc42 (Cdc42L61) in
der Lage sind, die subzelluldre Lokalisation von HA-ARHGEFG6/aPIXAAS56-83 zu

verandern.
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3. Untersuchungen zur Funktion von ARHGEF6/aPIX bei der
Differenzierung von PC12-Zellen

Fir ARHGEF7/BPIX konnte zusammen mit dem PIX-Interaktionspartner PAK (,p21
aktivated kinase®) und der GTPase Rac1 eine wichtige Funktion beim Auswachsen von
Neuriten in PC12-Zellen nachgewiesen werden (Obermeier et al., 1998; Shin et al.,
2002; 2004). Aufgrund dessen und aufgrund der bei Patienten mit mentaler
Retardierung gefundenen Mutationen in ARHGEF6/aPIX sollte der Einfluss von
ARHGEF6/aPIX auf das Neuritenwachstum in einem neuronalen Zellsystem

untersucht werden.

3.1 Etablierung eines Zellsystems zur Untersuchung der
Neuritenbildung

Um die Bildung von Zellfortsatzen untersuchen zu kénnen, musste zunachst ein
geeignetes Zellsystem etabliert werden. PC12-Zellen stammen aus einem
Nebennierentumor der Ratte (Greene und Tischler, 1976) und werden auch als
Modellsystem zur Untersuchung neuronaler Differenzierung und Entwicklung
angesehen, da sie durch Stimulation mit Wachstumsfaktoren neuritenahnliche
Zellfortsatze reversibel ausbilden kénnen.

Nach der Transfektion wurden die Zellen fir 1-3 Tage in Anwesenheit von NGF
kultiviert und die Uberexprimierten Fusionsproteine mithilfe von Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikdrpern detektiert. Gleichzeitig wurde F-Aktin des Aktinzytoskeletts mit
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppeltem Phalloidin gefarbt, um den Phanotyp der nicht
transfizierten mit dem der transfizierten Zellen vergleichen zu kdnnen. Die Auswertung
erfolgte am Fluoreszenzmikroskop, und es wurde zwischen ausgebreiteten Zellen und
nicht ausgebreiteten Zellen unterschieden. Eine Zelle wurde als ,ausgebreitet*
gewertet, wenn der Zellkérper abgeflacht war, der Zelldurchmesser mindestens das
Doppelte des Kerndurchmessers angenommen hatte und sich lamellipodiendhnliche
Auslaufer gebildet hatten. Im Gegensatz dazu wurden Zellen, die einen kleinen,
rundlichen Zellkérper hatten und dinne Zellfortsatze bildeten, als ,nicht ausgebreitet"
gewertet.

Zur Analyse nicht-transfizierter Zellen wurden PC12-Zellen auf Poly-L-Lysin-
beschichteten Glasdeckglaschen in Anwesenheit von NGF kultiviert und nach 24, 48
bzw. 72 Stunden fixiert (Abb. 29).
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A B
24h NGF 48h NGF 72h NGF

24h 48h 72h
NGF NGF NGF

Phalloidin

Abb. 29: Morphologie von NGF-stimulierten PC12-Zellen zu verschiedenen
Fixierungszeitpunkten und quantitative Auswertung des Phanotyps

PC12-Zellen wurden in Anwesenheit von NGF auf Poly-L-Lysin-beschichteten Deckglaschen
kultiviert und zu verschiedenen Zeitpunkten fixiert. In (A) wurden die Zellen mit TexasRot-
Phalloidin gefarbt. Dargestellt sind PC12-Zellen aus drei unterschiedlichen Experimenten nach
den angegebenen Kultivierungszeitraumen. (B) Quantifizierung des Phanotyps der PC12-
Zellen. Im Diagramm sind jeweils die prozentualen Mittelwerte fur ausgebreitete und nicht
ausgebreitete Zellen aus drei unabhangigen Versuchen dargestellt, wobei jeweils 70-100 Zellen
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie ausgewertet wurden ([ : nicht ausgebreitet; H :
ausgebreitet). Oberhalb der Balken sind die jeweiligen Prozentwerte angegeben.

Die Mehrzahl der PC12-Zellen begannen 24 Stunden nach NGF-Stimulation mit der
Bildung von Zellauslaufern, wobei der Zellkorper klein und kugelig blieb und sich die
Anzahl neuritenartigen Zellauslaufer auf eins bis sechs pro Zelle belief (Abb. 29A obere
Reihe). Ein Teil der Zellen bildete jedoch keine solchen Auslaufer, flachten sich ab und
bildeten eher lamellipodiendhnliche Strukturen (Abb. 29A, untere Reihe). 65% der
Zellen zeigten bereits nach 24 Stunden einen nicht ausgebreiteten Phanotyp, wahrend
35% abgeflacht waren und eine ausgebreitete Morphologie aufwiesen (Abb. 29B, 24h
NGF). Nach 48 Stunden in Kultur waren 61% der PC12-Zellen nicht ausgebreitet,
wobei deren neuritenahnliche Zellfortsatze teilweise mehrere Verzweigungen hatten.
Dagegen bildeten 39% der PC12-Zellen eher lamellipodiendhnliche Strukturen aus und
zeigten so einen ausgebreiteten Phanotyp (Abb. 29B, 48h NGF). Wurden die Zellen fir
drei Tage kultiviert, so waren 59% nicht ausgebreitet, wohingegen 41% abgeflacht und
ausgebreitet waren (Abb. 29B, 72h NGF). Die neuritenahnlichen Zellauslaufer der nicht
ausgebreiteten Zellen waren zu diesem Zeitpunkt in den meisten Fallen mehrmals
verzweigt und bildeten mit benachbarten Zellauslaufern Netzwerk-ahnliche Kontakte
(Abb. 29A, 72h NGF).
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3.2 Charakterisierung der morphologischen Veranderungen wahrend
des NGF-induzierten Neuritenwachstums von PC12-Zellen nach
Uberexpression von ARHGEF7/BPIX bzw. verschiedener
ARHGEF6/aPIX-Proteinvarianten

Da fur ARHGEF7/BPIX im PC12-Zellsystem bereits gezeigt werden konnte, dass
dessen Uberexpression eine verstarkte Lamellipodienbildung induziert (Obermeier et
al., 1998), sollte untersucht werden, welchen Einfluss die ektopische Expression von
ARHGEF6/aPIX auf den Phanotyp NGF-stimulierter PC12-Zellen hat. Durch
Uberexpression verschiedener ARHGEFG6/aPIX-Deletionsmutanten sollte geklart
werden, welche Rolle einzelne Proteindomanen bei der Bildung von Zellfortsatzen
spielen. In Abb. 30 ist die Domanenstruktur der hierfir verwendeten FLAG-

Fusionsproteine dargestellt.

CH SH3 DH PH GBDCC

ARHGEF7/BPIX 2lH HIl-e46
ARHGEF6/0PIX 2 HE--m77e
ARHGEF6/0PIXASH3 (AAS158-222) - HIm--o776
ARHGEF6/0PIXADH (AAS241-427) - - 7e

ARHGEF6/aPIX-DN (L386R/L387S) 2 [ HEHE 776
ARHGEF6/aPIXAPH (AAS444-558) 2 77
ARHGEF6/aPIXAGBD (AAS608-681)  2-IEHEH_— HI-"{I}776
ARHGEF6/0PIXACC (AAS687-776) 2 HIEl-e86

ARHGEF6/0PIXAAS56-83 2N HIEE-T 776
ARHGEF6/aPIXACH (AAS2-153) 1544 HIEHEHT 776

Abb. 30: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von ARHGEF7/BPIX und den
verschiedenen ARHGEF6/aPIX-Proteinvarianten

Die Domanenstruktur der zu exprimierenden Proteine ist schematisch dargestellt. In Klammern
sind jeweils die deletierten oder ausgetauschen Aminosauren (AS) angegeben. Die beiden
vertikalen Striche in der DH-Domane von ARHGEF6/aPIX-DN (dominant-negativ)
kennzeichnen die Position der Aminosaureaustausche.

Das Konstrukt pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF7/BPIX lag bereits vor. Die kodierenden
Bereiche fur ARHGEF6/aPIX, ARHGEF6/aPIXASH3 und ARHGEF6/aPIXAAS56-83
lagen bereits im Eingangsvektor pENTR-D-TOPO kloniert vor und wurden Uber eine
Rekombinationreaktion in den Zielvektor pFLAG-CMV4-DEST Uberfihrt. Zur
Herstellung der anderen Konstrukte wurde die Insert-DNA der entsprechenden
Konstrukte aus dem eukaryotischen Expressionsvektor pMT2SM-HA mittels PCR
amplifiziert, in den Eingangsvektor pENTR-D-TOPO eingefiihrt und anschlieend tber
eine Rekombinationsreaktion in den Zielvektor pFLAG-CMV4-DEST Uberflhrt.
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Uberexpression von ARHGEF7/BPIX

PC12-Zellen wurden in Anwesenheit von NGF mit pFLAG-CMV4-DEST-
ARHGEF7/BPIX transient transfiziert, in NGF-haltigem Medium weiterkultiviert und zu
definierten Zeitpunkten fixiert. FLAG-ARHGEF7/BPIX wurde mithilfe eines Fluorescein-
gekoppelten anti-FLAG-Antikorpers detektiert und F-Aktin wurde mit TexasRot-

konjugiertem Phalloidin sichtbar gemacht (Abb. 31).

A FLAG-ARHGEF7/BPIX B

I I
24h NGF 48h NGF 72h NGF

65%

anti-FLAG

24h 48h 72h
NGF NGF NGF

Phalloidin

Abb. 31: Phéanotypische Auswirkungen NGF-stimulierter PC12-Zellen nach ektopischer
Expression von FLAG-ARHGEF7/BPIX und quantitative Analyse

PC12-Zellen wurden mit pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF7/BPIX in Anwesenheit von NGF
transient transfiziert und bis zu den angegebenen Zeitpunkten kultiviert. (A) Nach Fixierung
wurde die Expression von FLAG-ARHGEF7/BPIX mittels eines Fluorescein-konjugierten anti-
FLAG-Antikorpers (grin, obere Reihe) Uberprift. Die Detektion von F-Aktin erfolgte mithilfe von
TexasRot-Phalloidin (rot, untere Reihe). (B) Quantitative Auswertung des Phanotyps. Zur
Erstellung des Diagramms wurden jeweils die prozentualen Mittelwerte flr ausgebreitete und
nicht ausgebreitete, transfizierte PC12-Zellen aus drei unabhangigen Versuchen
zusammengefasst. Pro Versuch wurden 80-100 transfizierte Zellen ausgewertet. Oberhalb der
Balken sind die jeweiligen Prozentwerte angegeben (| : nicht ausgebreitet; [ll:ausgebreitet). Die
Zellen wurden am Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Bereits nach 24 h fiel auf, dass die Mehrheit der FLAG-ARHGEF7/BPIX-
exprimierenden Zellen bereits abgeflacht war und sich breite lamellipodienahnliche
Zellauslaufer bildeten (Abb. 31A, 24h NGF). Auch nach 48 und 72 Stunden wiesen nur
sehr wenige FLAG-ARHGEF7/BPIX-exprimierende PC12-Zellen neuritenahnliche
Zellfortsatze auf. Die Zellen waren abgeflacht, der Zellkérper gréRer als der doppelte
Kerndurchmesser, und es kam zur Bildung breiter Zellauslaufer an der Peripherie
(Abb. 31A, 48h und 72h NGF). Die Uberexpression von FLAG-ARHGEF7/BPIX
bewirkte keine auffalligen Veranderungen des Aktinzytoskeletts (Abb. 31A, Phalloidin).
Nach quantitativer Auswertung wurde deutlich, dass die Uberexpression von FLAG-

ARHGEF7/BPIX, im Vergleich zu untransfizierten Kontrollzellen, in einer Umkehr des
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Verhaltnisses ausgebreiteter zu nicht ausgebreiteten PC12-Zellen resultierte. Nach 24
Stunden waren 44% nicht ausgebreitet und 56% ARHGEF7/BPIX-exprimierende PC12-
Zellen ausgebreitet (Abb. 31B, 24h NGF). Auch 48 und 72 Stunden nach Transfektion
war der grolRere Anteil transfizierter Zellen ausgebreitet (Abb. 31B, 48h NGF und
72h NGF).

Uberexpression von ARHGEF6/aP1X

A FLAG-ARHGEF6/aPIX B

I I
24h NGF 48h NGF 72h NGF

69%

anti-FLAG

24h 48h 72h

. . . NGF NGF NGF

Abb. 32: Auswirkungen der ektopischen Expression von FLAG-ARHGEF6/aPIX auf die
durch NGF induzierte Bildung von Zellfortsatzen in PC12-Zellen und
quantitative Auswertung des Phanotyps

PC12-Zellen wurden mit pFLAG-CMV4-DEST-ARHEF6/aPIX in Anwesenheit von NGF
transient transfiziert und zu den angegebenen Zeitpunkten fixiert. (A) FLAG-ARHGEF6/aPIX
wurde mithilfe eines Fluorescein-gekoppelten anti-FLAG-Antikdrpers (grin, obere Reihe)
detektiert. F-Aktin wurde durch TexasRot-Phalloidin (rot, untere Reihe) sichtbar gemacht. (B)
Das Diagramm zeigt jeweils die prozentualen Mittelwerte flr ausgebreitete und nicht
ausgebreitete FLAG-ARHGEF6/aPIX-exprimierende Zellen aus drei unabhéangigen Versuchen.
Pro Versuch wurden 75-100 Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert ([ : nicht
ausgebreitet; ll :ausgebreitet). Die prozentualen Werte sind direkt oberhalb der Balken
angegeben.

Phalloidin

Der Effekt der FLAG-ARHGEFG6/aPIX-Uberexpression in PC12-Zellen ist mit dem von
FLAG-ARHGEF7/BPIX vergleichbar und hat ebenfalls keine morphologisch sichtbaren
Veranderungen des Aktinzytoskeletts zur Folge (Abb. 32A, Phalloidin). Auch hier zeigte
die Mehrheit der transfizierten PC12-Zellen einen ausgebreiteten Phanotyp, welcher
bereits 24 Stunden nach Transfektion beobachtet werden konnte. Alle ausgebreiteten
Zellen bildeten keine Neuriten oder Filopodien, sondern es wurde haufig die Bildung
grolier flachiger Lamellipodien beobachtet (Abb. 32A, 24h, 48h und 72h NGF). Die
quantitative Auswertung zu allen Zeitpunkten bestatigte, dass auch die ektopische

Expression von FLAG-ARHGEFG6/aPIX das Verhaltnis von nicht ausgebreiteten zu
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ausgebreiteten PC12-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen umkehrte. Bereits nach 24 h
blieben war die Mehrheit der FLAG-ARHGEF6/aPIX-exprimierenden PC12-Zellen
ausgebreitet (Abb. 32B, 24h NGF). Nach 48 und 72 Stunden nach Transfektion wurde
dieser Effekt noch deutlicher, denn es konnte noch eine leichte Erhéhung des Anteils
ausgebreiteter PC12-Zellen beobachtet werden (Abb. 32B, 48h und 72h NGF).

Uberexpression von ARHGEF6/aPIXASH3
Um zu untersuchen, ob die SH3-Domane eine Rolle bei der Ausbildung des
ARHGEF6/aPI1X-vermittelten Phanotyps in PC12-Zellen spielt, wurde auch diese

Proteinvariante ektopisch exprimiert (Abb. 33).

A FLAG-ARHGEF6/aPIXASH3 B

I
24h NGF 48h NGF 72h NGF

61%

anti-FLAG

24h 48h 72h
NGF NGF NGF

Phalloidin

Abb. 33: Morphologische Auswirkungen der ektopischen Expression von FLAG-
ARHGEF6/aPIXASH3 in PC12-Zellen und quantitative Analyse des Phanotyps

PC12-Zellen wurden in Anwesenheit von NGF mit pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIXASH3
transient transfiziert und zu den angegebenen Zeitpunkten fixiert. (A) FLAG-ARHGEF6/aPIX
wurde durch Anwendung eines Fluorescein-konjugierten anti-FLAG-Antikorpers detektiert (grin,
obere Reihe). TexasRot-Phalloidin wurde zum Nachweis von F-Aktin verwendet (rot, untere
Reihe). (B) Quantitative Auswertung des Phanotyps FLAG-ARHGEF6/aPIXASH3-
Uberexprimierender PC12-Zellen. Im Diagramm sind jeweils die prozentualen Mittelwerte fir
ausgebreitete und nicht ausgebreitete Zellen aus drei unabhangigen Versuchen mit jeweils 100-
150 analysierten Zellen zusammengefasst (I : nicht ausgebreitet; ll :ausgebreitet). Oberhalb
der Balken sind die genauen Prozentwerte angezeigt. Die Auswertung erfolgte am
Fluoreszenzmikroskop.

FLAG-ARHGEF6/aPIXASH3-Expression in PC12-Zellen flihrte zu einem mit FLAG-
ARHGEF6/aPIX vergleichbaren Phanotyp. Auch hier konnte keine sichtbare
Veranderung des Aktinzytoskeletts festgestellt werden (Abb. 33A). Die quantitative
Analyse ergab, dass auch die Expression von FLAG-ARHGEF6/aPIXASH3, verglichen

mit Kontrollzellen zu einer Umkehr des Verhaltnisses ausgebreiteter zu nicht
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ausgebreiteten Zellen fuhrte. Zu allen drei Fixierungszeitpunkten zeigte die deutliche
Mehrheit der PC12-Zellen einen ausgebreiteten Phanotyp (Abb. 33B).

Uberexpression von ARHGEF6/aPIXADH, ARHGEF6/aPIX-DN, ARHGEF6/aPIXAPH
und ARHGEF6/aPIXAGBD

A FLAG-aPIXADH FLAG-aPIX-DN FLAG-oPIXAPH  FLAG-aPIXAGBD

24h NGF

48h NGF

B FLAG-aPIXAPH FLAG-aPIXAGBD
5 n 69% 68%—— [—

o B e % eay, W 63% 2%

] 58%

° 389 42%
38% " % | 7% 7% | [38%

31% 329
24% | 229,

" 24h 48h  72h 24h  48h 72h 24h  48h 72h 24h 48h 72h
NGF NGF NGF NGF NGF NGF NGF NGF NGF NGF NGF NGF

Abb. 34: Auswirkungen der Uberexpression von FLAG-ARHGEF6/0PIXADH, FLAG-
ARHGEF6/aPIX-DN, FLAG-ARHGEF6/aPIXAPH bzw. FLAG-
ARHGEF6/aPIXAGBD auf die NGF-induzierte Neuritenbildung in PC12-Zellen
und Quantifizierung des Phanotyps mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie

PC12-Zellen wurden mit pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIXADH, pFLAG-CMV4-DEST-
ARHGEF6/aPIX-DN, pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIXAPH oder pFLAG-CMV4-DEST-
ARHGEF6/aPIXAGBD in Gegenwart von NGF transient transfiziert und zu den angegebenen
Zeitpunkten fixiert. (A) Die Expression der verschiedenen FLAG-Fusionsproteine wurde mittels
eines Fluorescein-gekoppelten anti-FLAG-Antikérpers Uberprift. (B) Quantitative Auswertung
der transfizierten PC12-Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten. Das Diagramm beruht auf den
jeweiligen prozentualen Mittelwerten fir ausgebreitete und nicht ausgebreitete Zellen aus zwei
unabhangigen Versuchen. Pro Versuch wurden jeweils 80-100 transfizierte Zellen mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert ([ : nicht ausgebreitet; ll :ausgebreitet). Die einzelnen
Prozentwerte sind Uber den jeweiligen Balken angegeben. Die Auswertung erfolgte am
Fluoreszenzmikroskop.

Die Uberexpression dieser vier FLAG-ARHGEF6/oPIX-Proteinvarianten fiihrte in

keinem Falls zu einer verstarkten Bildung lamellipodienahnlicher Zellauslaufer. FLAG-
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ARHGEF6/aPIXADH und FLAG-ARHGEFG6/aPIX-DN-exprimierende Zellen zeigten
bereits 24 Stunden nach Transfektion diinne neuritenahnliche Zellfortsatze, wahrend
die Zellkérper eher rund blieben (Abb. 34A, FLAG-aPIXADH, FLAG-aPIX-DN, 24h
NGF). Nach 48 Stunden NGF-Stimulation konnte bei diesen Zellen eine Verlangerung
der Fortsatze beobachtet werden, deren Anzahl zwischen 2 und 6 pro Zelle variierte
(Abb. 34A, FLAG-oPIXADH, FLAG-aPIX-DN, 48h NGF). Auch nach 72 Stunden in
Kultur kam es zu einer weiteren Verlangerung und teilweise mehrfachen Verzweigung
dieser Zellauslaufer (Daten nicht gezeigt). Die Quantifizierung ergab, dass nach
Expression  beider FLAG-ARHGFEG6/aPIX-Proteinvarianten zu allen  drei
Fixierungszeitpunkten die deutliche Mehrheit der transfizierten PC12-Zellen einen nicht
ausgebreiteten Phanotyp zeigte (Abb. 34B, FLAG-aPIXADH, FLAG-aPIX-DN). FLAG-
aPIXAPH-exprimierende PC12-Zellen zeigten bereits 24 Stunden nach Transfektion
erste dinne Zellfortsatze, die sich nach 48 und 72 Stunden bereits verlangert hatten
(Abb. 34A, FLAG-aPIXAPH, fir 72h Daten nicht gezeigt). Allerdings zeigte sich nach
quantitativer Auswertung, dass sowohl zwei als auch drei Tage nach Transfektion der
Anteil nicht ausgebreiteter PC12-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen etwas erhoht
war, was nach 24 Stunden noch nicht beobachtet werden konnte (Abb. 34B, FLAG-
aPIXAPH). Einige der FLAG-ARHGEF6/aPIXAGBD-exprimierenden PC12-Zellen
wiesen nach 48 Stunden eine leicht erhdhte Anzahl an Verzweigungen der
Zellauslaufer auf (Abb. 34A, FLAG-aPIXAGBD). Die quantitative Analyse ergab, dass
auch diese Zellen in der Mehrzahl nicht ausgebreitet waren (Abb. 34B, FLAG-
oPIXAGBD).

Die Uberexpression der Proteinvarianten FLAG-ARHGEF6/aPIXACH, FLAG-
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 und FLAG-ARHGEF6/aPIXACC flhrte, wie bereits in
Kapitel 2.1 beschrieben, zu einer veranderten subzellularen Lokalisation dieser
Proteine im Vergleich zu FLAG-ARHGEF6/aPIX. Nach quantitativer Auswertung flhrte
jedoch keine dieser Proteinvarianten zu einer Umkehr der Verhaltnisse ausgebreiteter
zu nicht ausgebreiteten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (Daten nicht gezeigt). In
Abb. 35 sind die quantitativen Auswertungen von ARHGEF7/BPIX und allen
untersuchten ~ARHGEF6/aPIX-Proteinvarianten in  einem  Ubersichtsdiagramm
dargestellt. Hierfur wurden die prozentualen Mittelwerte flur ausgebreitete und nicht
ausgebreitete PC12-Zellen zu verschiedenen Fixierungszeitpunkten

zusammengefasst.
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Abb. 35: Ubersicht iiber die Anteile ausgebreiteter und nicht ausgebreiteter nach
quantitativer = Auswertung der ARHGEF7/PIX- und verschiedener
ARHGEF6/aPIX-Proteinvarianten exprimierenden PC12-Zellen

Im Diagramm sind fiir untransfizierte Kontrollzellen, ARHGEF7/BPIX- und alle untersuchten
ARHGEF6/aPIX-Varianten-exprimierenden PC12-Zellen die berechneten prozentualen
Mittelwerte aller drei Fixierungszeitpunkte fir ausgebreitete und nicht ausgebreitete Zellen
dargestellt. Hierfir wurden die Daten von drei (Balken 1-4) bzw. zwei (Balken 5-11)
unabhangigen Versuchen zusammengefasst (I : nicht ausgebreitet, Il : ausgebreitet). Direkt
auf den Balken sind die jewwiligen Prozentwerte angegeben.

Die Uberexpression der beiden Wildtyp-Proteine ARHGEF7/BPIX und ARHGEF6/aPIX
sowie der Proteinvariante ARHGEF6/aPIXASH3 resultierte, verglichen mit
untransfizierten Kontrollzellen, in einer Umkehrung des Verhaltnisses von nicht
ausgebreiteten zu ausgebreiteten PC12-Zellen (Abb. 35, Balken 2, 3 und 4). Wurden
die mutanten Proteinvarianten mit einer Deletion der DH- oder GBD- oder eines Teils
der CH-Domane bzw. mit zwei Missense-Mutationen (FLAG-ARHGEFG6/aPIX-DN)
ektopisch exprimiert, so fihrte dies zu einem ahnlichen Anteil ausgebreiteter bzw. nicht
ausgebreiteter PC12-Zellen wie bei Kontrollzellen (Abb. 35, Balken 5, 6, 8 und 10).
Dagegen bewirkten Deletionen der PH-, CH- bzw. CC-Domane ein vermehrtes
Auftreten von nicht ausgebreiteten Zellen im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen
(Abb. 35, Balken 7, 9 und 11). Die Ergebnisse dieser Experimente deuten an, dass in
PC12-Zellen nach NGF-Stimulation sowohl ARHGEF7/BPIX als auch ARHGEF6/aPIX
eine wichtige Funktion bei der Regulation der Ausbildung neuritenahnlicher
Zellauslaufer einnehmen kénnten. Die Analyse der verschiedenen Deletionsmutanten

weist auf eine moglicherweise wichtige regulatorische Funktion der SH3-Domane hin.
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3.3 Analyse eines PI3-Kinase-Hemmstoffes auf die Morphologie von
ARHGEF6/aPIX- und ARHGEF6/aPIXASH3 uberexprimierenden
PC12-Zellen

Die Bindung von NGF an den NGF-Rezeptor kann eine Vielzahl von Signalwegen
innerhalb der Zelle aktivieren. So konnte bereits von Raffioni und Bradshaw (1992)
gezeigt werden, dass die PI3-Kinase (,Phosphatidylinositol 3-Kinase®) durch NGF, aber
auch durch andere Wachstumsfaktoren, aktiviert werden kann. Neben einer Vielzahl an
P13-Kinase-Effektorproteinen konnte bereits eine enge Verbindung zwischen der PI3-
Kinase und den Rho-GTPasen Rac1 und Cdc42 nachgewiesen werden (Aoki et al.
2005), und fur ARHGEF6/aPIX konnte eine Aktivierung durch direkte Interaktion mit
der PI3-Kinase gezeigt werden (Yoshii et al., 1999).

Aufgrund dieser Erkenntnisse war von Interesse, ob die morphologischen
Veranderungen nach Uberexpression von ARHGEF6/aPIX (ber einen von der PI3-
Kinase aktivierten Signalweg vermittelt werden. Daher wurde der Einfluss des PI3-
Kinase-Hemmstoffs LY294002 auf die morphologischen Veranderungen NGF-
stimulierter, ARHGEF6/aPIX- bzw. ARHGEF6/aPIXASH3-exprimierender PC12-Zellen
im Vergleich zu Kontrollzellen untersucht. Hierfiir wurden PC12-Zellen in Anwesenheit
von NGF und LY294002 mit pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIX oder pFLAG-
CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIXASH3 transfiziert und fir 24 bzw. 48 h kulitviert. Als
Kontrolle wurden PC12-Zellen mit den angegebenen Konstrukten in Anwesenheit von
NGF und DMSO bzw. gar nicht transfiziert (Abb. 36).
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Abb. 36: Einfluss des PI3-Kinase-Hemmstoffs LY294002 auf die Bildung ausgebreiteter
PC12-Zellen nach FLAG-ARHGEF6/aPIX- und FLAG-ARHGEF6/aPIXASH3-
Uberexpression

Im Diagramm sind fir untransfizierte Kontrollzellen, FLAG-ARHGEF6/aPIX- oder FLAG-
ARHGEF6/aPIXASH3-lberexprimierende PC12-Zellen nach NGF-Stimulation die berechneten
prozentualen Mittelwerte 24 bzw. 48 h nach Transfektion fir ausgebreitete und nicht
ausgebreitete Zellen aus zwei unabhangigen Versuchen mit je 75-100 ausgewerteten Zellen
zusammengefasst ( [ nicht ausgebreitet,lll : ausgebreitet). Die einzelnen Prozentwerte sind
oberhalb der Balken angezeigt.

Die Hemmung der PI3-Kinase fuhrte sowohl bei untransfizierten Kontrollzellen als auch
bei FLAG-ARHGEF6/aPIX- bzw. FLAG-ARHGEF6/aPIXASH3-exprimierenden PC12-
Zellen unter den experimentellen Bedingungen zu keiner signifikanten Anderung des
Verhaltnisses von ausgebreiteten zu nicht ausgebreiteten Zellen (Abb. 36).

Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der PI3-Kinase
durch den spezifischen Hemmstoff LY294002 zu den untersuchten Zeitpunkten keine
Auswirkung auf den ARHGEF6/aP1X-vermittelten Phanotyp in PC12-Zellen hat.
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4. Untersuchungen zur Rolle von ARHGEF6/aPIX und
dessen Interaktionspartnern bei der Ausbildung von
Zellfortsatzen in verschiedenen eukaryotischen Zelllinien

Die durch ARHGEFG6/aPIX induzierten morphologischen Veranderungen in PC12-
Zellen lassen eine Rolle dieses Proteins bei der Ausbildung von Zellfortsatzen
vermuten. Dies sollte im Zusammenhang mit bekannten Interaktionspartnern und
Proteinen des Rho-GTPase-Zyklus in verschiedenen eukaryotischen Zellsystemen

naher analysiert werden.

41 Auswirkungen auf die Zellmorphologie von CHO-K1- und PC12-
Zellen nach ektopischer Expression verschiedener ARHGEF6/aPIX-
Interaktionspartner sowie nach Koexpression von ARHGEF6/aPIX
bzw. ARHGEF6/aPIXASH3

Zur weiteren Aufklarung des méglichen Signalwegs, der nach Uberexpression von
ARHGEF6/aPIX bzw. ARHGEF6/aPIXASH3 zur  verstarkten Bildung
lamellipodienahnlicher Zellauslaufer fuhrt, sollte nun untersucht werden, ob die
ektopische Expression einiger bereits bekannter Interaktionspartner von
ARHGEF6/aPIX in morphologischen Veranderungen eukaryotischer Zellen resultiert.
Zunachst wurden PC12-Zellen mit pCMV6-MYC-PAK1, pXJ40-HA-PAK3, pFLAG-
CMV4-DEST-PARVB (B-Parvin) oder pBK(A)-GIT1-FLAG in Gegenwart von NGF
transfiziert. Nach Expression befindet sich im Fall von pBK(A)-GIT1-FLAG das FLAG-
Peptid am C-Terminus des GIT1-Proteins, wohingegen die anderen Proteine ein N-
terminales Fusionspeptid aufweisen. 24 bzw. 48 Stunden nach Transfektion wurden
die PC12-Zellen fixiert und exprimierte Fusionsproteine sowie F-Aktin sichtbar

gemacht. Die Analyse erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie (Abb. 37).
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Abb. 37: Auswirkungen der Uberexpression verschiedener = ARHGEF6/aPIX-
Interaktionspartner auf die Bildung von Zellfortsdtzen in PC12-Zellen und
quantitative Analyse des Phanotyps

PC12-Zellen wurden in Anwesenheit von NGF mit pCMV6-MYC-PAK1, pXJ40-HA-PAKS,
pFLAG-CMV4-DEST-PARVB oder pBK(A)-GIT1-FLAG transient transfiziert und nach 24 h bzw.
48 h fixiert. (A) PC12-Zellen jeweils 48 h nach Expression des oberhalb angegebenen
Fusionsproteins. Die Expression von MYC-PAK1 wurde mittels eines Cy3-konjugierten anti-
MY C-Antikorpers nachgewiesen. Durch Verwendung eines Fluorescein-gekoppelten anti-HA-
Antikdrpers wurde Uberexprimiertes HA-PAK3 detektiert. Der Nachweis von FLAG-PARVB und
FLAG-GIT1 erfolgte mithilfe eines Fluorescein-konjugierten anti-FLAG-Antikérpers. (B) Im
Diagramm sind fir nicht-transfizierte Kontrollzellen, MYC-PAK1-, HA-PAK3-, FLAG-PARVB-
und FLAG-GIT1-exprimierende PC12-Zellen die prozentualen Anteile ausgebreiteter und nicht
ausgebreiteter Zellen dargestellt. Hierfir wurden die prozentualen Mittelwerte 24 und 48
Stunden nach Transfektion aus zwei unabhangigen Versuchen mit je 50-80 ausgewerteten
Zellen zusammengefasst (| |: nicht ausgebreitet;ll: ausgebreitet). Die einzelnen Prozentwerte
sind oberhalb der Balken angezeigt.

Die Uberexpression aller untersuchter ARHGEF6/aPIX-Interaktionspartner fiihrte,
verglichen mit untransfizierten Kontrollzellen, in keinem Fall zu einer vermehrten
Bildung ausgebreiteter PC12-Zellen. Dennoch hatte die ektopische Expression einiger
untersuchter Proteine morphologische Auswirkungen. So bildeten eine Vielzahl der
PAK1- bzw. PAKS3-exprimierenden PC12-Zellen 48 Stunden nach Transfektion
verstarkt Filopodien aus. Vergleichbare Beobachtungen konnten bereits nach 24 h
gemacht werden (Daten nicht gezeigt). MYC-PAK1-exprimierende PC12-Zellen zeigten
haufig badumchenartige Zellausldufer mit engen Verzweigungen (Abb. 37A, MYC-
PAK1), wahrend HA-PAK3-Expression eher zur Bildung dinner, nur sehr selten
verzweigter Filopodien fiihrte (Abb. 37A, HA-PAK3). Diese Zellen wurden aufgrund des

Fehlens lamellipodiendhnlicher Zellauslaufer als nicht ausgebreitet gewertet. Nach



IV. Ergebnisse 95

Uberexpression von FLAG-PARVB konnten im Vergleich zu Kontrollzellen keine
morphologischen Auffalligkeiten beobachtet werden. (Abb. 37A, FLAG-PARVB). Auch
nach ektopischer Expression von FLAG-GIT1 bildeten sich sowohl nach 24 als auch
nach 48 Stunden dinne, neuritendhnliche Zellfortsatze aus (Abb. 37A, FLAG-GIT1 und
Daten nicht gezeigt). Die quantitative Auswertung zeigte, dass PC12-Zellen, die
untersuchten Fusionsproteine exprimierten, sich in der Mehrheit nicht ausbreiteten
(Abb. 37B).

Aufgrund der beobachteten verstarkten Filopodienbildung nach MYC-PAK1- bzw. HA-
PAK3-Expression in PC12-Zellen war nun von Interesse zu untersuchen, welche
Auswirkungen die Uberexpression von MYC-PAK1 in CHO-K1-Zellen hatte (Abb. 38).

MYC-PAK1

| Abb. 38: Morphologische Effekte nach
PAK1-Expression in CHO-K1-
Zellen

CHO-K1-Zellen wurden mit pCMV6-MYC-
PAK1 transient transfiziert. MYC-PAK1
wurde mithilfe eines Cy3-gekoppelten anti-
MY C-Antikérpers und F-Aktin mit MFP488-
Phalloidin angefarbt. Die Auswertung
erfolgte  mit  konfokaler Laserscan-
mikroskopie.

anti-MYC
F-Aktin

Auch in CHO-K1-Zellen fiihrte die Uberexpression von MYC-PAK1 zur verstarkten
Ausbildung langer dinner filopodienahnlicher Zellfortsdtze, wahrend der Zellkorper
dieser Zellen eher klein blieb (Abb. 38, anti-MYC). An der F-Aktin-Farbung fiel weiter
auf, dass diese Zellen im Vergleich mit untransfizierten Kontrollzellen kaum noch
Stressfasern ausbildeten, wahrend an der Zellperipherie weiterhin akkumuliertes
F-Aktin nachgewiesen werden konnte (Abb. 38, F-Aktin).

Da die Uberexpression von PAK1 und die von ARHGEFG6/aPIX in beiden Zellsystemen
zu gegensatzlichen morphologischen Veranderungen fihrt, sollte im Folgenden
untersucht werden, ob die Koexpression beider Proteine morphologische
Veranderungen im Vergleich zu den Einzelexpressionen bewirkt. Die Deletion der
PAK1-Bindedomane von ARHGEF6/aPIX (ARHGEF6/aPIXASH3) hat in PC12-Zellen
keinen Einfluss auf den durch ARHGEF6/aPIX vermittelten Phanotyp. Deshalb sollte
auch durch Koexpression von PAK1 und ARHGEF6/aPIXASH3 untersucht werden, ob
dies Auswirkungen auf den Zell-Phanotyp hat, wenn diese beiden Proteinen nicht mehr
miteinander interagieren kdnnen. Zunachst wurden PC12-Zellen, wie in der Legende
zu Abb. 39 beschrieben, transfiziert. Nach 48 Stunden erfolgte die Auswertung mithilfe

der konfokalen Laserscanmikroskopie.
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Abb. 39: Morphologie von PC12-Zellen nach Koexpression von PAK1 und
ARHGEF6/aPIX bzw. ARHGEF6/aPIXASH3 und quantitative Analyse des
Phéanotyps

PC12-Zellen wurden in Anwesenheit von NGF mit (A) pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIX
und pCMV6-MYC-PAK1 oder mit (B) pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIXASH3 und pCMV6-
MYC-PAK1 transient transfiziert. Nach 48 Stunden erfolgte der Nachweis von MYC-PAK1
mithilfe eines CY3-konjugierten anti-MYC-Antikorpers, die exprimierten FLAG-ARHGEF6/aPIX-
Proteine wurden mittels eines FLAG-Fluorescein-Antikdrpers detektiert. (C) Im Diagramm sind
die prozentualen Mittelwerte flir ausgebreitete und nicht ausgebreitete Zellen aus zwei
unabhangigen Versuchen dargestellt. Pro Versuch wurden 35-50 Zellen analysiert. Die jeweils
exprimierten Fusionsproteine sind unterhalb, die einzelnen Prozentwerte oberhalb der Balken
angegeben (' : nicht ausgebreitet; B : ausgebreitet).

Die Koexpression von FLAG-ARHGEF6/aPIX und MYC-PAK1 flhrte zu keinem durch
die jeweilige Einzelexpression hervorgerufenen Phanotyp (Kapitel 4.1, Abb. 37B;
Kapitel 3.2, Abb. 4B und 5B). Die Mehrheit der PC12-Zellen hatte nach 48 Stunden
wenige dinne Zellauslaufer gebildet, deren Lange bereits den Zelldurchmesser
Uberschritt (Abb. 39A). Dieser Phanotyp war vergleichbar mit dem untransfizierter
Kontrollzellen. Im  Gegensatz dazu zeigte ein  Grofdteil der FLAG-
ARHGEF6/aPIXASH3- und MYC-PAK1-koexprimierenden Zellen eine Morphologie, die
mit dem ARHGEF6/aPIX- bzw. ARHGEF6/aPIXASH3-vermittelten Phanotyp
vergleichbar ist. Die Zellen flachten sich ab und bildeten flachige, lamellipodienahnliche
Auslaufer. Jedoch konnte bei einem Grolteil dieser Zellen die Bildung von Filopodien
an den Enden dieser Auslaufer beobachtet werden (Abb. 39B). Zum besseren

Vergleich flr die quantitative Auswertung der PC12-Zellen wurden die Daten nach der
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jeweiligen Einzelexpression aus den vorangegangenen Versuchen in das Diagramm
mit aufgenommen. Wie bereits in Kapitel 3.2 beschrieben, flhrte die alleinige
Expression von FLAG-ARHGEF6/aPIX zu einer Umkehr des Verhaltnisses von
ausgebreiteten zu nicht ausgebreiteten PC12-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen
(Abb. 39C, FLAG-aPIX). Die Koexpression mit PAK1 resultierte in einer Aufhebung
dieses Effektes, denn die Mehrzahl der koexprimierenden PC12-Zellen zeigte wieder
einen nicht ausgebreiteten Phanotyp (Abb. 39C, FLAG-aPIX+MYC-PAK1). In
vorangegangenen Versuchen (Kapitel 3.2) wurde deutlich, dass die Uberexpression
von FLAG-ARHGEF6/aPIXASH3 ebenfalls zur vermehrten Bildung ausgebreiteter
PC12-Zellen im Vergleich mit Kontrollzellen fiihrte (Abb. 39C, FLAG-aPIXASH3). Hier
hatte die Koexpression von FLAG-ARHGEF6/aPIXASH3 mit MYC-PAK1 keine
Auswirkung auf das Verhaltnis von ausgebreiteten zu nicht ausgebreiteten PC12-
Zellen. Die Mehrheit dieser Zellen breitete sich aus (Abb. 39C, FLAG-
oPIXASH3+MYC-PAK1).

Vergleichbare Experimente wurden auch an CHO-K1-Zellen durchgefiihrt. Dabei
wurden zuerst die phanotypischen Effekte der ARHGEF6/aPIXASH3-Expression in
CHO-K1-Zellen analysiert (Abb. 40).

A HA-aPIXASH3 B HA-oPIXASH3 MYC-PAK1 Uberlagerung
T
£
©
HA-aPIX MYC-PAK1 Uberlagerung

F-Aktin

Abb. 40: Phanotypische Auswirkungen der Expression von AHRGEF6/aPIXASH3 und
Koexpression von MYC-PAK1 und ARHGEF6/aPIX bzw. ARHGEF6/aPIXASH3 in
CHO-K1-Zellen

CHO-K1-Zellen wurden mit (A) pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIXASH3 transfiziert. Exprimiertes
HA-ARHGEF6/aPIXASH3 wurde durch einen anti-HA-Fluorescein-Antikérper detektiert. F-Aktin
wurde mit TexasRot-Phalloidin sichtbar gemacht. (B) CHO-K1-Zellen wurden mit pMT2SM-HA-
ARHGEF6/aPIXASH3 und pCMV6-MYC-PAK1 bzw. mit (C) pMT2SM-HA-ARHGEF6/0PIX und
pCMV6-MYC-PAK1 transient transfiziert. Die MYC-Fusionsproteine wurden mittels eines Cy3-
anti-MYC-, die HA-Fusionsproteine  mittels eines  Fluorescein-anti-HA-Antikorpers
nachgewiesen. Die Analyse erfolgte mit konfokaler Laserscanmikroskopie.
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Wie bereits nach ektopischer Expression in PC12-Zellen beobachtet werden konnte,
kam es nach Uberexpression von HA-ARHGEF6/aPIXASH3 auch in CHO-K1-Zellen zu
einer leicht verstarkten Bildung von Lamellipodien (Abb. 40A, anti-HA), was vor allem
im Vergleich mit nicht-transfizierten Kontrollzellen deutlich wurde (Abb. 40A, F-Aktin).
Auch die Koexpression von HA-ARHGEF6/aPIXASH3 mit MYC-PAK1 resultierte
hauptsachlich in der Bildung groRflachiger Lamellipodien. Filopodien an der Spitze
dieser Lamellipodien, wie in PC12-Zellen, konnten hier nicht beobachtet werden (Abb.
40B). Die Koexpression von HA-ARHGEF6/aPIX mit MYC-PAK1 fuhrte bei der
Mehrzahl der Zellen auch zur Bildung lamellipodiendhnlicher Strukturen (Abb. 40C).
Diese Zellen unterschieden sich jedoch von Kontrollzellen durch eine eher polare
Zellmorphologie (Abb. 40C).

4.2 Analyse des Phanotyps von PC12- und CHO-K1-Zellen nach
Expression verschiedener Rac1- bzw. Cdc42-Proteinvarianten und
Koexpression mit ARHGEF6/aPIX

Durch die bisherigen Untersuchungen konnte noch nicht geklart werden, ob der nach
Uberexpression von ARHGEF6/aPIX beobachtete Phanotyp auf die Aktivierung der
Rho-GTPase Rac1 oder Cdc42 zurlckzufiuhren ist. Deshalb sollten zunachst deren
Effekte auf die Morphologie NGF-stimulierter PC12-Zellen bzw. auf die von CHO-K1-
Zellen untersucht werden. Neben den beiden Wildtyp-Proteinvarianten wurden auch
die Effekte der dominant-negativen bzw. konstitutiv-aktiven Proteinvarianten analysiert.
PC12-Zellen wurden zunachst in Anwesenheit von NGF mit pPRK5-MYC-Rac1, pRK5-
MYC-Rac1N17 bzw. pRK5-FLAG-RacL61 transfiziert und fur 24 bzw. 48 Stunden
weiter kultiviert. Exprimierte Fusionsproteine wurden mithilfe spezifischer MYC- bzw.
FLAG-Antikorper, F-Aktin mittels MFP488-gekoppeltem Phalloidin detektiert. CHO-K1-
Zellen wurden mit denselben Konstrukten transfiziert, allerdings wurden die
exprimierten Rac1-Proteinvarianten durch einen spezifischen anti-Rac1-Antikdrper und
F-Aktin durch TexasRot-Phalloidin sichtbar gemacht. Die Auswertung der Experimente
erfolgte durch Fluoreszenzmikroskopie bzw. konfokale Laserscanmikroskopie (Abb.
41).
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Abb. 41: Morphologische Verdnderungen NGF-stimulierter PC12-Zellen bzw. von CHO-
K1-Zellen nach ektopischer Expression verschiedener Rac1-Proteinvarianten
und Quantifizierung des Phanotyps

PC12-Zellen wurden mit (A) pRK5-MYC-Rac1 bzw. (B) pRK5-MYC-Rac1N17 in Gegenwart von
NGF transient transfiziert und in Anwesenheit von NGF fiir 24 oder 48 Stunden kultiviert. Nach
Fixierung wurde die Expression der Fusionsproteine unter Anwendung eines Cy3-gekoppelten
anti-MYC-Antikoérpers Uberprift. Der Nachweis von F-Aktin erfolgte durch MFP488-Phalloidin.
CHO-K1-Zellen wurden mit (C) pRK5-MYC-Rac1 bzw. (D) pRK5-MYC-Rac1N17 transient
transfiziert. Die exprimierten Fusionsproteine wurden mittels eines primaren anti-Rac1- und
eines sekundaren AlexaFluor-488-konjugierten anti-Maus-Antikérpers detektiert. Die Farbung
von F-Aktin erfolgte durch Anwendung von TexasRot-Phalloidin. (E) Im Diagramm sind fur
untransfizierte Kontrollzellen, MYC-Rac1-, MYC-Rac1N17- und FLAG-Rac1L61-exprimierende
PC12-Zellen die prozentualen Anteile ausgebreiteter und nicht ausgebreiteter Zellen dargestellt.
Es wurden die prozentualen Mittelwerte 24 und 48 Stunden nach Transfektion aus zwei
unabhangigen Versuchen mit je 50-80 ausgewerteten Zellen zusammengefasst. (I : nicht
ausgebreitet; ll : ausgebreitet). Jeweilige Prozentwerte sind direkt oberhalb der Balken
angegeben.

F-Aktin
F-Aktin

o

71%

63%

anti-Rac1

13%
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Kontroll- MYC-Rac1 MYC- FLAG-
zellen Raci1N17 Rac1L61

F-Aktin

Die Uberexpression der MYC-Rac1-Proteinvarianten in PC12-Zellen filhrte zu beiden
untersuchten Zeitpunkten zu eindeutigen morphologischen Veranderungen im
Vergleich zu Kontrollzellen. MYC-Rac1-exprimierende PC12-Zellen bildeten

hauptsachlich lamellipodienahnliche Zellfortsdtze aus. Gleichzeitig konnte eine leicht
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erhdhte Anzahl an Filopodien beobachtet werden, die sich an den Spitzen dieser
flachigen Ausléaufer bildeten (Abb. 41A, 24 h und 48 h NGF). Die Uberexpression von
konstitutiv-aktivem FLAG-Rac1L61 in PC12-Zellen fuhrte zu einem vergleichbaren
Phanotyp, denn auch diese Zellen bildeten verstarkt Lamellipodien und an deren
Spitzen Filopodien aus (Daten nicht gezeigt). Die Uberexpression der dominant-
negativen Proteinvariante MYC-Rac1N17 in PC12-Zellen fuhrte hingegen zu keiner
verstarkten Bildung lamellipodiendhnlicher Zellauslaufer. An diesen Zellen konnten
bereits 24 Stunden nach Transfektion filopodienahnliche Zellfortsatze beobachtet
werden, deren Bildung sich nach 48 Stunden an der Zellperipherie verstarkt hatte (Abb.
41B, 24 und 48 h NGF). In CHO-K1-Zellen waren die Effekte der Uberexpressionen
weniger deutlich als in PC12-Zellen. MYC-Rac1-exprimierende Zellen zeigten jedoch
auch eine leicht erhohte Anzahl von Lamellipodien (Abb. 41C, anti-Rac1). Das
Aktinzytoskelett dieser Zellen blieb im Vergleich mit Kontrollzellen offensichtlich
unverandert (Abb. 41C, F-Aktin). Auch FLAG-Rac1L61-exprimierende CHO-K1-Zellen
wiesen eine leicht erhdhte Anzahl an Lamellipodien auf. Zusatzlich konnte bei diesen
Zellen eine verstarkte Bildung von Stressfasern beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). In MYC-Rac1N17-exprimierenden CHO-K1-Zellen konnte ebenfalls eine
verstarkte Bildung kurzer Filopodien an der Zellperipherie beobachtet werden (Abb.
41D, anti-Rac1). Diese Zellen blieben kleiner und runder als untransfizierte
Kontrollzellen (Abb. 41D, F-Aktin). Die quantitative Auswertung der PC12-Phanotypen
ergab, dass sich sowohl nach Expression von MYC-Rac1 als auch nach Expression
von konstitutiv-aktivem MYC-Rac1L61 das Verhaltnis von ausgebreiteten zu nicht
ausgebreiteten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen umkehrte, da sich die grof3e
Mehrheit dieser Zellen ausgebreitet hatte (Abb. 41E, MYC-Rac1 und FLAG-Rac1L61).
Im Gegensatz dazu blieb die deutliche Mehrheit der MYC-Rac1N17-exprimierenden
Zellen nicht ausgebreitet (Abb. 41E, MYC-Rac1N17).

Analog hierzu wurden Uberexpressionen mit den jeweiligen Cdc42-Proteinvarianten
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop bzw. am konfokalen

Laserscanmikroskop (Abb. 42).
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MYC-Cdc42 MYC Cdc42N17 Abb. 42: Auswirkungen der Uberexpression

von Cdc42 und Cdc42N17 auf die

Morphologie von PC12- bzw. CHO-K1-

Zellen
PC12-Zellen wurden mit (A) pRK5-MYC-Cdc42
oder (B) pRK5-MYC-Cdc42N17 in Anwesenheit von
NGF transient transfiziert und nach 24 h bzw. 48 h
fixiert. MYC-Fusionsproteine wurden mittels eines
Cy3-konjugierten  anti-MYC-Antikorpers, F-Aktin
mittels MFP488-gekoppeltem Phalloidin detektiert.
CHO-K1-Zellen wurden mit (C) pRK5-MYC-Cdc42
bzw. (D) pRK5-MYC-Cdc42N17 transient
transfiziert. Exprimierte  Cdc42-Proteinvarianten
wurden mithilfe eines anti-Cdc42-Primar- und eines
AlexaFluor-488-anti-Maus Sekundarantikérpers, F-
Aktin durch TexasRot-Phalloidin nachgewiesen.

MY C-Cdc42-exprimierende PC12-Zellen zeigten bereits 24 Stunden nach Transfektion

eine vermehrte Bildung von Filopodien, die radial um den Zellkérper angeordnet waren
(Abb. 42A, 24h NGF). Weitere 24 Stunden spater besall der Groldteil dieser Zellen eine
Vielzahl filopodienahnlicher Zellauslaufer, die ebenfalls radial am Zellkdrper
angeordnet, jedoch selten langer als dieser waren (Abb. 42A, 48 h NGF). PC12-Zellen,
die dominant-negatives MYC-Cdc42N17 exprimierten, zeigten hingegen eine weniger
stark ausgepragte Filopodienbildung, allerdings war die Anzahl der Filopodien im
Vergleich zu Kontrollzellen nach 24 und 48 Stunden leicht erhoht. Die Filopodien waren
an der Zellperipherie deutlich voneinander abgrenzbar, doch auch hier konnte keine
Ausbildung lamellipodiendhnlicher Zellauslaufer beobachtet werden (Abb. 42B). Die
MYC-Cdc42-Expression in CHO-K1-Zellen resultierte ebenfalls in einer verstarkten
Bildung von Filopodien, die radial um den meist polar wachsenden Zellkérper
angeordnet waren (Abb. 42C, anti-Cdc42). Im Zytoplasma der Zellen konnte oftmals
die Akkumulation von F-Aktin nachgewiesen werden (Abb. 42C, F-Aktin). Dagegen
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bildeten MYC-Cdc42N17-exprimierende CHO-K1-Zellen keine filopodiendhnlichen
Zellauslaufer aus (Abb. 42D, anti-Cdc42). Diese Zellen unterschieden sich
phanotypisch kaum von nicht-transfizierten Zellen, jedoch konnte auch hier teilweise im
Zytoplasma akkumuliertes F-Aktin nachgewiesen werden (Abb. 42D, F-Aktin). In
beiden Zellsystemen flhrte die Uberexpression von konstitutiv-aktivem MYC-
Cdc42L61 zu phanotypischen Veranderungen, die mit denen nach MYC-Cdc42-
Expression vergleichbar waren (Daten nicht gezeigt). Eine quantitative Auswertung der
Cdc42-uberexprimierenden PC12-Zellen wurde nicht durchgefihrt, da deren
Zellmorphologie nicht mit der von Rac1- bzw. ARHGEF6/aPIX-liberexprimierenden
PC12-Zellen vergleichbar war und sich somit nicht in die Kategorien ,ausgebreitet und
»hicht ausgebreitet® einteilen liel3.

Da durch die bisherigen Untersuchungen noch nicht gezeigt werden konnte, in
welchem Zusammenhang ARHGEF6/aPIX in diesem Signalweg mit den Rho-GTPasen
Rac1 und Cdc42 steht, sollte im Folgenden untersucht werden, welche Effekte die
Koexpression dieser Proteine auf die Ausbildung von Zellfortsatzen hat. Um Hinweise
zu bekommen, ob ARHGEF6/aPIX im Signalweg mdglicherweise unterhalb der
GTPasen eine Rolle spielt, sollte neben Rac1 auch dominant-negatives Rac1N17
zusammen mit ARHGEF6/aPIX koexprimiert werden. Hierflir wurden zunachst CHO-
K1- und PC12-Zellen mit den bereits beschriebenen Rac1-Konstrukten und pMT2SM-
HA-ARHGEF6/aPIX bzw. pFLAG-CMV4-DEST-ARHGEF6/aPIX eingesetzt (Abb. 43).

Die Auswertung erfolgte mit Fluoreszenz- bzw. konfokaler Laserscanmikroskopie.
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Abb. 43: Phanotyp von CHO-K1-Zellen nach gleichzeitiger Expression von
ARHGEF6/aPIX und Rac1 bzw. dominant-negativem Raci1N17 und
Quantifizierung des Phéanotyps in PC12-Zellen

CHO-K1-Zellen wurden mit (A) pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIX und pRK5-MYC-Rac1 bzw. (B)
pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIX und pRK5-MYC-Rac1N17 kotransfiziert. Die exprimierten Rac1-
Proteinvarianten wurden mittels eines primaren anti-Rac1-Antikorpers und eines sekundaren
AlexaFluor-546-Ziege-anti-Maus-Antikdrpers  detektiert. HA-ARHGEF6/aPIX wurde unter
Anwendung eines primaren anti-HA- und eines sekundaren AlexaFluor-488-gekoppelten Ziege-
anti-Kaninchen-Antikérpers nachgewiesen. (C) Das Diagramm zeigt die prozentualen
Mittelwerte von ausgebreiteten und nicht ausgebreiteten PC12-Zellen nach ektopischer
Expression der angegebenen Fusionsproteine. Diese Daten wurden aus zwei unabhangigen
Versuchen mit jeweils 40-60 ausgezahlten Zellen ermittelt ( . nicht ausgebreitet; W
ausgebreitet). Direkt oberhalb der Balken sind die dazugehdrigen prozentualen Werte
angegeben.

Die Morphologie MYC-Rac1- und HA-ARHGEFG6/aPIX-koexprimierender CHO-K1-
Zellen war mit der von MYC-Rac1-exprimierenden Zellen vergleichbar, denn auch
diese Zellen zeigten eine leicht erhdhte Bildung von Lamellipodien (Abb. 43A). Aber
auch die Koexpression von dominant-negativem MYC-Rac1N17- und HA-
ARHGEF6/aPIX in CHO-K1-Zellen fuhrte zu einer verstarkten Lamellipodienbildung
(Abb. 43B), was bei MYC-Rac1N17-exprimierenden CHO-K1-Zellen nicht beobachtet
werden konnte (Abb. 41D). Die Quantifizierung der Phanotypen nach Koexpression
von MYC-RacN17 und HA-ARHGEF6/aPI1X im Vergleich zu MYC-Rac1N17-Expression
in PC12-Zellen untermauerte diese Beobachtungen. Nach alleiniger Uberexpression
von dominant-negativem Rac1N17 zeigte der deutlich geringere Anteil der Zellen einen
ausgebreiteten Phanotyp. Bei gleichzeitiger FLAG-ARHGEF6/aPIX-Expression konnte
ein deutlicher Anstieg des Anteils ausgebreiteter PC12-Zellen beobachtet werden
(Abb. 43C).
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anti-HA

anti-Cdc42

Analog hierzu wurden diese Expressionen auch mit den bereits beschriebenen Cdc42-
Proteinvarianten und HA-ARHGEF6/aPIX durchgefiihrt (Abb. 44). Die Auswertung

erfolgte mittels konfokaler Laserscanmikroskopie.

A B
MYC-Cdc42 MYC-Cdc42N17
+ HA-oPIX + HA-aPIX

Abb. 44: CHO-K1-Zellen nach Koexpression
von HA-ARHGEF6/aPIX und MYC-
Cdc42 bzw. MYC-Cdc42N17

CHO-K1-Zellen wurden mit (A) pMT2SM-HA-
ARHGEF6/aPIX und pRK5-MYC-Cdc42 bzw.
(B) pMT2SM-HA-ARHGEF6/aPIX und pRK5-
MYC-Cdc42N17 transient transfiziert.
Exprimierte Cdc42-Proteine wurden durch einen
primaren Cdc42- und einen sekundaren
AlexaFluor-546-konjugierten  Ziege-anti-Maus-
Antikdrper nachgewiesen. HA-ARHGEF6/aPIX
wurde mit einem anti-HA-Primar- und eines
AlexaFluor-488-gekoppelten Ziege-anti-
Kaninchen Sekundarantikorpers detektiert.

anti-HA

anti-Cdc42

Koexpression von HA-ARHGEF6/aPIX und MYC-Cdc42 in CHO-K1-Zellen flhrte zur
Aufhebung der durch MYC-Cdc42-induzierten verstarkten Filopodienbildung. Diese
Zellen zeigten viele breite flachige Zellauslaufer, an deren Spitzen jedoch teilweise
feine Filopodien ansetzten (Abb. 44A). Ein vergleichbarer Phanotyp in CHO-K1-Zellen
konnte auch nach gleichzeitiger Expression von dominant-negativem MYC-Cdc42N17
und HA-ARHGEF6/aPIX beobachtet werden, denn auch diese Zellen bildeten
Lamellipodien an der Zellperipherie aus (Abb. 44B).

In der nachfolgenden Tabelle wurden die nach Uberexpression einzelner bzw.
mehrerer Proteine erhaltenen zellmorphologischen Auswirkungen zur besseren

Ubersichtlichkeit zusammengefasst (Tab. XVI).
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Tab. XVI: Vorherrschende morphologische Phinotypen nach Uberexpression

Die exprimierten Fusionsproteine sind den jeweiligen Phanotypen zugeordnet. In Klammern ist
angegeben, in welchen Zellen die Untersuchungen durchgefihrt wurden (P: PC12-Zellen; C:

CHO-K1-Zellen).

Zellmorphologie

+Cdc42N17

verstarkte
»ausgebreitet* »hicht ausgebreitet” Filopodienbildung
< | ARHGEF6/aPIX (P/IC) | ARHGEF6/aPIXADH (P) PAK1 (P/C)
-;2, ARHGEF6/aPIXASH3 (P/IC) | ARHGEF6/aPIX-DN (P) PAK3 (P)
gRam (P/IC) | ARHGEF6/aPIXAPH (P) Rac1N17 (P/C)
£ Rac1L61 (PIC) | ARHGEF6/aPIXAGBD (P) Cdc42 (P/C)
%ARHGEF?/BPIX (P) GIT1 (P) Cdc42L61  (P/C)
iJEJ PARVB (B-Parvin) (P)
Cdc42N17 (PIC)
ARHGEF6/aPIXASH3 (PIC) | ARHGEF6/aPIX (PIC)
+PAK1 +PAK1
< | ARHGEF6/aPIX (PIC)
2| +Rac1N17
& | ARHGEF6/aPIX (C)
:‘3—+Rac1
é ARHGEF6/aPIX (C)
+Cdc42
ARHGEF6/aPIX (C)




V. Diskussion 106

V. Diskussion

1. Mogliche Interaktion von ARHGEF6/aPIX und dem
neuronalen Adaptorprotein FE65 und dessen mogliche
funktionelle Bedeutung

Durch GST-Pulldown-Experimente nach ektopischer Expression von ARHGEF6/aPIX
und FEG5 konnte die im Hefesystem gefundene Interaktion in CHO-K1-Zellen bestatigt
werden. Nach Eingrenzung der fur die Interaktion notwendigen Domanen im GST-
Pulldown-System hat sich gezeigt, dass diese Interaktion Uber die C-terminale coiled-
coil-Domane von ARHGEF6/aPIX vermittelt wird. ARHGEF6/aPIX ist in der Lage Uber
die coiled-coil-Domane Homodimere aber auch Heterodimere mit ARHGEF7/BPIX zu
bilden (Manser et al., 1998; Rosenberger, 2003; Feng et al., 2004). Dies konnte
bedeuten, dass die Interaktion mit FE65 Uber eine Dimerisierung reguliert werden
kann. So kénnte durch die Interaktion von ARHGEF6/aPIX und FEG5 mdglicherweise
die Homodimerisierung von ARHGEF6/aPIX verhindert werden, wodurch das
Gleichgewicht von ARHGEF6/aPIX-Dimeren zu ARHGEF6/aPIX-Monomeren
beeinflusst wird. Es konnte gezeigt werden, dass ARHGEF6/aPIX-Monomere Rac1
und Cdc42 aktivieren konnen, wohingegen ARHGEFG6/aPIX-Dimere ausschlie3lich
Austauschaktivitat gegenlber Rac1 aufweisen, wobei angenommen wird, dass in der
Zelle das Verhaltnis von ARHGEF6/aPIX-Dimeren zu ARHGEF6/aPIX-Monomeren bei
der Regulation der GEF-Aktivitat eine entscheidende Rolle spielt (Feng et al., 2004).
Dieses Verhaltnis kann durch Interaktion von ARHGEF6/aPIX mit anderen Proteinen
beeinflusst werden. So konnte gezeigt werden, dass die Bindung von PAK an
ARHGEF6/aPIX, im Komplex mit der G-Protein-By-Untereinheit, die Dissoziation der
ARHGEF6/aPIX-Dimere  stimuliert, wodurch mehr ARHGEF6/aPIX-Monomere
entstehen. Dadurch verschiebt sich das Verhaltnis von ARHGEF6/aPIX-Monomeren zu
—Dimeren, was zu einer regulierten GEF-Aktivitat fihrt (Feng et al., 2004; Baird et
al., 2005). Somit ware denkbar, dass die Interaktion mit FE65 aufgrund der postulierten
Hemmung der Homodimerisierung ebenfalls das Verhaltnis von ARHGEF6/aPIX-
Monomeren zu -Dimeren beeinflussen und infolgedessen die GEF-Aktivitat regulieren
kdnnte. Ebenso koénnte die Interaktion die Heterodimerisierung von ARHGEF6/aPIX
mit ARHGEF7/BPIX beeinflussen. Koh et al. (2001) konnten nachweisen, dass die
Bildung dieser Heterodimere fur die subzelluldre Lokalisation und fur die Ausbildung

bestimmter Membranausstilpungen essentiell ist. Aufgrund dessen konnte FEG5 durch
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Bindung an ARHGEF6/aPIX die Heterodimerisierung mit ARHGEF7/BPIX und somit
die Aktivierung bestimmter Signalwege regulieren.

GST-Pulldown-Experimente zur Eingrenzung des interagierenden Bereichs von FEG65
ergaben, dass ARHGEF6/aPIX an den N-Terminus von FE65, genauergesagt an die
AS 136-254, die sich direkt vor der WW-Domane befinden, bindet. In diesem Bereich
des Proteins befindet sich keine bekannte Protein-Protein-Interaktionsdomane.
Interessanterweise kann FEG5 in diesem Bereich (AS 171-220) proteolytisch gespalten
werden (Hu et al., 2005). Die dadurch entstehende N-terminal verkirzte Isoform
stabilisiert die Interaktion mit bekannten FE65-Interaktionspartnern der beiden PTB-
Doménen, wie APP oder Tip60 in vitro, weshalb davon ausgegangen wird, dass
dadurch die Interaktion mit anderen Proteinen reguliert werden kann. Die fur die
Spaltung verantwortliche Protease konnte bisher nicht identifiziert werden (Hu et al.,
2005). In diesem Zusammenhang ist erwahnenswert, dass ARHGEF6/aPIX mit einer
Untereinheit der durch Calcium regulierten Protease Calpain interagiert (Goll et al.,
2003; Rosenberger et al., 2005). Aufgrund dieser Erkenntnisse ware es vorstellbar,
dass ARHGEF6/aPIX als Adaptorprotein fur die Rekrutierung von Calpain an die
Protease-Erkennungsstelle im N-Terminus von FE65 fungiert. Somit konnte
ARHGEF6/aPIX die proteolytische Spaltung und dadurch die Interaktion von FE65 mit
den oben erwdhnten Proteinen regulieren. Diese Hypothese wird durch das
Vorhandensein einer Folge saurer Aminosauren mit starker Affinitdt zu Calciumionen,
direkt vor der putativen Protease-Erkennungsstelle, in FE65 gestutzt (Longo et al.,
2003).

Auf Basis dieser Hypothese liele sich auch die nicht nachgewiesene ARHGEF6/aPIX-
FE65-Interaktion durch Koimmunprazipitation erklaren, da die Peptide zur
Antikérpererkennung jeweils an den N-Terminus der Proteine fusioniert waren.

Es ist jedoch auch denkbar, dass die Interaktion von ARHGEF6/aPIX und FE65 zeitlich
und raumlich begrenzt stattfindet und gezielt durch zellulare Regulationsmechanismen,
wie beispielsweise Ubiquitinylierung reguliert wird. Mitglieder der Cbl-Proteinfamilie
nehmen dabei und bei dem nachfolgenden Proteasom-vermittelten Proteinabbau in der
Zelle eine Schlisselrolle ein (Thien und Langdon, 2005). Hierbei ist es interessant zu
erwahnen, dass Cbl-b, ein Mitglied der Cbl-Proteinfamilie, an die SH3-Domane von
ARHGEF6/aPIX bzw. ARHGEF7/BPIX binden kann (Flanders et al., 2003; Wu et al.,
2003) und neueste Arbeiten zeigen konnten, dass Cbl die Degradation von
ARHGEF7/BPIX stimuliert (Schmidt et al., 2006). Aber auch der WW-Doméane von
FE65 wurde eine Rolle bei der Ubiquitin-abhangigen Proteindegradation
zugeschrieben (Bedford et al., 2000), weshalb spekuliert werden kann, dass die
Interaktion von ARHGEF6/aPIX und FEB5 durch gezielte Ubiquitinylierung reguliert
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wird und deshalb zeitlich begrenzt ist. Dies wirde auch erklaren, warum die Interaktion
nach Koimmunprazipitation nicht nachgewiesen werden konnte, vermutlich, weil die
Inkubation des Lysats Uber einen zu langen Zeitraum erfolgte. Die im Gegensatz dazu
durch GST-Pulldown-Experimente nachgewiesene Interaktion kénnte auf die Fusion
des GST-Proteins zuriickzufiihren sein. Es ist bekannt, dass ein GST-Fusionsprotein
eine erhohte Stabilitdt aufweist und vor dem Abbau durch intrazellulare Proteasen
sowie durch Ubiquitinylierung geschutzt wird (Terpe, 2003).

Durch  Immunfluoreszenzanalysen an CHO-K1- und PC12-Zellen konnte
Uberexprimiertes FE65 im Kern, Zytoplasma und an der Zellperipherie nachgewiesen
werden, was mit der bereits beschriebenen dualen Funktion von FEG65 in diesen
zellularen Kompartimenten Ubereinstimmt.

In zahlreichen PC12-Zellen lokalisierte FEG65 zuséatzlich in nuklearen, klar
abgrenzbaren punktférmigen Strukturen. Es ist bekannt, dass FE65 auch im Kern von
PC12-Zellen in die Transkriptions- und Zellzyklusregulation involviert ist, jedoch ist bis
heute Uber die Lokalisation in subnuklearen Strukturen nichts beschrieben (Minopoli et
al., 2001; Bruni et al., 2002). Die Morphologie der FE65-positiven Strukturen liel3 die
Vermutung aufkommen, dass es sich um Subkompartimente des Zellkerns, so
genannte ,Cajal bodies”, handeln kdnnte. Eine Kolokalisation von FE65 mit einem
Markerprotein fur Cajal bodies konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Aufgrund
der Morphologie koénnte es sich bei den beobachteten Strukturen auch um andere
subnukledre Kompartimente, wie z.B. ,Speckles®, handeln, in welchen pra-mRNA-
Spleil’faktoren akkumulieren (Spector, 2001). Auch das kdnnte durch spezifische
Immunfluoreszenz-Analysen untersucht werden. Es ware jedoch auch denkbar, dass
es sich bei den beobachteten Strukturen um Proteinaggregate handelt, da dies auch
nach Uberexpression anderer Fusionsproteine, wie Gephyrin, im Kern von Neuronen
beobachtet werden konnte (Dr. Kerstin Berhorster, personliche Mitteilung).

In beiden untersuchten Zellsystemen konnte an der Zellperipherie eine partielle
Kolokalisation von FE65 mit Aktin nachgewiesen werden, was auf eine Funktion von
FEG65 bei der Regulation des Aktinzytoskeletts hinweisen kdnnte. Nach Koexpression
in PC12- und CHO-K1-Zellen kolokalisierte FE65 mit ARHGEF6/aPIX im Zytoplasma
und an der Zellperipherie. Interessanterweise wurde dabei eine verstarkte Lokalisation
von FE65 an der Zellmembran in CHO-K1-Zellen beobachtet, was auf eine
ARHGEF6/aPIX-vermittelte Translokation von FE65 hindeuten kdnnte. Bis heute ist
Uber eine Funktion von ARHGEFG6/aPIX bei der Rekrutierung von Proteinen wenig
bekannt, wohingegen flir das zu ARHGEF6/aPIX sehr homologe Protein
ARHGEF7/BPIX mehr Daten vorliegen. Manser et al. (1998) konnten nachweisen, dass
ARHGEF7/BPIX fur die Rekrutierung von PAK zu fokalen Adhasionen notwendig ist.
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Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass ARHGEF7/BPIX auch die Rekrutierung von
GIT1, einem weiteren Interaktionspartner, an zellulare Membranen wie Endosomen
und Plasmamembran stimuliert (Za et al., 2006; Botrugno et al., 2006). Dieser
Komplex, in dem auRer ARHGEF7/BPIX und GIT auch PAK und Rac vorhanden sind,
spielt in Neuronen bei der Morphogenese der dendritischen Dornen eine wichtige Rolle
(Zhang et al., 2003; 2005). In Neuronen wurde nachgewiesen, dass ARHGEF7/BPIX
Uber die Interaktion mit dem neuronalen Adaptorprotein Shank in der PSD
(postsynaptischen Dichte) PAK an die Synapsen rekrutiert (Park et al., 2003). Spatere
Studien konnten zeigen, dass dies und die lokale Aktivierung der GTPasen flr die
Entwicklung dendritischer Dornen essentiell ist (Park et al., 2003; Zhang et al., 2005).
So fungiert ARHGEF7/BPIX einerseits als Adaptorprotein, um verschiedene Proteine in
raumliche Nahe zueinander zu bringen und reguliert andererseits durch Aktivierung der
GTPasen die Reorganisation des Aktinzytoskeletts. Aktuelle Studien an nicht
neuronalen Zellen bestatigen diese Funktion. Wahrend der Integrin-vermittelten
Bildung fokaler Adhasionen rekrutiert ARHGEF7/BPIX inaktives, GDI-gebundenes
Rac1 Uber eine Interaktion mit der SH3-Domane, nicht der katalytischen Domane, an
die Plasmamembran, um erst dort lokal die Aktivierung von Rac1 zu stimulieren (ten
Klooster et al., 2006).

Aufgrund dieser Erkenntnisse und der Homologie zu ARHGEF7/BPIX kénnte auch
ARHGEF6/aPIX in der Lage sein, FE65 durch Protein-Protein-Interaktion an die
Zellmembran zu rekrutieren. Obwohl allein aufgrund der Kolokalisation beider Proteine
an der Zellmembran noch nicht bestimmt werden kann, in welchem Signalweg diese
maogliche Protein-Protein-Interaktion eine Rolle spielt, lassen Kolokalisationen beider
Proteine mit B-Integrin an der Zellperipherie eine Funktion von ARHGEF6/aPIX
wahrend der Zellmigration vermuten (Rosenberger et al.,, 2003; 2005; Sabo et al.,
2001). Wahrend der Fortbewegung einer Zelle wird durch die Bildung von
Lamellipodien und Filopodien immer wieder Kontakt zum Substrat aufgenommen. Dort
bilden sich fokale Adh&asionen bzw. fokale Kontakte aus (Nobes und Hall, 1995).
Integrine verbinden hier als Transmembranproteine die extrazellulare Matrix (ECM) mit
Proteinen des Aktinzytoskeletts (Schonwalder und Burridge, 1999). Sowohl flr
ARHGEF6/aPIX als auch fur FE65 wurde bereits eine Lokalisation an Kontaktstellen
der Zelle mit der ECM beschrieben. ARHGEF6/aPIX ist Gber ILK (,integrin linked
kinase®) und B-Parvin indirekt mit B-Integrinen assoziiert und fihrt dort durch die
Aktivierung von Rac1 und Cdc42 zur lokalen Reorganisation des Aktinzytoskeletts
(Rosenberger et al., 2005; Filipenko et al., 2005). Auch der FE65-APP-Mena-Komplex
kolokalisiert mit B-Integrin, vor allem in fokalen Komplexen sich bildender

Lamellipodien (Sabo et al, 2001). Es wurde vermutet, dass FE65 direkt Uber eine der
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Phosphotyrosin-Bindedomanen (PTB) mit der intrazelluldren Doméane von B-Integrin
interagieren kann (Sabo et al., 2001), da dies bereits flr einige andere Proteine mit
PTB-Domanen beschrieben wurde (Calderwood et al., 2003). Man geht davon aus,
dass Mena durch die Interaktion mit FE65 ebenfalls Teil des Proteinkomplexes ist und
in Verbindung mit Profilin, einem aktinbindenden Protein, die F-Aktin-Polymerisation
positiv beeinflusst (Sabo et al., 2001).

Aufgrund der hier erlauterten Erkenntnisse kénnten bestimmte Proteine durch die
Interaktion von ARHGEF6/aPIX und FEG65 in rdumliche N&he zueinander gebracht
werden, wodurch lokal bestimmte Signalwege aktivieren werden koénnen. Ein solcher
Mechanismus ist bereits fur Tiam1, ebenfalls ein GEF der Dbl-Familie, bekannt. Tiam1
interagiert mit dem Adaptorprotein JIP2, das wie FEG5 auch Uber eine PTB-Doméane
mit APP interagieren kann (Taru et al., 2002). Durch die lokale Tiam1-vermittelte
Aktivierung von Rac1 wird ein mit JIP2 interagierendes Rac1-Effektorprotein (MLK3)
aktiviert, wodurch spezifisch die p38-MAP-Kinase-Signalkaskade aktiviert werden kann
(Buchsbaum et al., 2002). So reguliert Tiam1 durch die Interaktion mit einem
Adaptorprotein die zeitliche und rdumliche Aktivierung eines bestimmten Signalweges.
Die Interaktion von ARHGEF6/aPIX mit dem Adaptorprotein FE65 kénnte eine
ahnliche Funktion erfiillen. Es ware denkbar, dass FE65 durch ARHGEF6/aPIX an die
Zellmembran rekrutiert wird. Dort konnten ARHGEF6/aPIX interagierende Proteine in
rdumliche Nahe zu mit FE65 assoziierten Proteinen gelangen. Die dortige lokale
Aktivierung der GTPasen Rac1 und Cdc42 durch ARHGEF6/aPIX kénnte bestimmte
Signalwege aktivieren. Bis heute wurden keine direkt mit FEG65 interagierenden
Effektorproteine der aktiven GTPasen Rac1 und Cdc42 identifiziert, jedoch kdnnte die
Aktivierung indirekt erfolgen. Interessanterweise kann IRSp53 (,insulin receptor
substrate of 53 kDa"), ein ubiquitar exprimiertes Multidomanenprotein, von aktiviertem
Rac1 bzw. Cdc42 aktiviert werden (Miki et al., 2000; Krugmann et al., 2001). IRSp53
interagiert mit F-Aktin assoziierten Proteinen wie Mena, wodurch vermutet wird, dass
dadurch die Profilin-vermittelte Aktinpolymerisation geférdert wird (Berhorster, 2006).
Da FE65 ebenfalls mit Mena interagiert (Ermekova et al., 1997), kbnnte man vermuten,
dass durch die ARHGEFG6/aPIX-vermittelte Aktivierung der GTPase Rac1 bzw. Cdc42
Uber die Bindung an IRSp53 und Mena die Aktinpolymerisation wahrend der
Reorganisation des Aktinzytoskeletts reguliert wird. Die von Cdc42 Uber Mena
induzierte Bildung von Filopodien sowie die Kolokalisation des FEG65-APP-Mena-
Proteinkomplexes mit Rac1 an der Membran von Lamellipodien unterstitzen diese
Hypothese (Krugmann et al., 2001; Sabo et al., 2001). Ein entsprechendes Modell ist in
Abb. 45 dargestellt.
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Integrine
Integrine i 9

Zytoplasma

Abb. 45: Modell fiir die mogliche Interaktion von ARHGEF6/aPIX und FE65 an der
Zellmembran

Wiéhrend der Zellanhaftung bilden sich integrinhaltige Komplexe. Uber die Interaktion mit
B-Parvin befindet sich auch ARHGEF6/aPIX in diesen Komplexen und kann wiederum FEG5
rekrutieren. An der Plasmamembran koénnte FE65 mit Mena interagieren. ARHGEF6/aPIX
aktiviert Rac1 bzw. Cdc42 und reguliert dadurch die Bindung an IRSp53, wodurch letztlich die
Aktinpolymerisation stimuliert werden koénnte.

2. Verschiedene ARHGEF6/aPIX-Domanen sind wichtig fur
dessen subzelluldre Lokalisation

In der vorliegenden Arbeit konnte nach Expression verschiedener ARHGEF6/aPIX-
Deletionsmutanten gezeigt werden, dass sowohl die N-terminale CH-Domane als auch
die coiled-coiled-Doméane am C-Terminus eine wichtige Funktion bei der subzellularen
Lokalisation von ARHGEF6/aPIX einnimmt. Die Uberexpression von ARHGEF6/aPIX
mit einer Deletion von 28 Aminosauren in der N-terminalen CH-Domane
(ARHGEF6/0PIXAAS56-83) fiihrte in CHO-K1- und PC12-Zellen zu einer
punktférmigen Verteilung dieser Proteinvariante im Zytoplasma, wodurch die
Beobachtungen von Rosenberger et al. (2003) in CHO-K1-Zellen bestatigt wurden.
Interessanterweise hatte die Deletion der gesamten CH-Domane geringere
Auswirkungen, da die ektopische Expression von ARHGEFG6/aPIXACH in beiden
Zellsystemen zwar ebenfalls in der Bildung punktférmiger Strukturen resultierte,
allerdings waren diese kleiner und auf Bereiche an der Zellperipherie beschrankt.

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Deletion von 28 Aminosauren innerhalb der
CH-Doméane weder die Homodimerisierung noch die Heterodimerisierung mit
ARHGEF6/BPIX beeinflusst wird (Rosenberger et al., 2003). Es wird jedoch vermutet,
dass die Homo- bzw. Heterodimerisierung mit mutanten ARHGEF6/aPIX-
Proteinvarianten dominant-negative Auswirkungen auf zellulare Signalwege haben

koénnte, die nach Dimerisierung aktiviert werden (Koh et al., 2001; Rosenberger et al.,
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2003). So interagiert ARHGEF6/aPIX Uber die CH-Domane mit B-Parvin und wird
daruber vermutlich zu fokalen Adhasionen an die Zellmembran rekrutiert
(Rosenberger et al., 2003). Da diese Interaktion mit ARHGEF6/aPIXACH und
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 nicht mehr nachgewiesen werden konnte (Rosenberger et
al., 2003), ware es moglich, dass diese Proteinvarianten aufgrund dessen nicht mehr
rekrutiert werden kénnen und im Zytoplasma verbleiben.

Die weitere Analyse der ARHGEF6/aPIX-Deletionsvarianten ergab, dass die
C-terminal trunkierte Proteinvariante (ARHGEF6/aPIXACC) hauptsachlich im Kern und
diffus im Zytoplasma lokalisiert ist. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Homo- bzw.
Heterodimerisierung von ARHGEF6/aPIX eine wichtige Rolle bei der subzellularen
Lokalisation spielt, wie es auch fir ARHGEF7/BPIX beobachtet werden konnte (Koh et
al., 2001). Es wurde kurzlich gezeigt, dass die Aktivierung von Rac1 und Cdc42 durch
ARHGEF6/aPIX ebenfalls Uber eine Dimerisierung reguliert werden kann (Feng et al.,
2004; Baird et al, 2005). Aus diesen Beobachtungen wird deutlich, dass
ARHGEF6/aPIX (ber Dimerisierung sowohl die GTPase-Affinitat, als auch die
subzellulare Lokalisation beeinflussen kann. Die Translokation in den Zellkern kdnnte
jedoch auch auf den Verlust der Interaktion mit anderen Proteinen zurlickzufiihren
sein, da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass ARHGEF6/aPIX vermutlich tber
die coiled-coil-Domane mit FE65 interagiert.

Aufgrund der Morphologie der nach Uberexpression von ARHGEF6/aPIXAAS56-83
beobachteten zelluldren Strukturen wurde vermutet, dass es sich hierbei bspw. um
Endosomen handeln kénnte. Da fir ARHGEF6/aPIX, wie fir ARHGEF7/BPIX bekannt,
eine Funktion bei endosomalen Transportprozessen postuliert wird (Rosenberger und
Kutsche, 2006), sollten durch Koimmunfluoreszenz-Experimente mit Antikbrpern gegen
spezifische endosomale Markerproteine die ARHGEF6/aPIXAAS56-83-positiven
Strukturen naher charakterisiert werden. Dabei konnte eine partielle Kolokalisation von
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 mit y-Adaptin, einer Untereinheit des AP-1-Komplexes,
nachgewiesen werden. AP-1-Komplexe sind mit Clathrin-beschichteten Vesikeln
(CCVs) assoziiert, welche in Transportvorgange zwischen dem Trans-Golgi-Netzwerk
(TGN) und Endosomen involviert sind, aber auch zwischen TGN und Plasmamembran
vermitteln kénnen (Nakagawa et al., 2000). Daher konnte die Kolokalisation von
ARHGEF6/aPIXAAS56-83 mit y-Adaptin an der Zellperipherie moglicherweise auf eine
Beteiligung von ARHGEF6/aPIX an Transportvorgangen zwischen TGN und
Plasmamembran hindeuten. Im Gegensatz zu ARHGEF6/aPIX, dessen Lokalisation in
endosomalen Kompartimenten noch nicht gezeigt werden konnte, wurde eine

Assoziation von ARHGEF7/BPIX als Teil eines Proteinkomplexes mit endosomalen
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Membranen in verschiedenen Zellen nachgewiesen (Di Cesare et al., 2000; Matafora
et al.,, 2000; Manabe et al., 2002; Za et al., 2006; Botrugno et al., 2006). Man geht
davon aus, dass dieser Proteinkomplex wahrend der Zellmigration zwischen
Endosomen und der Plasmamembran hin- und her“shuttelt” und somit beim Transport
von Proteinen, wie z.B. Transmembranrezeptoren, Uber endosomale Kompartimente
zur Plasmamembran eine wichtige regulatorische Funktion einnimmt (Di Cesare et al.,
2000; Matafora et al., 2001; Rosenberger und Kutsche, 2006). Aufgrund der Homologie
zu ARHGEF7/BPIX kdnnte man fur ARHGEF6/aPIX eine vergleichbare Lokalisation
und Funktion vermuten, wobei es sich hierbei moglicherweise um einen eher
transienten Ubergangszustand handeln kénnte. Die Mutation in ARHGEF6 und die
daraus resultierende Deletion innerhalb der CH-Domane von ARHGEFG6/aPIX kdnnte
aufgrund von beeintréachtigten Protein-Protein-Interaktionen diesen Ubergangszustand
beeinflussen, wodurch die Lokalisation am endosomalen Kompartiment vermutlich
stabilisiert wird. Die mdgliche Lokalisation an CCVs kdnnte bedeuten, dass
ARHGEF6/aPIX als Teil eines postulierten Proteinkomplexes am endosomalen
Transport von Proteinen zur Membran beteiligt ist. In diesem Zusammenhang ist
erwahnenswert, dass kurzlich gezeigt wurde, dass Mutationen im AP1S2-Gen, das flr
eine weitere Untereinheit des AP-1-Komplexes kodiert, zu X-chromosomal vererbter
geistiger Behinderung fihren (Tarpey et. al.,, 2006). Es wird vermutet, dass die
Zerstorung des funktionellen Adaptorkomplexes Auswirkungen auf den Transport
synaptischer Vesikel haben konnte (Horikawa et al., 2002; Kim et al., 2004). Auf Basis
dieser Erkenntnisse ware denkbar, dass Mutationen in ARHGEF6 ebenfalls zu
Beeintrachtigungen des Vesikeltransports flihren kénnten. Es wird vermutet, dass
Defekte im Transport synaptischer Vesikel zu Beeintrachtigungen in der synaptischen
Aktivitdt fuhren kénnen, einer der mdglichen Ursachen einer geistigen Behinderung
(Newey et al., 2005; Govek et al., 2005; Chelly et al., 2006).

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Koexpression von ARHGEF6/aPIXAAS56-83 mit konstitutiv-aktivem Rac1 bzw. Cdc42
zur Auflésung der ARHGEF6/aPIXAAS56-83-positiven  Strukturen und  zur
Relokalisation von ARHGEF6/aPIXAAS56-83 im Zytoplasma und insbesondere an der
Zellmembran fuhrt. Eine &hnliche Beobachtung wurde fir den ARHGEF7/BPIX-
p95APP1-PAK-Komplex gemacht, dessen Translokation vom endosomalen
Kompartiment an die Plasmamembran ebenfalls durch Rac1-GTP stimuliert werden
kann (Manabe et al.,, 2002). p95-APP1 ist ein Mitglied der GIT-Proteinfamilie, die
aufgrund der GAP-Aktivitdt fir ARF-GTPasen wichtige Regulatoren des
Vesikeltransports sind (Hoefen und Berk, 2006). Es wurde postuliert, dass die

Translokation des Komplexes von den Endosomen an die Plasmamembran
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moglicherweise durch eine Interaktion von aktiviertem Rac1 und ARHGEF7/BPIX
stimuliert werden kdnnte (zusammengefasst in Rosenberger und Kutsche, 2006). Die
beobachtete Relokalisation von ARHGEF6/aPIXAAS56-83 nach Koexpression mit
aktiviertem Rac1 und Cdc42 stitzt diese Hypothese, wobei es sich hier um eine
Translokation von CCVs an die Plasmamembran handeln kénnte. Es bleibt jedoch
noch zu klaren, ob diese Translokation ber eine direkte Bindung von Rac1-GTP an
ARHGEF6/aPIX oder eine indirekte Interaktion Uber andere, mdglicherweise im
Komplex vorhandene Proteine, wie PAK, reguliert wird, da auch PAK aktiviertes Rac1
bzw. Cdc42 binden kann (Bockoch, 2003). Aufgrund der hier beschriebenen Daten
ware eine mogliche Rolle von ARHGEF6/aPIX bei der Translokation eines

Proteinkomplexes von CCVs an die Plasmamembran vorstellbar (Abb. 46).

PM

Abb. 46: Modell fiir die Rolle von ARHGEF6/aPIX als Teil eines Proteinkomplexes, der
mit Clathrin-beschichteten Vesikeln assoziiert ist und an die Plasmamembran
transloziert wird

ARHGEF6/aPIX ist Teil eines Multiproteinkomplexes, der mit AP-1-positiven Clathrin-
beschichteten Vesikeln assoziiert ist. Die Bindung von aktiviertem Rac1 bzw. Cdc42 an
ARHGEF6/aPIX oder ein anderes Protein des Multiproteinkomplexes flihrt zur einer
Translokation des Komplexes und des assoziierten CCVs an die Plasmamembran (CCV:
,clathrin-coated vesicle“; PM: Plasmamembran).

Die weitere Aufklarung dieses Signalweges kdnnte zu neuen Erkenntnissen Uber die
Funktion von ARHGEF6/aPIX flir den Vesikeltransport und damit zum genaueren
Verstandnis der durch Mutationen in ARHGEF6 bedingten mentalen Retardierung

fuhren.
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3. ARHGEF6/aPIX hat eine wichtige Funktion bei der
Ausbildung von Zellfortsatzen in eukaryotischen Zellen

Die Ausbildung von Neuriten ist abhangig von der kontrollierten Reorganisation des
Aktinzytoskeletts, bei der Rho-GTPasen und deren regulatorische Proteine eine
essentielle Rolle spielen. Uber die Funktion von ARHGEF6/aPIX wéahrend der
Neuritenbildung in PC12-Zellen ist bis heute noch wenig bekannt, wohingegen fir das
homologe Protein ARHGEF7/BPIX mehr Daten vorliegen. Aufgrund dessen wurden die
morphologischen  Veranderungen von PC12-Zellen nach ARHGEF7/BPIX-
Uberexpression weiter verfolgt, auch um sie mit denen nach ARHGEF6/aPIX-
Uberexpression zu vergleichen. Es ist bekannt, dass ARHGEF7/BPIX in PC12-Zellen
nach Bindung an PAKS3 spezifisch Rac1 aktiviert und dadurch die Bildung von
Lamellipodien fordert, weshalb nach stabiler Uberexpression von ARHGEF7/BPIX eine
verstarkte Zellausbreitung beobachtet werden konnte. Dabei waren die Zellen weiterhin
noch in der Lage, Neuriten auszubilden (Obermeier et al., 1998). Ubereinstimmend mit
diesen Beobachtungen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass PC12-Zellen nach
ektopischer Expression von ARHGEF7/BPIX ebenfalls einen ausgebreiteten Phanotyp
mit verstarkter Bildung lamellipodiendhnlicher Zellauslaufer zeigen. Allerdings konnte
auch drei Tage nach Transfektion kaum Neuritenbildung beobachtet werden. Diese
Unterschiede konnten auf verschiedene experimentelle Bedingungen zurickzufihren
sein, da die morphologischen Untersuchungen von Obermeier et al. (1998) an stabil
ARHGEF7/pPIX-exprimierenden PC12-Zellen durchgefuhrt wurden, wodurch es
moglich ist, diese langer zu kultivieren und infolgedessen zu spateren Zeitpunkten zu
analysieren. Aufgrund der in dieser Arbeit angewandten transienten Transfektion war
es nicht mdglich, die Zellen Uber langere Zeitrdume in Kultur zu halten, weshalb nicht
ausgeschlossen werden kann, dass die ARHGEF7/BPIX-exprimierenden Zellen nach
langerer Kultivierung in der Lage sind, Neuriten auszubilden. Die Uberexpression von
ARHGEF6/aPIX flhrte in PC12-Zellen ebenfalls zu einer vermehrten Zellausbreitung
und die dabei beobachtete verstarkte Bildung lamellipodienahnlicher Zellfortsatze war
mit der nach ARHGEF7/BPIX-Expression vergleichbar. Diese Zellen bildeten auch 72
Stunden nach Expression nur selten kurze neuritendhnliche Zellauslaufer aus,
wohingegen Kontrollzellen bereits lange Neuriten mit Verzweigungen gebildet hatten.
Auch in CHO-K1-Zellen konnte nach Uberexpression von ARHGEF6/aPIX eine
verstarkte Lamellipodienbildung nachgewiesen werden, wodurch die Beobachtungen
von Rosenberger et al. (2003; 2005) bestatigt wurden. Die morphologischen
Veranderungen nach ARHGEF6/aPIX-Expression in beiden eukaryotischen

Zellsystemen sind ein Hinweis darauf, dass auch ARHGEF6/aPIX eine wichtige Rolle
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bei der Ausbildung von Zellfortsatzen spielt. Die verstarkte Bildung breiter, flachiger,
lamellipodienahnlicher Zellausldufer nach ARHGEF6/oPIX-Uberexpression lasst
vermuten, dass diese auf eine erhéhte Rac1-Aktivierung zurlckzuflhren ist. Es ist
bekannt, dass aktiviertes Rac1 zur Lamellipodienbildung fiihrt, wohingegen verstarkte
Cdc42-Aktivierung die Ausbildung von Filopodien férdert (Ridley et al., 1992b; Nobes
und Hall, 1995; Kozma et al., 1995). Auch in PC12-Zellen konnte nachgewiesen
werden, dass NGF-Stimulation zur lokalen Aktivierung von Rac1 und zur Ausbildung
breiter Zellauslaufer und Membranumstilpungen an der Zellperipherie fihrt (Yasui et
al., 2001). Ubereinstimmend mit diesen Erkenntnissen filhrte die Uberexpression von
Rac1 und konstitutiv-aktivem Rac1 sowohl in PC12- als auch in CHO-K1-Zellen zu
einer verstarkten Bildung von Lamellipodien. Uberexprimiertes Rac1 ist in beiden
Zellsystemen vor allem an der Zellperipherie lokalisiert, was unabhangige Studien
bestatigten (Yasui et al., 2001; del Pozo et al.,, 2002; Aoki et al., 2004). Auch
ARHGEF6/aPIX konnte im Rahmen dieser Arbeit in beiden Zellsystemen verstarkt an
der Zellmembran nachgewiesen werden, wodurch die Vermutung, der
ARHGEF6/aPIX-vermittelte Phanotyp kénnte auf eine erhohte Rac1-Aktivierung
zurtckzufiihren sein, weiter gestitzt wird. Da fir die Ausbildung von Zellfortsatzen, wie
Neuriten, die zeitliche und raumliche Regulation der Rac1- bzw. Cdc42-Aktivierung
essentiell ist, Ubernehmen regulatorische Proteine wie GEFs auch hier eine
Schlisselfunktion (Aoki et al., 2004; 2005). Viele GEFs besitzen Austauschaktivitat
gegeniber mehreren GTPasen, weshalb auch diese reguliert werden muss. So ist
bekannt, dass die GEF-Aktivitdt von ARHGEF6/aPIX komplexen Regulations-
mechanismen unterliegt. Wie bereits in den vorhergehenden Kapiteln erldutert,
unterscheiden sich ARHGEF6/aPIX-Monomere und -Dimere hinsichtlich ihrer Affinitat
bzw. Austauschaktivitdt gegeniber Rac1 und Cdc42, welche zusétzlich durch das
intrazellulare Verhaltnis von ARHGEF6/aPIX-Monomeren zu -Dimeren beeinflusst
werden kann (Feng et al., 2004). Hierbei spielen Proteine, die an die SH3-Domane von
ARHGEF6/aPIX binden, wie PAK und Cbl, eine wichtige regulatorische Rolle (Feng et
al., 2004; Baird et al., 2005). Auch fir ARHGEF7/BPIX konnte kirzlich gezeigt werden,
dass dessen GEF-Aktivitat Uber Protein-Protein-Interaktionen mit der SH3-Doméane
reguliert wird (ten Klooster et al., 2006). Wahrend der Bildung fokaler Adh&sionen
rekrutiert ARHGEF7/BPIX inaktives Rac1 aus dem Zytoplasma an die Zellperipherie,
welches dort durch ARHGEF7/BPIX lokal aktiviert wird. Interessanterweise erfolgt
diese Rekrutierung nicht Uber die katalytische DH-Domane, sondern Uber eine
Interaktion von Rac1 mit der SH3-Domane von ARHGEF7/BPIX. PAK1, ein weiteres
mit der SH3-Domane interagierendes Protein, greift regulierend ind die Interaktion
zwischen ARHGEF7/BPIX und Rac1 ein und bestimmt somit u.a. die lokale Rac1-
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Aktivierung. Da Rac1 und PAK1 um die Bindung an die SH3-Domane von
ARHGEF7/BPIX konkurrieren, kann Rac1 erst nach Dissoziation von PAK1 an
ARHGEF7/BPIX binden. PAK1 wirkt also in diesem Fall als negativer Regulator der
Rac1-Aktivierung (ten Klooster et al., 2006). Ein ahnlicher Mechanismus ware aufgrund
der Homologie zu ARHGEF7/BPIX auch fur ARHGEF6/aPIX vorstellbar, wobei eine
direkte Interaktion von Rac1 mit der SH3-Domane von ARHGEF6/aPIX noch nicht
nachgewiesen wurde. Es ist jedoch bekannt, dass ARHGEF6/aPIX neben der
katalytischen DH-Doméne weitere Rac1-Bindestellen aufweist. So konnte einerseits
gezeigt werden, dass am C-Terminus der PH-Domane von ARHGEF6/aPIX eine
spezifische Rac1-Bindestelle (RSID, ,Rac-specific interaction domain®) lokalisiert ist
(Feng et al.,, 2004), andererseits wurde kirzlich nachgewiesen, dass sowohl
ARHGEF6/aPIX als auch ARHGEF7/BPIX Uber die C-terminale GBD-Doméane mit
Rac1 interagieren kdnnen (Shin et al., 2006). Nach Uberexpression der mutanten
ARHGEF6/aPIX-Proteine ARHGEF6/aPIXADH, ARHGEF6/aPIX-DN,
ARHGEF6/aPIXAPH bzw. ARHGEF6/aPIXAGBD in PC12-Zellen wurde keine
verstarkte Lamellipodienbildung und Zellausbreitung beobachtet, was darauf hinweist,
dass dafiir sowohl die katalytische DH-Domane als auch die spezifisch Rac1-
bindenden PH- und GBD-Domanen notwendig sind. Aufgrund dieser Erkenntnisse
ware vorstellbar, dass ARHGEF6/aPIX ebenfalls Uber eine dieser Domanen Rac1
rekrutieren und anschlieBend Uber die katalytische DH-Domane lokal aktivieren kann.
Auf Grundlage dieser Daten ware folgendes Modell flir die Funktion von
ARHGEF6/aPIX bei der Ausbildung von Zellfortsatzen vorstellbar (Abb. 47).
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Abb. 47: Modell der SH3-abhangigen Regulation der GEF-Aktivitidt von ARHGEF6/aPIX

Wahrend der Neuritenbildung wird ARHGEF6/aPIX vermutlich (ber Protein-Protein-
Interaktionen zur Membran rekrutiert. In der Zelle herrscht ein Gleichgewicht zwischen
ARHGEF6/aPIX-Dimeren und —Monomeren. Nach Bindung von PAK- oder Cbl kann
monomeres ARHGEF6/aPIX sowohl Rac1 als auch Cdc42 aktivieren. ARHGEF6/aPIX-Dimere
kénnen Rac1 an die Zellmembran rekrutieren. Dort kann Rac1 lokal aktiviert werden. Die
koordinierte Aktivierung von Rac1 und Cdc42 flihrt zur Neuritenbildung (PM: Plasmamembran).

Nach ektopischer Expression ist ARHGEFG6/aPIX in der Zelle im Uberschuss
vorhanden, wodurch die Wahrscheinlichkeit hoch ist, dass sich vermehrt
ARHGEF6/aPI1X-Dimere ausbilden. Diese ARHGEFG6/aPIX-Dimere kdnnen wie bereits
erwahnt spezifisch Rac1 an die Zellperipherie rekrutieren und dort lokal aktivieren.
Endogene PAK- bzw. Cbl-Proteine kdnnen an die SH3-Domane von wenigen, als
Monomere vorliegenden ARHGEFG6/PIX-Molekile binden und Rac1 bzw. Cdc42
aktivieren. Auf Basis dieses Modells lasst sich die verstarkte Lamellipodienbildung und
Zellausbreitung nach Uberexpression von ARHGEF6/aPIX erklaren (Abb. 48).
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Abb. 48: Modell der Regulation der ARHGEF6/aPIX-GEF-Aktivitit nach Uberexpression
von ARHGEF6/aPIX

Das in der Zelle nach ektopischer Expression im Uberschuss vorliegendes ARHGEF6/aPIX
kann wahrscheinlich vermehrt dimerisieren. Endogen vorhandene PAK/Cbl-Proteine kénnen nur
wenige ARHGEFG6/aPIX-Monomere binden. Die durch ARHGEF6/aPIX-Dimere vermittelte
verstarkte Rekrutierung von Rac1 an die Zellmembran und die daraus resultierende verstarkte
lokale Rac1-Aktivierung fihrt zu erhdhter Lamellipodienbildung und ausgebreiteter
Zellmorphologie (PM: Plasmamembran).

Nach Deletion der SH3-Doméne (ARHGEF6/aPIXASH3) konnte nach Uberexpression
in beiden untersuchten Zellsystemen weiterhin eine verstarkte Zellausbreitung
beobachtet werden. Dies konnte bedeuten, dass dieser Effekt von einer Interaktion
anderer Proteine mit der ARHGEF6/0PIX-SH3-Doméane unabhangig ist. Man geht
jedoch heute davon aus, dass SH3-Domanen, wie sie in vielen GEFs vorkommen, eine
zentrale Rolle bei der Regulation der GEF-Aktivitat einnehmen (Schiller et al., 2006).
Bis heute sind vier verschiedene, mit der SH3-Domédne von ARHGEF6/aPIX
interagierende Proteine bekannt, von denen fir die Proteine PAK und Cbl bereits eine
Funktion bei der Regulation der ARHGEF6/aPIX-GEF-Aktivitdt nachgewiesen wurde
(Feng et al.,, 2004; 2005). Vor diesem Hintergrund lassen sich auch die
morphologischen Daten von Obermeier et al. (1998) erklaren: die Autoren konnten
nachweisen, dass die Hemmung der Interaktion von PAK3 mit ARHGEF7/BPIX in
PC12-Zellen zu keiner verstarkten Lamellipodienbildung fuhrt. So kann nach heutigen
Kenntnissen allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass diese morphologischen
Veranderungen auf Bindung anderer SH3-Bindepartner, wie bspw. Cbl, zuriickzuflhren
ist, da die verwendete ARHGEF7/BPIX-Variante Punktmutationen in der SH3-Domane
aufwies, die nur auf Bindedefizienz fir PAK3 Uberprift wurde (Manser et al., 1998).

Wie bereits erlautert, konkurrieren Rac1 und PAK1 um die Bindung an die SH3-
Domane von ARHGEF7/BPIX, wodurch PAK1 die spezifische Rac1-Aktivierung negativ
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reguliert (ten Klooster et al., 2006). Aufgrund der Annahme, dass der Regulation der
GEF-Aktivierung von ARHGEF6/aPIX ein ahnlicher Mechanismus zugrunde liegt, lasst
sich auch die beobachtete Zellausbreitung nach Uberexpression von
ARHGEF6/aPIXASH3 erklaren. So kann nach Deletion der SH3-Domane PAK oder
Cbl nicht mehr an ARHGEF6/aPIXASH3 binden, wodurch sich vermutlich, wie nach
Uberexpression von ARHGEF6/aPIX-Wildtyp vermehrt ARHGEF6/aPIX-Dimere
ausbilden. Da anzunehmen ist, dass die spezifische Rekrutierung von Rac1 durch
ARHGEF®6/aPIX nicht direkt Gber die SH3-Domane, sondern mdglicherweise iber die
RSID bzw. die GBD-Domane erfolgt, ist eine Rekrutierung von Rac1 an die
Zellperipherie nach Deletion der SH3-Domane und damit Zellausbreitung mdglich
(Abb. 49). Trotzdem ist bei diesem Mechanismus eine regulierende Funktion SH3-
interagierender Proteine nicht auszuschlie®en, da auch die Rac1-Interaktion mit der
ARHGEF7/BPIX-GBD-Doméane durch PAK reguliert werden kann (Shin et al., 2002;

2006).
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Abb. 49: Modell der SH3-abhédngigen Regulation der ARHGEF6/aPIX-GEF-Aktivitat nach
Uberexpression der Deletionsmutante ARHGEF6/aPIXASH3

ARHGEF6/0PIXASH3 liegt in der Zelle nach Uberexpression im Uberschuss vor. Die
Wahrscheinlichkeit der ARHGEF6/aPIXASH3-Dimerbildung ist hoch, wobei zusatzlich die
Bindung von Proteinen an die SH3-Domane aufgrund der Deletion verhindert wird. Die vermehrt
vorliegenden ARHGEF6/aPIXASH3-Dimere konnen wiederum Rac1 zur Zellmembran
rekrutieren und dort aktivieren, was zu einer verstarkten Rac1-Aktivierung und infolgedessen zu
erhdhter  Lamellipodienbildung und  ausgebreiteter  Zellmorphologie  fihrt  (PM:
Plasmamembran).

Aufgrund der erwahnten Rolle von PAK1 als Negativregulator der ARHGEF7/BPIX
vermittelten Rac1-Aktivierung sollten Koexpressionen Hinweise auf dessen Rolle bei

der Regulation der GEF-Aktivitdt von ARHGEF6/aPIX geben. Erstaunlicherweise
zeigte die Mehrzahl der PC12-Zellen nach Koexpression von ARHGEF6/aPIX und
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PAK1 keine morphologischen Veranderungen im Vergleich zu Kontrollzellen und es
konnte normales Neuritenwachstum beobachtet werden. Diese Revertierung der nach
alleiniger ARHGEF6/aPIX-Uberexpression beobachteten ausgebreiteten
Zellmorphologie ist ein weiterer Hinweis auf eine regulatorische Funktion von PAK1.
Unter Annahme des postulierten Modells kdnnte durch die gleichzeitige Expression von
PAK1 und ARHGEF6/aPIX das intrazellulare Gleichgewicht von ARHGEF6/aPIX-
Monomeren zu -Dimeren, welches flir die normale Zellmorphologie wichtig ist,
wiederhergestellt werden (s. Abb. 47). Auch in CHO-K1-Zellen konnte nach
Koexpression von PAK1 eine Reduktion der durch ARHGEF6/aPIX-vermittelten
erhéhten Lamellipodienbildung beobachtet werden, allerdings zeigten diese Zellen im
Vergleich zu Kontrollzellen ein eher polares Wachstum. Dies kénnte bedeuten, dass
die Uberexpression von PAK1 und ARHGEFG6/aPIX auch die Zellpolaritat beeinflusst.
Eine Funktion fur die Zellpolaritat wurde sowohl fir ARHGEF6/aPIX als auch fir PAK1
beschrieben (Bockoch, 2003; Li et al., 2003; Cau und Hall, 2005). Im Gegensatz dazu
konnte durch Koexpression von PAK1 und des mutierten ARHGEF6/aPIXASH3-
Proteins in beiden Zellsystemen die verstarkte Lamellipodienbildung und
Zellausbreitung, wie nach Einzelexpression von ARHGEF6/aPIXASH3 beobachtet,
nicht aufgehoben werden, wodurch die postulierte negative Regulatorfunktion von
PAK1 weiter untermauert wird. Da in diesem Fall die direkte Interaktion von PAK1 mit
ARHGEF6/aPIXASH3 nicht mehr mdglich ist, ist es wahrscheinlich, dass es zur
verstarkten ARHGEF6/aPIXASH3-Dimerbildung kommt, wodurch, wie nach
ARHGEF6/aPIXASH3-Expression, vermehrt Rac1 zur Zellmembran rekrutiert und
aktiviert wird, was eine verstarkte Ausbildung von Lamellipodien zur Folge hat (Abb.
49). Diese Daten weisen daraufhin, dass PAK1 wahrend der Ausbildung von
Zellfortsatzen durch Interaktion mit der SH3-Domé&ne die Dimerisierung von
ARHGEF®6/aPIX verhindert und dadurch indirekt die ARHGEF6/aPIX—GEF-Aktivitat
reguliert. Erste Auswertungen der PC12-Zellmorphologie nach Uberexpression einer
ARHGEF6/aPIX-bindedefizienten PAK1-Mutante untermauern dessen regulatorische
Funktion, denn diese Zellen breiteten sich ebenfalls verstarkt aus. Durch die
Beobachtung, dass PAK1-defiziente Zellen ebenfalls eine verstarkte Zellausbreitung
und eine erhohte Rac1-Aktivierung zeigen, wird diese Annahme weiter gestitzt (ten
Klooster et al., 2006).

Um weitere Erkenntnisse Uber die Funktion der PAK1-ARHGEFG6/aPI1X-Interaktion zu
erlangen, wurden im weiteren Verlauf die zelluldren Auswirkungen nach
Uberexpression von PAK1 bzw. PAK3 untersucht. Diese fiihrten in PC12-Zellen zu

einem nach ARHGEF6/aPIX-Expression gegensatzlichen Phanotyp, namlich einer
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verstarkten Bildung von Filopodien. Interessanterweise flihrte die Uberexpression von
PAK1 bzw. PAK3 in primaren Neuronen ebenfalls zu einer verstarkten Bildung langer
dinner, filopodienformiger dendritischer Auslaufer, den Vorlaufern dendritischer
Dornen (Zhang et al., 2005). In CHO-K1-Zellen hatte die Uberexpression von PAK1
einen weniger starken Effekt, allerdings konnte auch hier eine verstarkte Bildung
dunner Zellfortsatze beobachtet werden. Da in beiden Zellsystemen die ektopische
Expression von Cdc42 ebenfalls zu erhdhter Filopodienbildung flhrte, kénnte dies
bedeuten, dass nach Uberexpression von PAK-Proteinen verstarkt Cdc42 aktiviert
wird. Eine wichtige Rolle von PAK1 bei der Aktivierung von Cdc42 konnte bereits
wahrend der Chemotaxis neutrophiler Zellen nachgewiesen werden, in welchen nach
Interaktion von PAK1 mit ARHGEF6/aPIX spezifisch Cdc42 aktiviert wird. Allerdings ist
dabei die vorherige Aktivierung von PAK1 durch Interaktion mit der G-Protein-fy-
Untereinheit (GPy) notwendig (Li et al., 2003). Weitere Studien haben ergeben, dass
PAK1 zusammen mit Gfy die Dissoziation von ARHGEF6/aPIX-Dimeren stimulieren
kann. Die dadurch entstehenden ARHGEF6/aPIX—Monomere kdénnen Cdc42 bzw.
Rac1 aktivieren, wobei der zugrunde liegende Mechanismus noch weitgehend
unbekannt ist (Baird et al., 2005). Somit ware vorstellbar, dass Uberexprimiertes PAK1
moglicherweise nach Interaktion mit monomerem ARHGEF6/aPIX spezifisch Cdc42
aktiviert. Es ist jedoch nicht auszuschlielen, dass die im Uberschuss vorhandenen
PAK-Proteine in Verbindung mit anderen Proteinen, mdglicherweise weiteren GEFs,
zusatzlich Cdc42 aktivieren. Der genaue Mechanismus bleibt jedoch noch aufzuklaren.
In unabhéngigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression aktivierter,
phosphorylierter PAK-Proteinvarianten ebenfalls zu einer verstarkten Bildung von
Filopodien, wie in dieser Arbeit beobachtet, fihrt (Sells et al,. 1997; Manser et al.,
1997; Zhao et al., 1998; Koh et al., 2002). So kdnnte auch eine Aktivierung der PAK-
Proteine bei der spezifischen Aktivierung von Cdc42 eine wichtige Rolle spielen (Abb.
50).
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tiberexprimiert

Filopodienbildung

Abb. 50: Modell zur Regulation der SH3-abhangigen ARHGEF6/aPIX-GEF-Aktivitat und
spezifischen GTPase-Aktivierung bei Uberexpression von PAK1

Uberexprimiertes PAK1 liegt in der Zelle im Uberschuss vor. Durch die Bindung an alle
ARHGEF6/aPIX-Monomere wird durch einen unbekannten Mechanismus spezifisch Cdc42
aktiviert. Unabhangig davon kénnen PAK1-Proteine, vermutlich indirekt Uber andere GEFs,
weiter spezifisch Cdc42 aktivieren, was letztlich zu einer verstarkten Ausbildung von Filopodien
fuhrt (PM: Plasmamembran).

Heute ist bekannt, dass PAK-Proteine komplexen Regulationsmechanismen
unterliegen. So konnten verschiedene Experimente zeigen, dass PAKs als Rac1- bzw.
Cdc42-Effektorproteine im Signalweg unterhalb der GTPasen aktiviert werden (Manser
et al., 1998; Daniels et al., 1998). Gleichzeitig kbnnen sie wiederum Rac1 aktivieren
und somit im Signalweg oberhalb der GTPasen liegen (Obermeier et al., 1998). Auch
ARHGEF6/aPIX ist in Signalwege oberhalb und unterhalb der GTPase-Aktivierung
involviert (Yoshii et al., 1999; Li et al., 2003; Rosenberger et al., 2003; 2005).

Um Hinweise zu bekommen, ob die in dieser Arbeit beobachtete ARHGEF6/aPIX-
vermittelte Zellausbreitung im Signalweg oberhalb oder unterhalb der GTPasen
lokalisiert ist, wurden die morphologischen Auswirkungen der Uberexpression
verschiedener GTPase-Proteinvarianten vor und nach Koexpression mit
ARHGEF6/aPIX untersucht. Nach Uberexpression von dominant-negativem Rac1N17
konnte in CHO-K1- und PC12-Zellen keine Lamellipodienbildung beobachtet werden,
wohingegen nach Koexpression mit ARHGEF6/aPIX diese Zellen wieder
Lamellipodien ausbildeten und sich vermehrt ausbreiteten. Die Expression der
dominant-negativen = Cdc42-Proteinvariante (Cdc42N17) resultierte in  beiden
Zellsystemen nicht, wie nach Uberexpression der Wildtypvariante (Cdc42) beobachtet,

in der verstarkten Bildung von Filopodien. Auch hier konnte in CHO-K1-Zellen gezeigt
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werden, dass die Koexpression von Cdc42 bzw. Cdc42N17 mit ARHGEF6/aPIX zu
einem ausgebreiteten Phanotyp mit verstarkter Lamellipodienbildung fihrt. Die
Erkenntnisse dieser Untersuchungen deuten auf eine Funktion von ARHGEF6/aPIX im
Signalweg unterhalb der GTPasen hin. Dies bedeutet, dass auch in Anwesenheit der
dominant-negativen  Proteinvarianten = ARHGEF6/aPIX  (Ober  Protein-Protein-
Interaktionen an die Zellmembran rekrutiert wird und sich wiederum aufgrund des
Uberschusses nach ARHGEF6/aPIX-Uberexpression vermehrt ARHGEF6/aPIX-
Dimere ausbilden kénnen. Dadurch kann endogen vorhandenes Rac1 spezifisch an die
Zellperipherie rekrutiert und lokal aktiviert werden, was zu einer verstarkten
Lamellipodienbildung und Zellausbreitung fihrt (Abb. 51).

Rac1/Cdc42
DN

/
§

ausgebreitete
Zellmorphologie

Abb. 51: Modell zur Rolle von ARHGEF6/aPIX bei der Ausbildung von Zellforsdtzen im
Signalweg unterhalb von Rac1 bzw. Cdc42

Nach Koexpression von ARHGEF6/aPIX und dominant-negativem Rac1 bzw. Cdc42 ist
ARHGEF6/aPIX in der Lage, die Zellausbreitung zu stimulieren. Es ist wahrscheinlich, dass
ARHGEF6/aPIX Uber Protein-Protein-Interaktionen an die Membran rekrutiert wird und dort
vermehrt Dimere bildet. Dadurch kann endogen vorhandenes Rac1 spezifisch an die
Zellperipherie rekrutiert werden und nach Aktivierung bilden sich verstarkt Lamellipodien und
die Zellen breiten sich aus (DN: dominant-negativ; PM: Plasmamembran).

Auch fur PAK1 konnte gezeigt werden, dass es in PC12-Zellen im Signalweg unterhalb
von Rac1 bzw. Cdc42 die Neuritenbildung induzieren kann (Daniels et al., 1998). Damit
kénnte ARHGEFG6/aPIX, moglicherweise in Verbindung mit PAK1, in eukaryotischen
Zellsystemen wahrend der Ausbildung von Zellfortsatzen im Signalweg unterhalb der
GTPasen eine zentrale regulatorische Funktion Ubernehmen. Diese wichtige Rolle
kénnte besonders wahrend der neuronalen Morphogenese von entscheidender

Bedeutung sein.
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