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KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SAUGETIERZELLEN

Kurzbeschreibung

Der intrazellulare Proteintransport verlauft in Saugetierzellen tiber den
Sekretorischen Transportweg vom Endoplasmatischen Retikulum tiber den
Golgi-Apparat zur Plasmamembran. Hierbei stellt sich die Frage nach zentralen
Transportmechanismen auf molekularer Ebene. So konnten in der Arbeitsgruppe
zwei Modellproteine etabliert werden, die beide in die apikale Membran polarer
Zellen transportiert werden, sich dabei aber sowohl in ihrer Topologie als auch
in ihrer Assoziation mit der Lipiddoppelschicht unterscheiden. In der
vorliegenden Arbeit soll anhand molekularbiologischer und biochemischer
Untersuchungen der Einflufl dieser Unterschiede auf die Einsortierung in
Transportvesikel und deren Interaktion mit Cytoskelettkomponenten
aufgeschliisselt werden.

Hierfiir werden Fusionsproteine aus den zu untersuchenden Eiweiflen und
verschiedenen fluoreszierenden Reporterproteinen erzeugt, deren Einbau in
Transportvesikel auch in lebenden Zellen untersucht werden kann. Durch den
Einsatz von Komponenten des Cytoskeletts, die ebenfalls mit Reportergenen
fusioniert sind, wird deren Rolle im intrazellularen Transportvorgang an die
apikale Zelloberflache analysiert. Protein-Protein-Bindungsstudien,
Massenspektroskopie, RNS-Interferenz, Westernblots und Aktivitatsstudien sollen
dartiber hinaus zur Identifikation der vesikularen Komponenten ftihren, die fiir
die Interaktion mit dem Cytoskelett notwendig sind.

Schlagworte: Proteintransport, Cytoskelett, Endosomen

Abstract

The intracellular protein transport in mammalian cells proceeds along the
secretory pathway, starting from the endoplasmic reticulum along the Golgi
complex to the plasma membrane. This does raise the question for the
underlying transport mechanism on molecular level. For this analysis, our
working group could establish two model proteins, which are both transported to
the apical membrane of polar cells, but differ in topology as well as association
with the lipid bilayer. The study at hand investigates the role of these differences
for sorting into transport vesicles and interaction with the cytoskeleton by
biomolecular and biochemical methods.

To do so, fusion proteins from fluorescent reporter proteins and the individual
proteins of interest are created, a method that allows to study their inclusion into
transport vesicles also in living cells. By using also components of the
cytoskeleton for this, their role in intracellular transport to the apical membrane
can be analyzed, too. Furthermore, protein-protein binding studies, mass
spectrometry, RNA interference, western blots and kinase assays shall identify
those vesicular components required for interaction with the cytoskeleton.

Keywords: protein transport, cytoskeleton, endosomes
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1. Einleitung
1.1 Zum Inhalt

Die vorliegende Arbeit faf3t die Erkenntnisse zum Proteintransport der drei
nachfolgend genannten Publikationen zusammen, soweit sie unter Beteiligung
des Verfassers in den Jahren 2002 bis 2005 zunichst in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Hassan Y. Naim sowie anschlieBend in jener von Prof. Dr. Ralf Jacob

gewonnen werden konnten:

»Distinct cytoskeletal tracks direct individual vesicle populations to the apical

membrane of epithelial cells« Current Broroay, 2003

»Annexin 11 is required for apical transport in polarized epithelial cells «

JournaL or Brorocicar. CHEMISTRY, 2004

»Alpha-kinase 1, a new component in apical protein transport«

JournaL oF BroLoGicar. CHEMISTRY, 2005

In der ersten Veroffentlichung konnte auf Grundlage zweier Modellproteine, der
Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) und der Saccharase-Isomaltase (SI),
nachgewiesen werden, daf3 diese sich - obgleich in polaren Epithelzellen beide
zur apikalen Zellmembran transportiert - entlang teilweise unterschiedlicher
Cytoskelett-Komponenten bewegen. In Herausarbeitung weiterer Unterschiede
zwischen den jeweils gebildeten Vesikelpopulationen - bezeichnet als SI- bzw.
LPH-tragende apikale Vesikel (SAV/LAV) - konnten in den folgenden
Publikationen zudem einzelne Proteine identifiziert werden, die nur an den SAV,
nicht aber den LAV beteiligt sind. Hierbei handelt es sich um die Proteine Myosin

Ia, Annexin A2, S1I00A10 und Alpha-Kinase 1.

Einleitung 7



KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SAUGETIERZELLEN

Als Einfiithrung in das Thema wird in der Einleitung der Sekretorische
Transportweg beschrieben, wobei das Augenmerk auf der Proteinsortierung
wihrend und nach der Passage des trans-Golgi-Netzwerks liegt. Auch das
Cytoskelett im allgemeinen sowie SI, LPH und die nachfolgend identifizierten
Proteine werden kurz vorgestellt. Sodann werden die wesentlichen Versuche und
Ergebnisse der genannten drei Publikationen in den Kapiteln 2 - 4 dargelegt,
sofern der Verfasser an diesen beteiligt war. Fiir den Zusammenhang bedeutsame
Abbildungen ohne Eigenbeteiligung finden sich im Anhang. Eine uibergreifende
Diskussion in Kapitel 5 fa3t schlieBlich die Inhalte der einzelnen

Veroffentlichungen zusammen.
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KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SAUGETIERZELLEN

1.2 Polare Proteinsortierung

1.2.1 Sekretorischer Transportweg

Die groBe strukturelle und funktionale Komplexitit der Siugetierzellen sowie
ihre Spezialisierung innerhalb des Gesamtorganismus erfordern zu ihrer
Errichtung und Aufrechterhaltung einen effektiven Organisationsapparat auf
molekularer Ebene. Als Ubersetzungsprodukt der Erbsubstanz, Hauptbestandteil
der Zelle und Trager vielfaltiger Funktionen vom Baustoff bis zum Boten, kommt
den Proteinen auch hierbei eine herausragende Rolle zu, ihrem Namen
entsprechend (proteuo, gr.: »ich nehme den ersten Platz ein«). Sie stellen namlich
nicht nur von jenem dezentralen Apparat gelenkte und modifizierte

Zellbestandteile dar, sondern sind auch selbst Komponenten desselben.

Ein bedeutender Funktionsbereich dieser Organisation ist der zielgerichtete
Transport neusynthetisierter Proteine zu ihren jeweiligen Bestimmungsorten.
Neben den unterschiedlichen Organellen der Siaugetierzellen zihlt hierzu auch
die Plasmamembran - entweder als Endstation oder zur Ausschleusung aus der
Zelle hinaus. Dieser sogenannte Sekretorische Transportweg "%l den neben den
namensgebenden freizusetzenden Proteinen auch die fiir die Lysosomen sowie
die Plasmamembran bestimmten Eiweille nehmen, ist Gegenstand der

vorliegenden Arbeit.
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Die durch die Ribosomen vorgenommene Translation der von den
Nukleinsduren kodierten Proteinbaupliane in Polypeptidketten erfolgt hierbei
nicht ins Cytoplasma hinein, sondern durch die Membran des Endoplasmatischen
Reticulums (ER) hindurch in dessen Lumen. Veranlal3t wird dies durch eine
Signalsequenz von sechs bis zwanzig hydrophoben Aminosduren im

entstehenden Polypeptidstrang 1091802262271 (App [ ] ).

ER-Lumen Ubersetzter Polypeptidstrang
= Transmembrankaqgl

[- _,. .___\_ s ~ ER-Membran

&gnabequenzhndendeé'J
Protein mit Signalpeptid  /

Cytosol 5' —

Abb. 1.1 Die Translation der mRNS erfolgt bei Proteinen des
Sekretorischen Transportwegs aufgrund einer vorgeschalteten Signalsequenz
in das Endoplasmatische Reticulum hinein

Im ER finden erste posttranslationelle Modifikationen am neugebildeten
Polypetid statt: Disulfidbriicken bilden sich aus, Chaperone sorgen fiir eine
korrekte Faltung der Polypeptidkette und es erfolgt gegebenenfalls die
Zusammenfiigung einzelner Untereinheiten 47:57:81.118219.236] Neben diesen nur im
ER vorgenommenen Prozessen finden hier an den entsprechenden

Signalsequenzen aber auch bereits erste Glykosylierungsschritte statt 7],

10 Einleitung



KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SAUGETIERZELLEN

Bei letzteren handelt es sich im ER ausschlieBlich um N-glykosydische
Verkniipfungen "%, Nur korrekt gefaltete und zusammengefiigte Proteine werden
weitertransportiert - alle ibrigen werden zusammen mit jenen, deren
Zielkompartiment bereits das ER selbst ist, entweder direkt hier zurtickgehalten
oder aber aus dem cis-Golgi-Netzwerk zuriickgeschleust 3. Thr Abbau erfolgt
nach einer Retrotranslokation zuriick ins Cytosol tiber das

Ubiquitin-Proteasom-System [15:16:82179]

Die nichste Station der iibrigen Proteine ist der Golgi-Apparat!'””), welcher vom
cis- bis zum trans-Golgi-Netzwerk (TGN) durchwandert wird 78, Hier erfolgen
weitere Modifikationen, vor allem die terminale Glykosylierung und
proteolytische Spaltungen!'%51%6.15% sowie die Sortierung fiir den Transport zu
den verschiedenen Zielorten der jeweiligen Proteine - im Falle von ST und LPH
also zur Plasmamembran [9293.193.176.187] A]g Transportbehilter dienen hierbei
sowohl kleinere membranbegrenzte Vesikel von weniger als 250 nm Durchmesser
als auch groBere, tubulidre Strukturen 83, Am Ziel angelangt, kommt es zur
Exocytose, d.h. der Fusion mit der Plasmamembran und der Freisetzung der

sekretorischen Proteine (Abb . 1.2).

apical

trans-Golgi network:
« sorting into basolateral or apical membrane

Golgi complex:
+ O-glycosylation
= processing of the N- and O-glycosylation

Endoplasmic reticulum:
"~ synthesis, folding

and N-glycosylation of glycoproteins

basolateral

Abb. 1.2 Der Sekretorische Transportweg erfolgt vom Endoplasmatischen
Reticulum tUber den Golgi-Apparat zur Plasmamembran (Grafik: R. Jacob)

Einleitung 11
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1.2.2 Polare Epithelzellen

Die Studien der vorliegenden Dissertation wurden u.a. anhand polarer
Epithelzellen durchgefiihrt. Diese zeichnen sich durch die Unterteilung ihrer
Plasmamembran in zwei von sogenannten tight junctions separierte Bereiche
unterschiedlicher Zusammensetzung und Funktion aus85151.190,191,208]  Tjje
Errichtung und Aufrechterhaltung dieser Polaritiat durch selektiven Transport
und/oder selektive Stabilisierung vor Ort ist Teil der Aufgaben des zelluliren
Organisationsapparates!'®¢l. Die Epithelzellen als solche dienen neben dem Schutz
und der Abgrenzung einzelner Korperregionen insbesondere der Regulation der
molekularen Bestandteile ihrer jeweiligen Gewebsbereiche sowie des Austausches
mit der Umgebung!11612418% Ein Beispiel hierfiir sind die Zellen des
Darmepithels: die apikale Domane ragt dabei ins Darmlumen hinein und reichert
jene Proteine und Lipide an, die etwa zur Aufspaltung oder Aufnahme von
Nahrungsbestandteilen dienen, wihrend der tibrige, basolaterale
Plasmamembranbereich fiir den Austausch der gewonnen Nihrstoffe mit den
Nachbarzellen sowie der Blutbahn zustindig ist [7:384177.92116141190225] 1)je
Barrierefunktion der tight junctions verhindert hierbei einen parazellularen
Stofftransport tiber das gesamte Epithel, so da3 ein Stoffaustausch nur noch

transzellulir - und somit kontrollierbar - erfolgen kann ¥,

12 Einleitung
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1.2.3 Sortiersignale

Die molekularen Mechanismen, die der Sortierung hin zur apikalen oder
basolateralen Membran zugrundeliegen, werden derzeit intensiv erforscht. So
konnten bereits verschiedene Sortiersignale fiir beide Transportwege identifiziert
werden, welche im einzelnen tiber eine unterschiedlich starke Gewichtung
verfiigen °8.1%21. Eine solche Auftrennung der Proteine erfolgt anhand ihrer
primiaren, sekundiaren oder tertidren Struktur im TGN oder, etwa auf dem Weg
tiber die basolaterale Membran, in den Endosomen [2570.135,136,144,151,174,186,188]
woraufhin sie in strukturell voneinander verschiedene Transportvesikel
aufgenommen werden 119109151230 Dje Signalsequenzen wirken dabei positiv oder
negativ auf die Proteine, d.h. sie sorgen entweder fiir die Aufnahme in einen

bestimmten Transportweg oder aber halten sie zuriick "5,

Verantwortlich fiir den Transport zu bzw. das Festhalten an der basolateralen
Membran sind etwa bestimmte cytoplasmatische Aminosauresequenzen (z.B.
YXX®, LL or IL)61827848889,115,138,139,147.221] ' dje von entsprechenden Adapterproteinen
erkannt werden 5227 oder das Anheften dieser Proteine an das Ankyrin des
dortigen Cytoskelett-Netzes [72. Apikale Signale hingegen wurden nicht nur im
cytoplasmatischen Teil der Proteine gefunden, sondern auch im Transmembran-
und extrazelluliren Bereich 299122 So fungieren etwa O-Glykane 293154231 gder
eine Membranverankerung uiber Glykosylphosphatidylinositol (GPI) als apikales
Sortiersignal 2058123125209 Ayych N-Glykane sind offenbar in einigen Fillen
beteiligt!'12%2], Eine wichtige, wenn auch nicht hinreichende Funktion bei einem
Teil der apikalen Transportsysteme nehmen dariiber hinaus sphingolipid- und
cholesterolreiche Membranmikrodominen ein, sogenannte lipid rafts [169.188.209211]
welche als Transportplattform beispielsweise fiir das Himagglutinin des
Influenza-Virus und GPI-verankerte Proteine beschrieben werden 122178203210

wihrend sich basolaterale Proteine als nicht hiermit assoziiert erweisen 2.

Einleitung 13



KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SAUGETIERZELLEN

1.2.4 Apikale und basolaterale Transportwege

Wihrend die Weiterleitung der basolateralen Proteine, wie etwa fiir das
G-Protein des Vesikuldren Stomatitits-Virus (VSV-G) gezeigt, vom TGN zur
Plasmamembran nahezu einheitlich erfolgt[®6114126.150.188] hestehen fiir den
apikalen Transportweg je nach Zellsorte und Polypeptid bereits mindestens zwei
prinzipielle Varianten, denn neben der direkten Route, wie sie etwa die
Diinndarmenzyme SI und LPH nehmen [27779113,114,154,157,189,190216]  jgt quch der
indirekte, transcytotische Weg tiber die basolaterale Membran bekannt, tiber den
z.B. die Dipeptidylpeptidase IV (DPP 1V) und nach jiingsten Erkenntnissen

offenbar auch GPI-verankerte Proteine transportiert werden [2878.79.87.106,109,137.174]

In Hepatocyten dominiert der apikale Transport mittels Transcytose 1924 Fiir
die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Caco-2- und MDCK-Zellen wurden
beide Wege aufgezeigt!'%'l. Demzufolge besitzen polare Epithelzellen mit dem
TGN sowie dem Weg liber die basolaterale Membran und das endosomale
Kompartiment mindestens zwei Sortierzentren, welche moglicherweise zum Teil

auch dhnliche Mechanismen aufweisen [4:50:55.106,137]

14 Einleitung
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1.2.5 Zwei Populationen apikaler Vesikel

Bereits im Vorfeld der nachfolgend beschriebenen Untersuchungen konnte in
unserer damaligen Arbeitsgruppe gezeigt werden, dall zudem auch die direkt
transportierten apikalen Membranproteine LPH und SI sich auf unterschiedliche
Vesikel verteilen [°71. Diese beiden Proteine reprisentieren zwei verschiedene
Sorten - letzteres ist mit cholesterol- und sphingolipid-reichen Membran-
Mikrodominen assoziiert, sogenannten lipid rafits "%, ersteres nicht[192:235.237],
Wihrend Jacob und Naim zeigen konnten, dal3 beide Proteine das TGN in
gemeinsamen Vesikeln verlassen - allerdings bereits innerhalb dieser infolge der
raft-Assoziation voneinander separiert - und erst spater zu verschiedenen Vesikeln
aufgetrennt werden (SAV & LAV), blieb zunichst die Frage offen, ob damit auch

zwei verschiedene Transportwege verbunden sind 7.
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1.3 Das Cytoskelett

Das Cytoskelett besteht aus dynamischen, filamentosen Strukturen, die sich auf
drei Sorten polymerer Stringe verteilen: Aktin-Filamente, Mikrotubuli und
Intermediarfilamente. Durch das Cytoskelett wird der Zelle nicht nur Halt
verliehen, sondern es dient auch einer Reihe weiterer Funktionen, wie
Transportvorgingen, der Mitose oder der Ausbildung von Zellfortsitzen. Zudem
sind die Verbindungen zwischen den einzelnen Zellen bzw. zu deren Matrix auf
die Intermediirfilamente (im Falle der Desmosomen und Hemidesmosomen) und

Aktinfilamente (etwa bei den tight junctions) gestiitzt.

Die Aktinfilamente bestehen aus diinnen Proteinfasern von 3 - 6 nm
Durchmesser. In filamentoser Form spricht man von F-Aktin, beim globuliaren
Einzelmolekiil von G-Aktin. Dieses ist asymmetrisch aufgebaut, zur

Differenzierung bezeichnet man daher seine Enden als Plus- bzw. Minus-Ende.

Motorproteine der Myosin-Familie vermogen an Aktinstringen
entlangzuwandern und fiithren beispielsweise zu Muskelkontraktionen oder
Wanderbewegungen von Zellen. Vor allem aber stabilisieren die Aktinfilamente in
netzartigen Anordnungen unterhalb der Plasmamembran und in
Membranausbuchtungen (Mikrovilli, Pseudopodien) die d4ulere Form der Zelle

und halten membranstindige Proteine an ihrem Platz 2],

16 Einleitung



KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SAUGETIERZELLEN

Die Mikrotubuli sind Rohren von 20 - 25 nm Durchmesser und werden durch 13
parallel zueinander liegende Protofilamente gebildet, die ihrerseits Ketten aus im
Wechsel aneinandergereiten o- und B-Tubulin-Molekiilen darstellen (Abb. 1.3).
Mikrotubuli verfiigen ebenfalls tiber ein Plus- und ein Minus-Ende und wachsen
mit letzterem von einem sogenannten Mikrotubuliorganisierenden Zentrum aus.
Das Wachstum erfolgt am schnellsten und bevorzugt, aber nicht ausschlieBlich,

am Plus-Ende.

Die Mikrotubuli bilden ein Stuitzgerust fiir die Zellform und dienen als
StraBBennetz fiir den Transport von Vesikeln und Organellen (Abb. 1 .4). Zudem
formen sie die Spindelfasern fiir die Chromosomentrennung wihrend der Mitose
aus. Auch die Bewegung von Geilleln und Wimpern wird mittels Mikrotubuli
erzeugt. Die Motorproteine der Mikrotubuli sind Kinesin und Dynein. Ersteres

wandert anterograd zum Plus-Ende, letzteres retrograd zum Minus-Ende 29,

Tubulin @ + . B .
Protofilament . . . . .

Mikrotubulus ' —

Abb. 1.3 Mikrotubuli sind Robhren aus Abb. 1.4 Die Mikrotubuli dienen der
jeweils 13 Tubulin-Protofilamenten Zzelle vor allem fur den Transport

Einleitung 17
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Unter dem Begriff Intermediirfilamente fal3t man schlief3lich eine Reihe von
Proteinfilamenten zusammen, die alle sehr 2hnliche Eigenschaften aufweisen. Thr
Durchmesser betragt 8 - 11 nm. Sie konnen, da sie deutlich stabiler als
Mikrotubuli und Aktinfilamente sind, am besten mechanische Zugkrifte
aufnehmen. Aus diesem Grund dienen sie hauptsidchlich der mechanischen

Stabilisierung der Zellen, bilden also deren Stiitzgertist.

Die Intermediirfilamente sind durch spezifische Proteine (Intermediarfilament-
assoziierte Proteine, z.B. Desmoplakin) untereinander zu grof3eren Biindeln,
sogenannten Tonofibrillen, verbunden. Diese Proteine dienen auch der
Verbindung der Intermediidrfilamente mit den anderen Elementen des
Cytoskeletts. Die Intermedidrfilamentproteine selbst werden in vier Sorten
unterteilt: Keratine (saure wie basische), die in Epithelzellen vorkommen,
Desmine (z.B. in Muskelzellen), Neurofilamente (Neuronen) und Lamine
(Zellkern). Der Aufbau der Intermediarfilamente erfolgt dergestalt, dall zuniachst
die Monomere sich zu Dimeren aneinanderlagern und diese sodann Tetramere

bilden. Acht Tetramere schlieBlich bilden das Intermediarfilament 5.
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1.4 Wesentliche Proteine der vorliegenden Arbeit

1.4.1 Lactase-Phlorizin-Hydrolase

Bei der Lactase-Phlorizin-Hydrolase handelt es sich um ein intestinales
Glykoprotein mit einer hydrolytischen Disaccharidase-Aktivitit, das sich in der
Biuirstensaummembran der Diinndarm-Epithelzellen findet. Thre Aufgabe ist es,
die Doppelzucker Lactase (Hauptkohlenhydrat der Saugetiermilch) sowie
Phlorizin und B-Glykosylceramid in Einfachzucker aufzuspalten, so dal3 diese
dann von den Zellen aufgenommen werden konnen. Die Aktivitit der Lactase
nimmt im Gegensatz zu anderen Disaccharidasen im Laufe der Kindheit ab,
lediglich bei Kaukasiern und deren Nachkommen sowie einigen isolierten
Stammen Afrikas bleibt sie zeitlebens auf hohem Niveau erhalten und garantiert

somit fortgesetzte Milchvertri glichkeit [172231],

Das primire Translationsprodukt der humanen LPH setzt sich aus insgesamt 1927
Aminosiuren zusammen und ist in unterschiedlichen Proteinsubdominen
organisiert. Ein kurzes amino-terminales (N-terminales) Signalpeptid, bestehend
aus 19 Aminosiduren (Met!-Gly'), leitet das Protein zur ER-Membran und wird
anschlieBend abgespalten 28], Am C(arboxy)-Terminus bewirkt ein hydrophober
Abschnitt von ebenfalls 19 Aminosdauren (Ala™3-Leu''), der die Lipid-
doppelschicht der Membran durchspannt, die Verankerung des Proteins!'®. Da
der C-Terminus ins Cytosol und der N-Terminus ins ER-Lumen ragt, handelt es

sich bei der LPH um ein Typ I-Membranprotein.
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Die mannosereiche Form der pro-LPH weist ein Molekulargewicht von 215 kDa
auf, die komplex-glykosylierte eines von 230 kDa; bei der fertig prozessierten
LPH sind es nur noch 160 kDa®*'%8 Neben der N- erfolgt auch eine
O-Glykosylierung [1°8] eine direkte Beteiligung dieser Zuckerketten an der

Sortierung der LPH konnte jedoch ausgeschlossen werden.

Mit mindestens 90% der Molekiile wird die LPH tiberaus zuverlissig zur apikalen

Membran befordert 1791,
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1.4.2 Saccharase-lsomaltase

Wie die LPH, ist auch die Saccharase-Isomaltase eine membranstindige
Disaccharidase des Diinndarms. Beide Untereinheiten spalten die o-glykosidisch
verkniipften Doppelzucker Saccharose und Maltose bzw. Isomaltose in ihre
Einzelkomponenten auf [°°L. Ist die SI selbst oder ihr Transport an die
Plasmamembran beeintriachtigt, so kommt es zu einer Mangelerkrankung
(congenital sucrase-isomaltase deficiency, CSID), die sich klinisch als osmotische

Diarrho nach der Aufnahme von Di- oder Oligosacchariden manifestiert 222,

SI ist im Gegensatz zur LPH ein Membranprotein vom Typ 11, d.h. sie tragt an
ihrem N-Terminus eine ER-Translokationssequenz, die gleichzeitig als
Membrananker fungiert®. An die 20 Aminosiduren gro3e Membranankerdomine
schliel3t sich eine Serin/Threonin-reiche Stab-Domiane an, die stark
O-glykosyliert ist [°3], In der Plasmamembran angelangt, wird eine
Trypsin-Spaltungsstelle zwischen der Saccharase-Untereinheit einerseits und dem
Restmolekiil mit der Isomaltase-Untereinheit andererseits im intestinalen Lumen
durch pankreatische Sekrete gespalten [®!, woraufhin beide Untereinheiten aber

dennoch tiber nicht-kovalente ionische Interaktionen miteinander verbunden

bleiben % (Abb . 15).
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COOH

TGN-lumen

Abb. 1.5 Der Transmembranbereich der Saccharase-Isomaltase ist im
Gegensatz zur LPH mit Membran-Mikrodomdnen assoziiert (Grafik: R. Jacob)

Die mannosereiche Form der SI besitzt ein Molekulargewicht von 210 kDa, bei
der komplex-glykosylierten Form sind es 245 kDa. Letztere wird zu mindestens

85% in die apikale Membran polarer Epithelzellen eingebaut.

Das Signal fur diesen gerichteten Transport liegt in der Isomaltase-Untereinheit,
wie anhand einer natiirlich vorkommenden Mutation der SI gezeigt werden
konnte 53] Konkret verantwortlich fiir diesen Sortiervorgang sind die
O-glykosidisch verkntipften Zuckerketten der Stab-Domane. Sie bilden die
Voraussetzung dafiir, dal die SI - im Gegensatz zur LPH - in die lipid rafts

rekrutiert wird .
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1.4.3 Myosin la

Der Myosin-Familie gehoren bereits tiber einhundert identifizierte Proteine an,
die sich auf 15 Klassen verteilen. Hierbei handelt es sich um sogenannte
Motorproteine, die mit Aktin interagieren und hierdurch eine Bewegung entlang

dessen Filamenten (F-Aktin) ermoglichen.

Die grofite Gruppe stellen die Klasse I1-Myosine, auch als konventionelle Myosine
bezeichnet. Diese sind unter anderem ftir die Muskelbewegung verantwortlich.
Hierbei bindet Myosin in Abwesenheit von Adenosintriphosphat (ATP) fest an ein
Aktin-Molekiil des Filaments. Beim Andocken von ATP wird diese Bindung
geoffnet. An der freien Kopfgruppe hydrolysiert das gebundene ATP, wodurch die
Kopfdomiane des Myosins ihre Konformation dndert, in Bezug auf den
Aktinstrang also ihre Position verschiebt, und erneut bindet - jetzt jedoch infolge
der Kopfbewegung an ein benachbartes Aktinmolekiil. AnschlieBend werden der
Phosphatrest und das verbleibende Adenosindiphosphat aus der ATP-
Bindungstasche freigesetzt, was eine neuerliche Konformationsianderung des
Myosins zuriick in die Ausgangsstellung bewirkt. Da aber der Myosinkopf dabei
an das Aktinfilament gebunden ist, kommt es zu einer Gegeneinanderbewegung
von Aktinfilament und dem Myosinfilament bzw. einem am Myosinschwanz

befindlichen Transportgut [82.
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Doch obgleich neben den Gensequenzen auch die atomaren Strukturen sowohl
des Aktins % als auch der Myosin-Motordomine!'®! bereits ebenso bekannt sind
wie ihr Aneinanderpassen ['*3 sind fiir die Myosine insgesamt noch viele Details
zur Aktivierung der Myosin-ATPase durch F-Aktin sowie den tatsiachlichen
Bewegungsabliufen offen. Bei den meisten Myosinen der Klasse IT zumindest
erfolgt eine Regulierung der aktinaktivierten ATPase-Tatigkeit durch Ca*, woftr
drei unterschiedliche Mechanismen bekannt sind: Interaktion mit dem
Tropomyosin-Troponin-Komplex am F-Aktin, Bindung an eines der beiden Paare
leichter Ketten des Myosins oder Aktivierung einer myosin light-chain kinase,
welche ihrerseits dann eines dieser beiden Paare leichter Myosinketten

phosphoryliert %4,

Weniger gut untersucht sind die Myosine der Klasse I, welche die zweitgrolite
Gruppe ausmachen. Diese weisen im Gegensatz zum doppelkopfigen Myosin 11
nur einen Kopf auf und verfiigen neben der schweren Kette von 110 - 130 kDa
noch iiber ein bis sechs leichte Ketten!'*?. Zudem sind sie mit Membranen
assoziiert '8l Die Myosinklasse I scheint eine bedeutende Rolle zu spielen fiir die
kortikale Oberflachenspannung von Membranen und die Ausbildung von
Lamellipodien [34:162.218] aber auch fiir Signaliibertragungen [6¢! sowie

endocytotische Transportvorginge M60102.162,181]
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Beiden bekannten Unterklassen von Myosin I gemein ist eine lipidbindende
Domaine in der C-terminal gelegenen Schwanzregion [2'4, Dieser Abschnitt ist
reich an basischen Aminosduren und bindet in vitro sowohl an aufgereinigte

Plasmamembranen als auch Vesikel mit anionischen Phospholipiden [':36:14%],

Eine der beiden Unterklassen weist noch zwei zusitzliche Domianen am Schwanz
auf, darunter eine ATP-unabhingige Aktinbindestelle, was nahelegt, da3 diese
Myosine Aktinfilamente untereinander vernetzen und somit den dynamischen
Status des aktinreichen Kortex bei der Zellbewegung kontrollieren (691671,
Tatsachlich konnte inzwischen eine Beteiligung dieser Unterklasse an der

Aktin-Assemblierung nachgewiesen werden 59118,

Solche Zusatzdomianen jedoch weist die kiirzerschwianzige zweite Unterklasse
nicht auf, der auch Myosin Ib (MYO1B; vormals Myosin I alpha, MMIa) und das
zu diesem zu 78% homologe Myosin Ia (MYO1A; vormals brush border myosin I,
BBMI) angehoren [181194205] Dje subzellulidre Verteilung dieser Unterklasse deutet
auf eine Beteiligung am Membrantransport hin. So finden sich ihre Vertreter
etwa in der Zellperipherie (Myosin Ia in den Mikrovilli der Darmzellen, wo es die
Aktinbtindel mit der Plasmamembran verbindet, Myr 1 in der Plasmamembran
von Kaninchen- Nierenzellen und Myosin Ib im Wachstumskegel von
Nervenzellen) und assoziiert mit intrazellularen Membranen (Myosin Ia an
Vesikeln im terminalen Netz von Darmzellen, Myosin Ib an tubuldren Strukturen
im Zellkorper von Neuronen sowie aber auch an Endosomen und Lysosomen, wo

es die Weiterleitung internalisierter Molekiile zu den Lysosomen reguliert)

[39,119,160,181,193,220]

Einleitung 25



KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SAUGETIERZELLEN

Hinsichtlich der Aktivierung von Klasse I-Myosinen ist fiir jene aus Amoben der
Gattung Acanthamoeba bekannt, dafl diese durch Phosphorylierung der schweren
Kette erfolgt, ausgelost durch eine myosin I heavy-chain kinase ?*2° die
ihrerseits wiederum durch saure Phospholipide und Membranen 23119 sowie

kleine GTPasen aktiviert wird 2.

—
Actin _
L@~ Nucleotide
R &8 Binding
. Motor
Domain
—
—
Lever Arm
> (Regulatory
Domafim)
—

Abb. 1.6 Myosin-Kopf mit Bindestellen fur Aktin und ATP
(Grafik: Houdusse et al.)
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1.4.4 Annexin A2 und S100A10

Bei der Familie der Annexine (annex, gr.: zusammenbringen / -halten) handelt es
sich um cytosolische kalzium- und phospholipidbindende Proteine, deren
Molekulargewicht in so gut wie allen Fillen zwischen 30 und 40 kDa liegt 621461,
Ihre Funktion scheint unter anderem mit dem Vesikeltransport sowie Endo- und

Exocytose-Vorgingen zusammenzuhingen 61184,

Der Aufbau der Annexine setzt sich aus zwei Hauptdomanen zusammen: zum
einen aus dem divergenten N-terminalen Kopfbereich und zum anderen aus dem
konservierten C-terminalen Proteinkern. Letzterer besteht aus zumeist vier
Wiederholungen zu je 70 Aminosduren mit untereinander 25 - 35% Sequenz-
identitit "], Zwischen den verschiedenen Annexinen betrigt sie 45 - 55% (2131,
Jeweils in den Wiederholungen enthalten ist die sogenannte Endonexin-Falte,
eine 17 Aminosauren lange Sequenz, welche die Kalzium- und Membran-

bindestelle birgt 27,

Raumlich formt sich der Annexinkern zu einer stark a-helikalen, dichtgepackten
Scheibe mit einer konkaven und einer konvexen Seite ['2. Wihrend die konvexe
Seite mit entsprechenden Bindestellen der kalziumabhingigen Bindung der
Annexine an Phospholipidmembranen dient, ist die konkave Seite fir
Interaktionen mit den aminoterminalen Domanen und cytoplasmatischen

Bindungspartnern zuginglich 1232,
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Der N-Terminus hingegen variiert stark zwischen den einzelnen Annexinen: hier
finden sich Schwanzdominen von elf bis zu 196 Aminosduren Linge, was, ohne
die Gesamtstruktur des Molekiils zu beeinflussen, die funktionelle Vielfalt der
ansonsten stark konservierten Annexine herbeifiithrt!'2%, So entscheiden hiufig
hier angesiedelte Bindestellen tiber eventuelle Proteinliganden, und auch die
Zielmembranen der einzelnen Annexine sind durch den N-terminalen Bereich
festgelegt. Zu letzteren gehoren unter anderem die Plasmamembran und

endosomale Membranen sowie Membranen des sekretorischen Apparates 2.

Die Kalzium-Abhangigkeit und Spezifitit der reversiblen Annexin-Bindung an
negativ-geladene Phospholipide variiert deutlich zwischen den einzelnen
Familienmitgliedern. Bindungspartner sind hier beispielsweise
Phosphatidylserin, Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylinositol, wobei
einige Annexine, darunter auch Annexin A2, dartiber hinaus auch eine

Membranvesikel-Aggregation vermitteln 62,

Dieses Annexin A2 nun weist von allen Vertretern seiner Familie die geringste
Kalziumabhingigkeit auf, und sogar kalziumunabhingige Interaktionen sind
bekannt, etwa die Assoziation mit der Endosomenmembran bei neutralem
pH-Wert751%1 Sein Molekulargewicht betrigt beim Menschen 36 kDa, die Linge
339 Aminosiuren. Die aliphatischen und aromatischen Aminosiuren der ersten
zwoOlf Aminosduren der o-Helix bilden eine hochspezifische Bindungsstelle fiir
das dimere Protein S100A10, welches infolge seines Molekulargewichtes auch als
p11 bekannt ist und entgegen der restlichen S100-Familie keine Kalziumionen zu
binden vermag 49131 Das resultierende nicht-kovalente Heterotetramer aus je
zwei Annexin A2- und S100A10-Molekulen vermag somit zwei

Membran-Oberflichen gleichzeitig zu binden "2 (Abb . 1.7).
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Annexin A2

S100A10

Abb. 1.7 Jeweils zwel Annexin A2- und S100A10-Molekule bilden ein
Heterotetramer, welches hierdurch zwei Membranen verbinden kann
(Grafik: Sopkova-de Oliveira Santos et al.)

Durch die Ausbildung dieses Komplexes verindern sich die Eigenschaften des
Annexins 61229 So sinken zum Beispiel die Kalziumanforderungen gegeniiber
dem Monomer. Zudem ist das Annexin A2-Heterotetramer als einziges schon bei
mikromolaren Kalziumkonzentrationen in der Lage, Membranvesikel zu
aggregieren 21781 Des weiteren verhindert der heterotetramere Komplex die
Phosphorylierung des Annexin A2 an seiner 30 Aminosiauren langen N-terminalen
Domine. Eine solche Phosphorylierung durch verschiedene in der
Signaltransduktion involvierte Proteinkinasen kann die Eigenschaften des
Annexin A2 beeinflussen, etwa eine Erhohung der Kalzium-Anforderungen fur die

Phospholipidbindung ['?'.
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Ebenfalls bekannt ist eine bevorzugte Membran-Assoziation an den bereits
erwihnten lipid rafts, also Membranmikrodomanen, die reich an Cholesterol,
Glykosphingolipiden und mittels Glykosylphosphatidylinositol (GPI) verankerten

Proteinen sind 162,

Und schlieBlich ist Annexin A2 auch ein F-Aktin-bindendes Protein mit
kalziumabhingiger Filamentbiindelungsaktivitit[63.°1] speziell beim hetero-
tetrameren Annexin A2-S100A10-Komplex, wobei sich die F-Aktin-Bindungsstelle
am C-Terminus im Proteinkern befindet®'l. Die dortige Region zwischen den
Aminosduren 286 und 294 ist streng homolog zur Aktin-Bindedomine von

Myosin [0,
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1.4.5 Alpha-Kinase 1

Die erst vor wenigen Jahren identifizierte Familie der Alpha-Kinasen weist keine
Sequenzhomologie zu den allgmein als konventionelle Proteinkinasen (CPK)
bezeichneten Gruppen der Serin-/Threonin-Kinasen und Tyrosin-Kinasen auf.
Dennoch aber sind sie sich in ihrer raumlichen Faltung sehr dhnlich 234, Beide
bilden eine zweilappige Struktur aus, wobei der N-terminale Lappen primar fur
die Verankerung und Ausrichtung des Nukleotids sorgt, wiahrend der C-terminale
Lappen hauptsiachlich fiur Substratbindung und Einleitung der Phosphor-
ubertragung verantwortlich ist. In der Spalte zwischen den beiden Lappen findet

dann die Katalysereaktion statt*% (Abb. 1.8).

Abb. 1.8 Obgleich sich Alpha-Kinasen (channel kinase 1, links)
und konventionelle Kinasen (Proteinkinase A, rechts)
in ihrer Aminosduresequenz deutlich voneinander unterscheiden,
dhneln sie sich sehr in ihrer rdumlichen Struktur
sowie der Position funktional bedeutsamer Aminosauren
(Grafik: Drennan et al.)
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Als erste Vertreter dieser neuen Familie wurden die myosin heavy chain kinase A
(Abb . 1.9) aus Dictyostelium 3% und die elongation factor 2 kinase entdeckt 9],
Wihrend letztere eine kalzium-/calmodulin-abhingige Proteinkinase fiir die
Phosphorylierung und Inaktivierung des elongation factor 2 ist und somit wohl
eine globale Regulation der Proteinsyntheserate vornimmt ['96] spielt
erstgenannte unter Beteiligung von Aktin-Filamenten eine wichtige Rolle bei der

Zusammensetzung und Auflésung von Myosin-Filamenten in Dictyostelit 107130,

Ihren Namen erhielten die Alpha-Kinasen aufgrund ihrer Eigenschaft,
Aminosiuren zu phosphorylieren, die sich in a-Helices befinden ['%% - im
Gegensatz zu den CPK, deren Ziel-Aminosiuren stattdessen in Schleifen, Wenden
und irreguliren Proteinstrukturen liegen '3, Gefunden wurden Alpha-Kinasen
auller in den Genomen von Wirbeltieren auch bei Pilzen und Protozoen, so dal3
ihre Entstehung entsprechend weit zurtickliegt. Nicht gefunden wurden sie
jedoch in den bisher sequenzierten Genomen von Bakterien, Hefen, Insekten und

hoheren Pflanzen 49,

Insgesamt sind die Sequenzen der Alpha-Kinasen recht konserviert, mit einer
Ubereinstimmung von etwa 35% und einer Ahnlichkeit von 60% iiber die gesamte
Familie hinweg. Letztere wird dabei in zwei Gruppen unterteilt. Wahrend die
eine die elongation factor 2-Kinasen sowie funf der sechs bei Dictyostelium
gefundenen Alpha-Kinasen umfaf3t, von denen die meisten die Kinasedomine
direkt oder nahe am N-Terminus tragen, bilden alle anderen Alpha-Kinasen,
darunter auch Alpha-Kinase 1, die zweite Gruppe, bei der diese Domiane zumeist
direkt oder nahe am C-Terminus liegt. Insgesamt weisen die verschiedenen
Alpha-Kinasen ein breites Spektrum an Domanen auf, darunter Ionenkanile,
integrin- und immunoglobin-dhnliche Domanen, WD- und TPR-Wiederholungen

sowie calmodulinbindende Dom&nen 49,
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Alpha-Kinase 1 besitzt ein Molekulargewicht von 139 kDa und wird in einer
Reihe von Geweben exprimiert, darunter insbesondere Diinndarm, Lymphknoten,

Magen und Niere ['%),

Abb. 1.9 Alpha-Kinase myosin heavy chain kinase A
mit angelagerter Myosin-Kette (Grafik: Drennan et al.)
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2. Unterschiedliche Cytoskelettbahnen
leiten einzelne Vesikelpopulationen
an die apikale Membran der Epithelzellen

Ausgehend von der Identifizierung zweier verschiedener apikaler
Vesikelpopulationen [°7! galt es, das Vorhandensein weiterer Unterschiede
zwischen den LPH-tragenden und den SI-tragenden apikalen Vesikeln zu

untersuchen %,

2.1 Die Rolle einzelner Cytoskelettkomponenten

Ein Aspekt hierfiir war eine mogliche Abweichung bei den jeweils beteiligten
Cytoskelett-Komponenten. Um dies ndher zu beleuchten, wurden zuniachst
COS-1-Zellen transient mit SI bzw. LPH transfiziert und das Transportverhalten
in An- und Abwesenheit von Substanzen beobachtet, die einzelne dieser Elemente
bzw. assoziierte Proteine beeintrichtigen. Hierbei kamen sowohl

konfokalmikroskopische wie auch biochemische Analysen zum Einsatz.
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2.1.1 Konfokalmikroskopische Beobachtung

Um die Bewegung der jeweiligen Vesikelpopulation entlang des Cytoskeletts in
lebenden Saugetierzellen mittels konfokaler Lasermikroskopie beobachten zu
konnen, wurden zusidtzlich zu unseren Fusionsproteinen aus SI und dem
abgewandelten Leuchtquallen-Eiweill YFP bzw. LPH und CFP ®”! auch die

Cytoskelett-Komponenten Tubulin und Aktin mit CFP und YFP versehen.

Neben der Beobachtung eines zunichst erfolgenden raschen Transportes sowohl
der SI als auch der LPH entlang regelrechter Mikrotubuli-»Autobahnen« (Abb.2.1)
wurde zudem sichtbar, da3 sich im Gegensatz zur LPH der Weg der SI in der

Zellperipherie auch mit den dortigen Aktinfilamenten deckt (Abb. 2 2a).

Diese Vesikelbewegungen bestanden auch bei Kolchizingabe (zehn Minuten nach
Verlassen des TGN) fort, womit eine Mikrotubulibeteiligung an der
Peripherieverteilung der SI ausgeschlossen werden konnte (Abb. 2.2b). Abbildung

2.2c zeigt die Auswirkung des Kolchizins.

#LPH-CFP/ TUB-YFP
&L

Abb. 2.l1la COS-Zellen wurden mit LPH-CFP (blau) und Tubulin-YFP (gelb)
transfiziert, um festzustellen, ob eine Kolokalisation vorliegt.
Der Balken entspricht 18 bzw. 1,5 Mikrometern
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Abb. 2.1b Transfektion einer COS-Zelle mit SI-YFP (gelb)
und Tubulin-CFP (blau); kofokalmikroskopische Zeitserie
48 Stunden nach Transfektion. Der Balken entspricht 15 bzw. 2 Mikrometern

SI-YFPI ACT-CFP

Abb. 2.2a Plasmamembrannahe Peripherie
einer mit SI-YFP (gelb) und Aktin-CFP (blau) transfizierten COS-Zelle.
Der Balken entspricht 10 bzw. 2 Mikrometern
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SI-YFPI ACT-CFP
+ colchicinelr

Abb. 2.2b Auch zehn Minuten nach der Zugabe von Kolchizin (zerstort die
Mikrotubuli) ist die Wanderung der SI-Vesikel (gelb) in der Peripherie

nicht beeintrachtigt. Der Transport erfolgt dort ausschliefflich entlang
der Aktinfilamente (blau). Der Balken entspricht 10 Mikrometern

- Kolchizin + Kolchizin

Abb. 2.2c Zehn Minuten nach der Zugabe von Kolchizin sind die Mikrotubuli
(blau) zerstoéort. In der Zellperipherie allerdings sind nach wie vor
Transportbewegungen der SI-Vesikel (gelb) zu verzeichnen -

sie wandern
entlang der Aktinfilamente (Abb. 2.2b). Balkenlange:

10 Mikrometer
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Bei der Auswertung der Vesikelbewegungen wurde auch die Geschwindigkeit fiir
SAV und LAV bestimmt (Abb . 2 3). Der langsamere Transport der SAV entlang der
mittels Fluoreszenz identifizierten Aktinfilamente gegentiber jenem entlang der
Mikrotubuli unterstreicht zusitzlich, daf3 die SAV auf dem Weg zur

Plasmamembran tiber zwei verschiedene Cytoskelettkomponenten wandern.

0,20 -

Velocity (um/ sec)
o o
o o

o
o
a

o
o
=

TUB-LPH TUB-SI ACT-SI

Abb. 2.3 Gemessene Geschwindigkeiten der LPH- und SI-Vesikel entlang der
Mikrotubuli sowie der SI-Vesikel entlang der Aktinfilamente

Die Zugabe von Cytochalasin D (CytoD) zehn Minuten nach Verlassen des TGN,
also die Depolymerisierung der Aktinfilamente ['63] wirkte sich nicht auf die
LPH-tragenden Vesikel aus (Abb. 2 4a-c). Demgegeniiber sammelten sich die
SI-Vesikel im Peripherievorfeld an und zeichneten sich zudem durch eine
ziellose Umherbewegung aus, die deutlich langsamer stattfand als ihr Transport
vor der Zugabe des Giftes (2 4d+e). Entsprechend blieb die Zahl der nach
zuvoriger Temperaturblockade gesammelt aus dem TGN entlassenen SI-Vesikel
konstant, wihrend die Anzahl der LPH-Vesikel zwanzig Minuten spiter eine
deutliche Abnahme verzeichnete - entsprechend ihrer Fusion mit dem
Bestimmungsort, der Plasmamembran (Abb . 2 4c). Der im Gegensatz zur LPH
beobachtete Transport der SI entlang des Aktin-Netzwerkes in der Peripherie
stiitzt somit die bereits zuvor von Jacob und Naim nachgewiesene Auftrennung

der gemeinschaftlichen apikalen post-Golgi-Vesikel in separate SAV und LAV ®7.

Cytoskelett / Myosin Ia 39



KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SAUGETIERZELLEN

SI-YFP/ LPH-CFP

LPH-CFP
4h 20° C 4h 20°C
10 min 37°C 20 min 37°C

4h 20°C 4 UM cyto D 4 UM cyto D

E
vesicle-tracks

&

6
ke
4" “l P
‘*.,__ n ;I
f ;-
ot / ¢
. . ,V:
e é:'
. P o

Abb. 2.4: C0OS-1-Zellen wurden mit SI-YFP und LPH-CFP transfiziert

und fur vier Stunden bei 20 C inkubiert, um die Vesikel im Golgi-Apparat
anzusammeln (A) und spdter nach Erhéhung der Temperatur auf 37 C alle
zugleich aus dem TGN zu entlassen (B).

Nach 20 Minuten bei gleichzeitiger Depolymerisierung der Aktinfilamente
mittels CytoD ist deutlich erkennbar, daf die LPH (blau) inzwischen an
der Plasmamembran angekommen ist, wahrend sich die SI-Vesikel (gelb)
innerhalb der Zelle und deutlich von der Peripherie entfernt stauen (C).

Bild D zeigt die zerstorten Aktinfilamente (blau) sowie die nicht mehr in
die Zellperipherie transportierten SI-Vesikel (gelb).

Bild E zeichnet die deutlich verlangsamte und ungerichtete Bewegung der
SI-Vesikel fur den Zeitraum einer Minute nach.

Die roten Pfeile weisen auf LPH-CFP-tragende Vesikel, grune auf LPH-CFP
in der Plasmamembran. Der Buchstabe n kennzeichnet den Zellkern. Der
Balken entspricht einer Lange von 10 Mikrometern
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2.1.2 Biochemische Analysen und Aktin-Bindungsstudien

Diese mittels Konfokalmikroskopie gewonnenen Daten konnten durch
biochemische Analysen bestitigt werden (Anhang, Abb. 1). Fur die spitere
Diskussion von Bedeutung ist auch, dal dabei eine eventuelle
Transportbeteiligung der Aktin-Motorproteine Myosin IT und V durch Zugabe
von 2,3-Butandionmonoxim (BDM) ausgeschlossen wurde (Anhang, Abb. 1a+b);

dieses hemmt deren ATPase-Einheit 2.

Zudem vermochten weiterfiihrende Studien unter Verwendung eines
aktinbeschichteten Sensorchips®® zu untermauern, dafl SAV in der Tat in der

Lage sind, an Aktin zu binden, LAV jedoch nicht (Anhang, Abb . 2a+b).

2.1.3 Myosin la

Abgerundet wurden die Ergebnisse zur Cytoskelett-Assoziation von SAV und LAV
durch die vergleichende Analyse der Proteinzusammensetzung beider
Vesikelpopulationen. Diese ergab, dafl unter anderem ein Protein von etwa 105
kDa einzig in den SAV vorkommt (Anhang, Abb . 2c), welches wir anhand seines
Peptidmusters sowie der bestehenden Publikationslage und Datenbankbestinde
auf ein Myosin der Klasse I - entweder Ia oder Ic - eingrenzen konnten.
AnschlieBende biochemische Analysen identifizierten es in der Tat als das
Aktin-Motorprotein Myosin Ia (Anhang, Abb . 2d). Dessen Molekulargewicht
betrigt 104 kDa'2,
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2.2 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Rolle des Cytoskeletts

Somit haben unsere Experimente deutlich gezeigt, dal3 SI-tragende Vesikel nach
Verlassen des TGN im Gegensatz zu den LAV befihigt sind, an Aktinfilamente zu
binden und an diesem Teil des Cytoskeletts entlang in der Zellperipherie hin zur
Plasmamembran befordert zu werden. Untermauert wird dies durch das im
Vergleich mit den LAV exklusive Vorkommen des Aktin-Motorproteins Myosin Ia

in den SAV.

Hierbei scheint als biochemische Unterscheidungsgrundlage die Aufnahme der SI
mittels ihrer O-Glykosylierung in lipid rafts eine Rolle zu spielen 2. Dal} letztere
mit der Rekrutierung von Signalkomponenten zusammenhiangen, war bereits
zuvor ebenso vermutet worden ?®! wie eine Verbindung zwischen ihnen und dem
Aktin-Cytoskelett im Falle des raft-assoziierten Phosphoproteins PAG und des
ERM-Proteins EBP50["7). Ein adaptervermittelter Zusammenhang zwischen lipid
rafts und Aktinskelett als Mechanismus fuir die spezifische Bindung der SAV an

die Aktinfilamente ist somit wahrscheinlich.

Daf3 beim zunichst noch gemeinsamen Transport beider Vesikelpopulationen
Mikrotubuli eine Rolle spielen, deckt sich mit deren bereits bekanntem Einfluf3
auf den Oberflichentransport apikaler Marker in polaren Epithelzellen!®. Zudem
untermauert die den LAV fehlende Aktin-Bindefihigkeit zusitzlich den Nachweis

zweier unterschiedlicher Vesikelpopulationen 7.,

Als Fazit dieser Experimente 148t sich somit festhalten, dafl im Gegensatz zur
LPH am Transport des raft-assoziierten apikalen Membranproteins SI das

Cytoskelettelement Aktin sowie das Motorprotein Myosin Ia direkt beteiligt sind.
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3. Annexin A2 ist erforderlich
fur apikale Transportvorgange
in polaren Epithelzellen

Nach der Identifizierung von Myosin Ia als einem nur in den SAV, nicht aber den
LAV vorhandenen Protein [°%] nahmen wir uns der Zuordnung weiterer
Proteinbanden an, die ausschlieBlich in SAV auftreten und somit eine wichtige

Rolle fiir diesen apikalen Transportweg spielen kénnten 1,

3.1 Assoziation von Annexin A2 mit SAV nach Verlassen des TGN

Zwei dieser Banden wurden mittels MALDI-TOF und Immunprizipitation ['6®! als
Annexin A2 (ANXA2, 36 kDa) und S100A10 (p11, 11 kDa) identifiziert (Anhang,
Abb . 3a+b). Ersteres gehort zu einer Familie, die sich durch die Konservierung
eines bestimmten Strukturelementes auszeichnet, der sogenannten Annexin-
Wiederholung, sowie die Bindung an Phospholipide 2. Je zwei Annexin A2- und
S100A10-Molekiile bilden ein nicht-kovalent verbundenes Heterotetramer aus 4.
Bereits bekannt war, dafl dieser Komplex mit Membranen des endosomalen
Systems interagiert und eine C-terminale Aktinbindestelle aufweist*55'], Die
Ausbildung des Komplexes wie auch die Membraninteraktion erfolgen
kalziumunabhingig ['°"]. Letzteres bestidtigte sich auch fiir die von uns
eingesetzten MDCK-Zellen (Anhang, Abb. 3c+d). Zudem konnte der
Transportabschnitt bestimmt werden, in dem es zur Assoziation von Annexin A2
und S100A10 mit den SAV kommt: diese erfolgt erst nach Verlassen des TGN

(Anhang, Abb . 3b).
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3.2 Untersuchung der Bedeutung von Annexin A2

far den SAV-Transport

Im Anschluf3 an die Identifizierung des Annexin A2-Tetramers untersuchten wir
auch, ob und inwiefern dieser tatsachlich beim Transport der SI-Vesikel eine
Rolle spielt. Zum Einsatz kam hierbei neben Konfokalmikroskopie und
Immunprizipitation auch sogenannte small interfering RNA (siRNA), mit der die

Synthese des Annexin A2 herunterreguliert wurde 23],

3.2.1 Konfokalmikroskopische Kolokalisationsstudien

Um die biochemischen Erkenntnisse durch eine zweite Methode abzusichern,
untersuchten wir daraufhin die Verteilung von Annexin A2, SI und LPH mittels
Konfokaler Lasermikroskopie. Hierzu wurde jeweils eines der Fluoreszenz-
proteine CFP, YFP und DsRed mit dem C-Terminus des Annexin A2 verkniipft, so

daB keine Beeintrichtigung der Komplexbildung mit S100A10 erfolgte 2%,

Die Auswertung transfizierter COS-1-Zellen, die nach Anreicherung der
post-TGN-Vesikel fixiert wurden, ergab keine Kolokalisation zwischen LPH und
Annexin A2 (Abb . 3 .1a), wohl aber in 70% der geziahlten Vesikel zwischen ST und

Annexin A2 (Abb . 3 .1b).

Zusiatzlich untermauert werden konnten diese sowie die Ergebnisse der
vorangegangenen Publikation ®® durch Dreifachtransfektion von Annexin A2 und
SI mit einem von uns erstellten Fusionsprotein aus CFP und Myosin Ia: In
Ubereinstimmung mit den tibrigen Daten konnten auch Kolokalisationen aller

drei Proteine nachgewiesen werden (Abb . 3 .Ic).
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LPH-CFP anx2-YFP ¥ v anx2-CFP

anx2-DsRed

myoia-CFP

Abb. 3.1 COS-Zellen wurden fur Kolokalisationsstudien mit Annexin A2-YFP
und LPH-CFP kotransfiziert (A), bzw. mit Annexin A2-CFP und SI-YFP (B)
sowie Annexin A2-DsRed, SI-YFP und Myosin Ia-CFP (C).

Die Balken entsprechen einer Lange von 10 Mikrometern
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Zudem untersuchten wir die Verteilung des Annexin A2 in polaren Zellen, indem
wir eine stabile MDCK-Zell-Linie erstellten, die Annexin A2-DsRed exprimiert.
Dieses fand sich in den polaren Zellen auBler intrazelluliar in vesikularen
Strukturen auch gehduft sowohl an der apikalen als auch insbesondere der
(baso-) lateralen Plasmamembran (Abb . 3 .2a). Dies deckt sich mit fritheren
Beobachtungen der Verteilung des Heterotetramers aus Annexin A2 und S100A10
in MDCK-Zellen 74l und deutet auf eine Beteiligung nicht nur am apikalen,

sondern auch an basolateralen Transportvorgingen hin.

3.2.2 Drosselung der Annexin A2-Expression durch siRNA

Eine vermutete Bindefunktion des cytoplasmatischen Annexin A2 zwischen dem
Aktin-Cytoskelett und endo- oder exocytotischen Membranen ' tiberpriiften wir
fir den Fall der SAV durch Drosselung der Annexin A2-Expression mittels siRNA
(Abb . 3 2a+b). Eine Oberflachenprizipitation stabiler SI-MDCK-Zellen, die mit
dieser siRNA gegen Annexin A2 transfiziert worden waren, ergab eine drastische

Reduktion des SI-Anteils an der apikalen Membran.

Da dies jedoch nicht mit einer Erhohung der basolateralen SI-Verteilung
einherging, 146t sich zudem sagen, dal3 die Rolle des Annexin A2 auf den
Transportvorgang der SAV bezogen sein muf3 und nicht etwa auf die Sortierung
(Abb . 3 2c+d). Stattdessen kommt es zu einer intrazelluliren Ansammlung der
SI-Vesikel, was auch durch zusitzliche konfokalmikroskopische Beobachtungen

bestiatigt wurde (Abb . 3 2e+f).
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Abb. 3.2a Intrazellulédre Verteilung von Annexin A2 in polaren
Epithelzellen: MDCK-Zellen wurden mit Annexin A2-DsRed transfiziert -
teils zusammen mit siRNA gegen Annexin A2, teils ohne. Kontroll-siRNA
gegen Luciferase zeigte keinen Einfluf3 auf das Annexin A2.

b Westernblot von MDCK-SI-Zellysaten, die mit siRNA gegen Annexin A2
transfiziert worden waren; eingesetzt wurden Antikdrper gegen Annexin A2
und Vimentin (Kontrolle).

c/d Ausschalten des Annexin A2 durch siRNA unterbindet den Transport der
ST an die Plasmamembran: MDCK-SI-Zellen wurden auf Transmembranfiltern in
Gegenwart oder Anwesenheit von siRNA kultiviert und biosynthetisch mit
*S-Methionin radioaktiv markiert. AnschlieRend erfolgte eine Oberfldchen-
Prézipitation der SI von der apikalen (a) bzw. basolateralen (b) Membran
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annexin 2 siRNA

annexin 2 siRNA

Abb. 3.2e/f Transfektion von MDCK- (E) bzw. COS-1-Zellen (F) mit SI-YFP
und siRNA gegen Annexin A2. Die Pfeile zeigen die intrazelluléare
Akkumulation von SI-Vesikeln nach der siRNA-Behandlung, wohingegen im
Kontroll-Experiment mit Luziferase-siRNA auch membranstandige ST
beobachtet wird. Die Balken entsprechen einer Lange von 10 Mikrometern
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3.3 Zusammenfassung der Rolle des Annexin A2

far den SAV-Transport

Wie die biochemischen und konfokalmikroskopischen Daten tibereinstimmend
zeigen, spielt der Heterotetramerkomplex aus Annexin A2 und S100A10 eine

wichtige Rolle fiir den Transport der raft-assoziierten SI zur Oberfliche.

Diese kommt nach Verlassen des TGN, aber vor der Fusion mit der
Plasmamembran zum Tragen und ist nicht von Kalzium abhingig, was sich auch
mit fritheren Studien beztiglich einer Assoziation mit den friithen Endosomen
deckt '], Tatsichlich ist auch bereits bekannt, dal} dieser Tetramerkomplex in
cholesterinabhingiger Weise mit rafts interagiert ', und wie kiirzlich publiziert
wurde ist S100A10 auch am Membrantransport des Kaliumkanals TASK-1, der
epithelialen Kalziumkanile TRPV5 und TRPV6 sowie des Natriumkanals Na(V)1.8

betelllgt [68,164,224]

Zudem ist Annexin A2 auch nicht das einzige Protein seiner Familie, von dem
eine Beteiligung am apikalen Membranverkehr bekannt ist - so steht namlich
beispielsweise Annexin XIIIb mit dem Transport von Hiamagglutinin in

Verbindung und ist ebenfalls mit Membranmikrodominen assoziiert #9111,

Kombiniert mit der Aktinbindefiahigkeit und der aus den vorgenannten
Experimenten ersichtlichen Bedeutung von Annexin A2 fiir den SI-Transport an
den Aktinfilamenten entlang, drangt sich die Vorstellung geradezu auf, dal3 es

hierbei eine unverzichtbare Adapterrolle einnimmt.
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4. Alpha-Kinase 1, eine neue Komponente
im apikalen Proteintransport

Als nach Myosin Ia®®! sowie Annexin A2 und S100A10®® viertes Protein, das nur
mit SAV, nicht aber mit LAV prazipitierbar ist, konnte Alpha-Kinase 1 (ALPK1;
vormals Lymphozyt-Alphakinase, LLAK) als eine weitere Komponente im apikalen

Proteintransport identifiziert werden 8%,

4.1 Alpha-Kinasen

Die Familie der Alphakinasen verftigt tiber keine Nahe zu den konventionellen
Kinasen, weist aber eine dhnliche Faltung und Position der Schliissel-
Aminosiuren auf; im Gegensatz zu diesen sind sie jedoch in der Lage,
Aminosiduren in o-Helices zu phosphorylieren %, was ihnen ihren Namen verlieh.
Neben ALPKI1 gehort dieser Familie beispielsweise auch die myosin heavy chain
kinase aus Dictyostelium anP®128171 Exprimiert wird ALPK1 in verschiedenen

Geweben, darunter Diinndarm, Lymphknoten, Magen und Niere 1%,
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4.2 Untersuchung der Rolle der ALPK1 beim SAV-Transport

Neben der Identifizierung von ALPKI1 als Kopriazipitat der SAV suchten wir auch
nach einem von ihr phosphorylierten Protein und gingen zudem der Frage nach,
ob es sie betreffende Veranderungen im Zuge der Polarisierung von Epithelzellen
gibt. Daher kamen hierbei neben Westernblot, Immunpriazipitation,
Konfokalmikroskopie und siRNA auch quantitative PCR-Analysen und Kinase-

Assays zum Einsatz 1%,

4.2.1 Assoziation der ALPK1 mit SAV

Zwei separate MALDI-TOF-Analysen der deutlichen 140 kDa-Proteinbande, die
zwar bei der Prazipitation von SAV, nicht aber bei LAV auftritt (Abb. 4.1a),
deuteten auf Alpha-Kinase 1 hin, welche ein Molekulargewicht von 139 kDa
aufweist. Dies konnte durch einen Westernblot mit einem polyklonalen

ALPKI1-Antikorper bestatigt werden (Abb. 4.1b).

4.2.2 Anstieg der ALPK1-Expression wahrend der Polarisierung

Sowohl per Westernblot als auch RT-PCR konnten wir zeigen, da3 ALPK1 auch in
den von uns verwendeten polaren Epithelzell-Linien Caco-2 (Darm) und MDCK
(Niere) exprimiert wird (Abb. 4.1c). Hierbei konnten wir einen Anstieg der
Expression in den ersten acht Tagen der zunehmenden Polarisierung
nachweisen, und zwar auf mRNA-Ebene mittels quantitativer Echtzeit-RT-PCR
(Abb . 4 .2a) ebenso wie auf Protein-Ebene im Westernblot (Abb. 4.2b), was

zusitzlich eine Rolle der ALPKI1 fiir den polaren Transport unterstiitzt.
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Abb. 4.1 Vesikelassoziation und ALPKl-Expression:

A) Wie bereits bei der Identifikation von Myosin TIa und Annexin A2 wurden
Vesikel aus MDCK-, MDCK-SI-YFP- und MDCK*LPHmmfZellen isoliert und deren

enthaltene bzw. assoziierte Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

B) Westernblot: Zugabe eines Antikérpers gegen Alpha-Kinase 1 zu den

aufgetrennten Vesikelproteinen

c) Nachweis der ALPKl-Expression in den von uns eingesetzten polaren
Epithelzell-Linien MDCK und Caco-2 sowohl auf DNS-Ebene per RT-PCR als
auch auf Protein-Ebene per Westernblot
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Abb. 4.2 Anstieg der ALPKl-Expression im Zuge der Epitheldifferenzierung:

Caco-2-Zellen wurden fur unterschiedlich lange Zeit kultiviert und
anschlieRend die Expression der Alpha-Kinase 1 sowohl auf Ebene der mRNA
mittels quantitativer Echtzeit-RT-PCR (A) als auch auf Proteinebene im
Westernblot analysiert (B)
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4.2.3 Intrazellulare Verteilung der ALPK1

Fur konfokalmikroskopische Studien ihrer intrazellularen Verteilung wurde
jeweils ein Fusionsprotein aus ALPK1 und CFP sowie dem trans-Golgi-Marker
Galaktosyltransferase und YFP erstellt. Eine Kotransfektion beider Konstrukte in
COS-1-Zellen zeigt die ALPK1 in Vesikeln tiber das Cytosol verteilt sowie zudem
in Kernnihe auch kolokalisiert mit dem GT-YFP (Abb . 4 3a). Bei Kotransfektion
von ALPKI1-CFP und SI-YFP zeigt sich in Bestitigung der biochemischen Daten
ebenfalls eine Kolokalisation (Abb. 4.3b), die post-Golgi-Vesikel der SI tragen

auch Alpha-Kinase 1.

I\ ALPK1-CFP

Abb. 4.3 Subzelluléare Verteilung der Alpha-Kinase 1:

COS-Zellen wurden mit ALPK1-CFP und Galaktosyltransferase (GT-YFP, A)
bzw. SI-YFP (B) kotransfiziert. Die Pfeile zeigen auf Transportvesikel,
die sowohl ALPK1 als auch SI tragen. n: Zellkern, Balken: 10 Mikrometer
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4.2.4 Kinase-Assays zur ndheren Beleuchtung der ALPK1-Funktion

Um in Erfahrung zu bringen, welche Rolle diese Kinase zumindest im Fall des
Saccharase-Isomaltase-Transports spielt, untersuchten wir ihre Wirkung bei
aufgereinigten SAV. Kinase-Assays mit radioaktiv markiertem y-**P-ATP zeigten in
anschlieender Auftrennung mittels SDS-PAGE die Uberfithrung des **P-Isotops
in eine stirkere 105 kDa-Proteinbande sowie drei schwichere Banden von 50, 25
und 16 kDa (Anbhang, Abb . 4a+b). In Ubereinstimmung mit den von uns zuvor
gewonnenen Erkenntnissen %! erwies sich diese 105 kDa-Bande im Westernblot

wiederum als Myosin Ia.

In weiterfihrenden Experimenten wurde das Maximum der **P-Aufnahme als bei
20 Minuten nach Verlassen des TGN liegend ermittelt (Anhang, Abb . 4c) und die
Phosphorylierung des Myosin Ia durch anschlieBende Dephosphorylierung
mittels A-Phosphatase tiberpriift (Anhang, Abb . 4d). Hervorzuheben ist dabei, daf3
Staurosporin als Inhibitor konventioneller Kinasen nicht in der Lage war, die
Phosphorylierung signifikant zu beeintriachtigen (Anhang, Abb . 4e+f) - denn
Staurosporin-Insensitivitiat ist als ein Kennzeichen der ALPK1-homologen

Alpha-Kinasen eEF-2-Kinase und TRPM7/ChaK1 bekannt 197198,
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4.2.5 Myosin la wird unmittelbar durch ALPK1 phosphoryliert

Um sicherzustellen, dall ohne Beteiligung weiterer Komponenten es tatsichlich
die Alpha-Kinase 1 ist, die unmittelbar Myosin Ia zu phosphorylieren vermag,
wurde von uns ein weiterer Kinase-Assay einzig mit aufgereinigtem Myosin
Ia-YFP [°¢l und ALPK1-CFP durchgefithrt. Wahrend jede Komponente fiir sich
genommen zu keiner Phosphorylierung fihrt, gelang bei gemeinsamer
Inkubation mit y-**P-ATP der Nachweis einer radioaktiven Bande mit dem

Molekulargewicht von Myosin Ia-YFP (Abb . 4 4).

myolA-

ALPK1-myolA- YFP
+ ALPK1+

CFP|YFP ["&fp

it le— myolA-YFP

IP | kinase assay

Abb. 4.4 Kinase-Assay:

Aufgereinigte Alpha-Kinase 1-CFP- und Myosin Ia-YFP-Proteine wurden
einzeln sowie kombiniert einem Kinase-Assay mit y-*?P-ATP unterzogen.
Links zum Vergleich durch °°S-Methionin markiertes Myosin Ia-YFP
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4.2.6 Kolokalisation von ALPK1 und Myosin la

Auch wenn sich somit ALPK1 in vitro durchaus als in der Lage erwiesen hatte,
Myosin Ia zu phosphorylieren, so galt es nun zu untersuchen, ob es dazu auch in
vivo kommen kann. Hierfir wurden COS-1-Zellen mit Myosin Ia-YFP und
ALPKI1-CFP kotransfiziert. Tatsichlich zeigte sich eine Kolokalisation beider

Proteine in vesikuldren Strukturen (Abb. 4.5).

ALPK1-CFP myolA-YFP

Abb. 4.5 Kolokalisation von Alpha-Kinase 1 und Myosin Ia:

COS-Zellen wurden mit ALPK1-CFP und Myosin Ia-YFP kotransfiziert.
Die Pfeile zeigen auf Transportvesikel, die sowohl Alpha-Kinase 1 als
auch Myosin Ia tragen. n: Zellkern, Balken: 10 Mikrometer
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4.2.7 Effekte einer ALPK1-Beeintrachtigung

Wenn also ALPKI1 tatsdchlich eine wesentliche Rolle beim SAV-Transport spielen
sollte, so mufBten sich in vivo ihre Inhibierung oder eine weitgehende
Unterbindung ihrer Expression mittels siRNA auf den Anteil erfolgreich an die
Apikalmembran transportierter SI auswirken. Versuche mit der Zugabe von TFP
bzw. Staurosporin auch zu lebenden Zellen fiihrten, analog zu den Resultaten im
Kinase-Assay, nur im Falle des Calmodulin-Inhibitors auch zu einer Verringerung

des apikalen SI-Anteils (Anhang, Abb.5).

In einem zweiten Versuch reduzierten wir die ALPK1-Menge durch siRNA sowohl
auf mRNA- (Abb . 4 .6a) als auch Protein-Ebene (Abb . 4.6b) um etwa 80%. Hierbei
wurde der Anteil der SI, der die Apikalmembran erreichte, betriachtlich reduziert,
obgleich noch immer ein deutlicher Anteil ans Ziel gelangte (Abb . 4.6c). Letzteres
konnte den immerhin noch vorhandenen 20% ALPKI1 zuzuschreiben sein. Da ein
Einfluf} auf den geringen basolateralen SI-Anteil ausblieb, wirkt sich die ALPK1

einzig auf den Transport, nicht aber auf den Sortiermechanismus aus.
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Abb. 4.6 Drosselung der ALPKl-Expression durch siRNA:

A/B: Caco-2-Zellen wurden mit siRNA gegen Alpha-Kinase 1 bzw. gegen
Luziferase (als Kontrolle) transfiziert. Anschliefend wurde die Menge an
ALPK1l sowohl per quantitativer RT-PCR auf mRNA-Ebene bestimmt (A) als
auch per Westernblot mit Antikérpern gegen Myosin Ia bzw. Vimentin
(Kontrolle) auf Protein-Ebene untersucht (B).

C: Caco-2-Zellen wurden auf Transmembranfiltern in Gegenwart bzw.
Abwesenheit von siRNA gegen Alpha-Kinase 1 kultiviert und mittels
**S-Methionin biosynthetisch markiert. AnschliefRend erfolgte eine
Oberfléachenpréazipitation mit Antikérpern gegen SI an der apikalen bzw. an
der basolateralen Membran. Die Prazipitate wurden einer SDS-PAGE
unterzogen und per Phosphoimaging quantitativ ausgewertet

60 Alpha-Kinase 1



KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SAUGETIERZELLEN

Abschlieflend wurde untersucht, ob sich die ALPK1-Reduktion mittels siRNA auch
auf die Myosin Ia-Phosphorylierung der SAV auswirkt. Hierfiir wurden diese
Vesikel sowohl aus Zellen isoliert, die mit ALPK1-siRNA behandelt worden waren,
als auch aus Kontrollzellen. Und tatsdchlich fand sich in der 105 kDa-Bande
siRNA-behandelter Zellen nach dem Kinase-Assay weniger **P als in der Kontrolle
(Abb . 4.7). Somit besteht also definitiv ein Zusammenhang zwischen der

ALPK1-Menge und dem Phosphorylierungsgrad des Myosin Ia der SAV.
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Abb. 4.7 Kinase-Assay ALPKl-siRNA-behandelter Vesikel:

A: MDCK-SI-YFP-Zellen wurden in Gegenwart oder Abwesenheit von siRNA
gegen Alpha-Kinase 1 kultiviert. AnschliefRend wurden die SI-Vesikel
isoliert und einem Kinase-Assay mit y-*?P-ATP bzw. einem Westernblot mit
Antikdérpern gegen Myosin Ia und Alpha-Kinase 1 unterzogen.

B: Quantitativer Anteil des phosphorylierten Myosin Ia beim Einsatz von
SiRNA gegen Alpha-Kinase 1 gegenuber unbehandelten Kontrollen
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4.3 Zusammenhang der ALPK1 mit dem SAV-Transport

ZusammengefalB3t ist der SAV-Transport also abhingig von einer mit diesen
Vesikeln prazipitierbaren, nicht-konventionellen, staurosporin-insensitiven
Kinase, die Myosin Ia phosphoryliert, dabei zwanzig Minuten nach Verlassen des
TGN durch die Vesikel das Maximum erreicht und als Alpha-Kinase 1 identifiziert

werden konnte.

Diese Erkenntnis wird unterstiitzt durch aktuelle Veroffentlichungen, die jungst
eine neue Alpha-Kinase in Golgi-adhnlichen Strukturen von Dictyostelium
nachgewiesen haben, welche wie ALPK1 durch eine katalytische Domadne am
C-Terminus charakterisiert ist "4 und herausgefunden haben, dal} die
Alpha-Kinase TRPM7/ChK1 Annexin I phosphoryliert, ein cytosolisches

Verbindungsmolekiil, das ebenfalls mit dem Proteintransport zusammenhingt ®7,
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5. Diskussion

Die Ergebnisse der dieser Dissertation zugrundeliegenden Publikationen zeigen
auf, dal nicht nur eine Auftrennung von apikaler und basolateraler Fracht in
separate Vesikel erfolgt!'?®] sondern sogar innerhalb der Gruppe apikal
beforderter Vesikel mindestens zwei unterschiedliche Transportwege bestehen.
Dies unterstiitzt und erweitert die vorangegangene Entdeckung zweier
unterschiedlicher apikaler Vesikelpopulationen durch Jacob und Naim in unserer

damaligen Arbeitsgruppe ..

Dabei war gezeigt worden, dall entgegen der Aufteilung apikaler und
basolateraler Proteine, die noch innerhalb des TGN erfolgt['%] die beiden
apikalen Vesikelpopulationen das TGN zundchst noch in gemeinsamen
Transportbehiltern verlassen. In diesen besteht jedoch bereits eine deutliche
Separation der raft-assoziierten SI von der LPH. Das deckt sich mit fritheren
Beobachtungen dhnlicher Verteilungsmuster raft-assoziierter apikaler und

nicht-raft-assoziierter basolateraler Proteine in der Plasmamembran unpolarer

Zellen 78],

Ein prinzipiell ahnlicher Vorgang der Auftrennung war zuvor auch schon fur
anterograde und retrograde Fracht wihrend des Transports vom ER zum

Golgi-Apparat beschrieben worden 34,
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Dal} die Einbettung der SI in lipid rafts hierfur sowie fuir ihre Auftrennung in
eine eigenstindige Vesikelpopulation verantwortlich ist, konnte durch
Zerstorung dieser Mikrodominen bewiesen werden. Dies entspricht Vergleichen
zwischen apikalem Himagglutinin und basolateralem VSV-G mit derselben
Methode, wobei die Reduktion der Mikrodomanen auch den

post-Golgi-Transport des Himagglutinins zur Zelloberfliche beeintrichtigte ',

Wie von uns nun gezeigt wurde, bewegen sich die gemeinsamen
Transportbehilter mit SI und LPH nach Verlassen des TGN zunichst entlang der
schnellen Mikrotubuli-»Autobahnen« in Richtung Zellperipherie, woraufhin
dann die spatestens ab diesem Zeitpunkt reinen SAV auf Aktin-Trassen

tiberwechseln®! (Abb . 5.1).

Die entsprechenden biochemischen und konfokalmikroskopischen Resultate
unserer Studien decken sich dabei mit den Erkenntnissen anderer
Arbeitsgruppen. So sind bestimmte lipid rafts etwa in der Plasmamembran ein
wichtiger Kofaktor fiir die Rekrutierung und Aktivierung bei der
Signaliibertragung an das Aktin-Cytoskelett und im Vesikeltransport 2¢. Auch
Verbindungen zwischen dem Aktin-Cytoskelett und dem raft-assoziierten
Phosphoproteinkomplex aus PAG und EBP50 sind bekannt!'7L Ein
adaptervermittelter Zusammenhang zwischen lipid rafts und Aktinskelett als
Mechanismus fiuir die spezifische Bindung ist somit also auch fiir die SAV

wahrscheinlich.

Unsere Identifizierung eines Aktinmotors als spezifisch mit den SAV assoziierten
Proteins, des Myosins [a!% untermauert dies und kniipft zudem an Studien an,
die Myosin Ia als cytoplasmatisch ausgerichtetes Membranprotein von

post-TGN-Vesikeln in Enterocyten und MDCK-Zellen beschreiben 48148,
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Apical

0“-——-.0_,__—#

Basolateral

Abb. 5.1 Die beiden unterschiedlichen apikalen Vesikelpopulationen, die
durch den Transport der Modellproteine Saccharase-Isomaltase und Lactase-
Phlorizin-Hydrolase charakterisiert werden, verlassen das trans-Golgi-
Netzwerk zundchst noch in gemeinsamen Transportbehdltern, bis die
Saccharase-Isomaltase schliefflich in separate Vesikel abgeschntrt wird,
deren Weg zwingend auch noch tber die Bahnen des Aktin-Cytoskeletts
verlauft, bevor sie an der Plasmamembran anlangen (Grafik: R. Jacob)

Eine Beteiligung anderer in Frage kommender Myosin-Familien am SI-Transport
wurde von uns ausgeschlossen. Zwar deuten Experimente prinzipiell auch auf
eine Beteiligung von Myosin II an post-Golgi-Transportprozessen 2! bzw. von
Myosin V am Organellentransport hin 848 wobei etwa Myosin Vb durch
Interaktion mit der GTPase Rab 11a ein zentraler Regulator der
Proteinsortierung in den apikalen recyclenden Endosomen ist!'®] aber ihre
Inhibierung durch BDM fiihrte zu keiner Beeintriachtigung der SI-Beforderung
an die apikale Zellmembran %% Des weiteren zeichnete sich fiir die Organellen-
bewegung inzwischen auch ab, daf3 es neben derjenigen auf Myosin V-Basis auch
noch eine zweite Transportmaschinerie entlang der Aktinstrange gibt, an der ein

Motorprotein der Myosin I-Klasse (Myosin Ib) beteiligt ist .
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Zwar ist Myosin Ia in der apikalen Membran von Epithelzellen auch in Form
helikaler Bereiche um Aktinbiindel herum lokalisiert['4°] in welchem
Zusammenhang es Kkiirzlich als fiir das Zuriickhalten der SI im Biirstensaum
mitverantwortlich beschrieben worden ist 2231 (Abb .5 .2), aber Versuche mit
dominant-negativen Formen von Myosin Ia haben zusiatzlich auch eine
Beteiligung dieses Proteins am transepithelialen Transport von basolateral tiber
das endosomale Kompartiment nach apikal und somit der Beférderung und

schlieBlichen Zielfiihrung apikaler Marker belegt 3.,

APICAL TARGETING

Actin FROM GOLGI

Apical
Thinbeane ==

Dynein =)
MIA —
Microtubule 3

sl -

Abb. 5.2 Myosin Ia fuhrt SI-Vesikel in die Mikrovilli der
Darmepithelzellen und verankert die Saccharase-Isomaltase dort
(Grafik: Tyska et al.)

Betrachtet man zudem die Rolle des Aktins im anterograden, endocytischen und
postendocytischen Transport an der Apikalmembran['®3] dann liegt somit die
Vermutung nahe, dal3 das Myosin Ia fiir die SAV als Motor fiir die Bewegung
entlang der Aktinfilamente zur Plasmamembran dient, die SAV also tiber
endosomale Sortiermechanismen hinweg zusammen mit recyclenden apikalen
Proteinen (einschlieB3lich der SI selbst) gemeinsame Aktinbahnen fiir ihren Weg
zur Zelloberfliche nutzen [136:140.161.188.200] Eip Weg der den LAV aufgrund ihrer

abweichenden Protein- und Lipidzusammensetzung vorenthalten bleibt.
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Auch die beiden nichsten von uns identifizierten Proteine fiigen sich in dieses
Bild ein, denn von Annexin A2 ist bekannt, daf} es mit S100A10 ein Heterotetramer
bildet und sowohl an Membranphospholipide bindet - darunter auch endosomale

Vesikel %! - als auch eine C-terminale Aktinbindestelle aufweist 5l

Die von uns konfokalmikroskopisch beobachtete Verteilung des Annexin AZ in
polaren Epithelzellen in den kortikalen apikalen, aber auch basolateralen
Bereichen sowie intrazellular in vesikularen Strukturen stimmt mit fritheren
Erkenntnissen tiberein [74 und deutet eine Rolle dieses Proteins auch bei
basolateralen Transportvorgangen an. Dal} hierbei Fusionsproteine aus Annexin
A2 und GFP-Varianten bzw. DsRed die Ausbildung des Heterotetramer-Komplexes
mit S100A10 nicht beeintrichtigen, war bereits zuvor gezeigt worden 2%, Unsere
Aufnahmen mittels Konfokaler Laserscan-Mikroskopie bestatigen somit unsere
biochemischen Daten zur Kolokalisation von Annexin A2 mit den SAV sowie auch

mit Myosin Ia bzw. deren Fehlen bei den LAV.

Die Ausbildung des Heterotetramers sowie auch die Interaktion mit endosomalen
Membranen sind dabei unabhingig von Kalzium ['%"]] was sich in unseren
entsprechenden Versuchen mit den SAV ebenfalls niederschlagt. Zudem
bestitigten sich frithere Hinweise auf eine Verbindungsfunktion des Annexin A2
zwischen Aktin-Cytoskelett und endosomalen oder exocytotischen Membranen 61,
denn wir konnten zeigen, dall eine Ausschaltung des Annexin A2 durch
RNS-Interferenz!®® tatsichlich den aktinabhingigen Peripherie-Transport der SI

zur Plasmamembran unterbindet .
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Der Zusammenhang des Annexin A2 mit der raft-assoziierten SI deckt sich zudem
mit vorangegangenen Beschreibungen einer cholesterolabhiangigen Interaktion
zwischen dem Annexin A2/S100A10-Komplex und lipid rafts %, Wihrend rund die
Halfte des zellularen Annexin A2 nimlich normalerweise extrem fest mit
Membranen assoziiert ist, gentigen bereits geringe Konzentrationen der
cholesterolbindenden und somit diese Mikrodoménen zerstorenden Substanzen
Filipin und Digitonin, um es samt einem Komplex weiterer Proteine, darunter

Aktin, abzulosen 9],

Zudem ist Annexin A2 auch nicht das einzige Protein seiner Familie, von dem
eine Beteiligung am apikalen Membranverkehr bekannt ist - vielmehr ist die
Verbindung des Annexin XIIIb mit dem Transport von Himagglutinin ein
weiterer Hinweis auf die Existenz unterschiedlicher apikaler Transportwege in

Epithelzellen 49111,

Abgerundet werden diese Zusammenhidnge durch den bisher letzten von uns
identifizierten Vertreter jener Proteine, die sich nur in Assoziation mit SAV, nicht
aber bei den LAV finden: die Alpha-Kinase 1. Dall Phosphorylierung die Funktion
und Verteilung von Myosin-Motoren beeinfluf3t, ist anhand verschiedener
Beispiele bekannt [4217:233239] \ird die Menge an Alpha-Kinase 1 in der Zelle stark
reduziert, sinkt, wie wir gezeigt haben, auch der Anteil des phosphorylierten
Myosin Ia in den SI-tragenden post-Golgi-Vesikeln, und weniger SI erreicht ihren
Bestimmungsort in der Plasmamembran #%. Konfokalmikroskopische Aufnahmen
unterstreichen zudem die biochemischen Daten einer Kolokalisation sowohl mit

SI-Vesikeln als auch mit Myosin Ia®9,
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Das Vorkommen der Alpha-Kinase 1 insbesondere in Geweben mit polaren
Epithelzellen, wie etwa dem Diinndarm, ist hierbei ein weiterer unterstiitzender
Aspekt [19°] Die festgestellte Insensitivitit gegeniiber Staurosporin - ein
Gegensatz zu konventionellen Kinasen - stimmt tiberein mit anderen

Alpha-Kinasen wie der eEF-2-Kinase oder TRPM7/ChaK1 [17:198],

Insgesamt ist zwar noch vergleichsweise wenig tiber die Alpha-Kinasen im
allgemeinen und Alpha-Kinase 1 im speziellen bekannt, aber jiingste
Veroffentlichungen deuten fiir weitere Vertreter dieser Familie ebenfalls in
Richtung Transportvorgiange und den Golgi-Raum. So wurde dieses Jahr etwa
eine neue Alpha-Kinase in Golgi-adhnlichen Strukturen von Dictyostelium
nachgewiesen, die wie Alpha-Kinase 1 durch eine katalytische Domine am
C-Terminus charakterisiert ist ['4. Und hinsichtlich der Alpha-Kinase
TRPM7/ChK1 konnte gezeigt werden, dall diese Annexin I phosphoryliert -
welches cytosolische Verbindungsmolekiil ebenfalls mit dem Proteintransport

zusammenhingt 71,

Zusammengefalt ist also Alpha-Kinase 1 in der Lage, das Motorprotein Myosin Ia
zu regulieren, welches wiederum fiir den Transport derjenigen Vesikel entlang
des Aktin-Cytoskeletts hin zur Plasmamembran sorgt, die beispielsweise die
raft-assoziierte Saccharase-Isomaltase tragen; dabei ist ein Heterotetramer aus
Annexin A2 und S100A10 beteiligt, welches wohl eine Verbindung zwischen
Vesikelmembran und Aktin herbeifiihrt (Abb . 5 .3). Dieses Heterotetramer konnte
als Adapterprotein eventuell eine wichtige Funktion beim Herauslosen der SI aus
den gemeinsamen post-Golgi-Behiltern einnehmen, die sie sich zunichst noch

mit nicht-raft-assoziierten Proteinen wie der LPH teilt.
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Abb. 5.3 Die Ergebnisse dieser Arbeit in einem Modell zusammenfassend
kéonnte es sein, daf? in der Zellperipherie der Kontakt der gemeinsamen, an
den Mikrotubuli entlangwandernden post-Golgi-Vesikel mit den Aktintrassen
(braun) dazu fuhrt, daff die Annexin-Heterotetramere (rot-grin) einen
Haftkontakt zwischen Aktin und den die SI umgebenden lipid rafts
herstellen und zugleich auch Alpha-Kinase 1 (lila) aktiviert wird, welche
Myosin Ia (blau) phosphoryliert, das dann zusammen mit der Haftkraft der
Heterotetramere fur das Herausldsen des SAV aus dem Muttervesikel sorgt

Insgesamt ergibt sich hierbei fiir die SAV das Bild eines Transportweges, der nach
Verlassen des TGN zunichst noch mit den LAV gemeinsam verlduft, dann aber
tiber das endosomale Kompartiment an die Plasmamembran gelangt. Dies
entspriache auch den jingsten Erkenntnissen auf dem Gebiet des
Proteintransports allgemein, welche zunehmend vom klassischen Bild der
Hauptsortierung im Golgi/TGN zugunsten einer starken Rolle der Endosomen
abriicken '8, Zudem lieferte dieses Modell zugleich eine Erklirung dafiir, daf3
Annexin A2 einerseits an diesem direkten apikalen Transportweg beteiligt ist, es
andererseits aber zugleich auch Hinweise fiir eine Verbindung zum indirekten

Transport von der basolateralen Membran aus iiber die Endosomen gibt74l.

Damit tragt auch diese Arbeit bei zum gegenwirtigen Paradigmenwechsel vom
TGN als wichtigstem Verteilerzentrum hin zu einer raumlichen Streuung
mehrerer Sortiermechanismen, die sich vom ER tiber Golgi-Apparat und TGN
sowie die Endosomen bis hin zur basolateralen Membran erstrecken. Wie die
einzelnen Aufteilungsvorginge nach Verlassen des TGN dann im Detail ablaufen,
wird neben der Identifizierung weiterer Komponenten des SAV-Transportes

kiinftig noch erforscht werden miissen.
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6. Zusammenfassung

In Fortfiihrung der vorangegangenen Entdeckung durch Jacob und Naim in
unserer damaligen Arbeitsgruppe, dall zwei verschiedene Populationen von
post-Golgi-Vesikeln fiir den Transport apikaler Membranproteine existieren [°7]
konnten wir zeigen, dal3 diese zunichst gemeinsam durch raschen Transport
entlang der Mikrotubulibahnen des Cytoskeletts zur Peripherie verbracht werden
und es erst nach Verlassen des TGN zu ihrer Auftrennung kommt. In deren Zuge
erfahren dann einzig diejenigen Vesikel auf ihrem Weg zur Plasmamembran eine
Umlenkung auf die Aktinfilamente der Zellperipherie, die die raft-assoziierte SI

tragen - nicht aber die LPH-tragende Population %,

Zudem konnten wir fiir vier Proteine zeigen, dal3 sie einzig fiir die SI-tragende
Vesikelpopulation eine Rolle spielen, nicht aber fiir die LPH-Vesikel. Zwei davon
sind Annexin A2 und S100A10, die zusammen ein Heterotetramer bilden, welches
sowohl fir die Anbindung an Membranphospholipide als auch fur das
Vorhandensein einer Aktinbindestelle bekannt ist. Und tatsidchlich lief3 sich von
uns nachweisen, dall eine Drosselung der Annexin A2-Menge den
aktinabhangigen Transport der SI in der Zellperipherie zur Plasmamembran

unterbindet €,

Ein weiteres dieser Eiweille ist Myosin Ia, ein Aktin-Motorprotein [, welches sich
zudem als ein Ziel der Aktivierung durch Alpha-Kinase 1 erwies, dem vierten von
uns einzig in der SI-tragenden apikalen Vesikelpopulation vorgefundenen
Protein. Wird die Menge an Alpha-Kinase 1 in der Zelle stark reduziert, wird, wie
wir gezeigt haben, auch weniger Myosin Ia in den SI-tragenden
post-Golgi-Vesikeln phosphoryliert; als Folge davon gelangt weniger SI an ihren

Bestimmungsort in der Plasmamembran %,
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Insgesamt zeichnet dies das Bild eines apikalen Transportweges, der anders als
bei der LPH nicht direkt vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran fiihrt, sondern
offenbar tiber das endosomale Kompartiment verlauft. Hierbei konnten zudem
die von uns identifizierten Proteine eine wichtige Rolle bei der Auftrennung

dieser beiden zunichst noch vereinten apikalen Vesikelpopulationen spielen.
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Anhang
Erganzende Abbildungen

Nachfolgende im Haupttext erwihnte Abbildungen aus den zugrundeliegenden

Veroffentlichungen entstanden ohne Beteiligung des Verfassers.
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Abb. 1 a: Die komplex-glykosylierte Form der SI (SI_ ) wird in der
Kontrolle korrekt an die Zelloberfldche (surface, S) transportiert.
Bei Zugabe von CytoD oder Kolchizin wird dieser Transport unterbunden,
die SI findet sich ausschlieflich innerhalb der Zelle (Lysat, L).

BDM hingegen fuhrt zu keiner Beeintrdchtigung

b: Prozentuale Verteilung Oberflache/Lysat fur ST

c/d: Auf den Oberfachentransport der LPH hingegen hat CytoD keinen
Einfluf’, lediglich Kolchizin

Somit also ist der Oberfldchentransport beider Proteine auf Mikrotubuli
angewiesen (werden durch Kolchizin zerstort),

wobeili SI zusdtzlich auch noch Aktinfilamente bendtigt,

nicht aber die LPH (CytoD depolymerisiert die Aktinfilamente).

Fur den Transport der SI an den Aktinfilamenten entlang kommen die
Myosinklassen II und V nicht in Frage (werden durch BDM inhibiert)
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Abb. 1 e/f: Die separate Betrachtung der apikalen (a) und basolateralen
(b) Zelloberflache zeigt, daf® die Zerstdrung der Aktinfilamente sich
tatsachlich unmittelbar auf den Transport der SI auswirkt.

Ware stattdessen der Sortiermechanismus betroffen, hatte sich der Anteil
der SI an der basolateralen Membran erhoéht, was aber nicht der Fall ist

g/h: Wie bereits im vorangegangenen Experiment wirkt sich CytoD nicht auf
den Oberfldchentransport der LPH aus.

Auch eine signifikante Beeinflussung ihrer Sortierung findet nicht statt

Al C
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Abb. 2 a/b: Aufgereinigte SAV (a) bzw. LAV (b) wurden Uber einen aktin-
beschichteten Sensorchip geleitet, und eventuelle nun an das Aktin
gebundene Proteine sodann vom Chip heruntergewaschen

Fur die anschlieffende Immunprdazipitation wurde neben diesen Proben (A)
auch das Lysat (L) jener Zellen eingesetzt, aus denen die aufgereinigten
Vesikel gewonnen worden waren. Als zusdtzliche Kontrolle diente ein
Sensorchip ohne Aktinbeschichtung (C)

Auch der Biosensor bestatigt somit die den LPH-Vesikeln fehlende
Fahigkeit der SI-Vesikel, an Aktinfilamente zu binden
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Abb. 2 c¢: Beili der Auftrennung aufgereinigter SAV (MDCK-SI-YFP) und LAV
(MDCK-LPH_ ) in einem SDS-Polyacrylamidgel erhielten wir unterschiedliche
Bandenmuster: neben gemeinsamen Proteinbanden finden sich auch solche,
die nur fur eine der beiden Vesikelpopulationen charakteristisch sind

d: Eine Massenspektrometrie der SAV-Bande auf Hbhe von etwa 105 kDa
lieferte uns den Hinweis auf das Aktin-Motorprotein Myosin TIa. Und
tatséchlich bringt ein Westernblot mit aufgereinigten Vesikeln sowie
einem Antikdérper gegen Myosin Ia eine Bande von 104 kDa bei den SAV
hervor, nicht aber bei den LAV oder nicht-transfizierten Kontrollzellen
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Abb. 3 a: Mittels Antikdérpern gegen Annexin A2 und S100A10 (P1l1l) konnten
wir diese beiden Proteine in SAV (MDCK-SI-YFP) nachweisen. Bei den LAV
(MDCK—LPHMT) sind sie nicht wvorhanden

b: Temperaturblockaden des sekretorischen Proteintransports im ER (15 C)
und Golgi-Apparat (20 C) sowie anschlieflende Inkubation bei 37 C
zeigen, daf Annexin A2 und S100A10 erst nach Verlassen des TGN mit den
SAV assoziieren

c: Auch bei Bindung der Kalziumionen durch Zugabe des Chelatbildners EDTA
kénnen Annexin A2 und S100A10 zusammen mit den SAV prazipitiert werden

d: Ebenso bleibt die Menge des mit den SAV assoziierten Annexins A2
gleich; mit und ohne EDTA betragt der prézipitierte Anteil stets 55 - 60%
des insgesamt vorhandenen Annexins A2
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Abb. 4 a+b: Kinase-Assay aufgereinigter SAV mit unterschiedlich langen
Inkubationszeiten. Nach ein bis zwei Stunden schalt sich eine starke
Proteinbande von etwa 105 kDa als Empfanger des radioaktiven
Phosphatrests heraus - Myosin Ia. Auch treten drei schwdchere Banden von
etwa 50, 25 und 16 kDa hervor. Rechts daneben die Quantifizierung der
Bandenintensitdten flur die einzelnen Zeitwerte
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c+d: Werden die SAV durch einen Temperaturblock im Golgi-Apparat
festgehalten und anschlieflend zu verschiedenen Zeitwerten nach Verlassen
des TGN aufgereinigt, so ergibt sich im Westernblot mit zunehmender
Produktion und Assoziation mit den Vesikeln auch eine zunehmend starke
Proteinbande

Bei der Phosphorylierung des Myosin Ia aber ergibt sich ein Maximum
zwanzig Minuten nach Verlassen des TGN, was bedeutet, daf die
post-Golgi-Vesikel der SI nach eben dieser Zeitspanne jenen Punkt
erreichen, an dem das meiste Myosin Ia von seiner Kinase phosphoryliert
wird. Hat der Pulk der zuvor im TGN aufgestauten Proteine diesen Punkt
passiert, folgt ihm lediglich der reguldre Proteindurchsatz, die Anzahl
der phosphorylierten Myosin Ia-Molekule flacht ab
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Abb. 4 e+f: Wahrend der Chelatbildner EDTA und der Inhibitor TFP die
Phosphorylierung des Myosin Ia beeintrachtigen, die Reaktion also von
Kalzium und Calmodulin abhéngig ist, vermag Staurosporin die Aktivitéat
der hier verantwortlichen Kinase - anders als bei den konventionellen
Kinasen - offensichtlich nicht herabzusetzen. Diese Unanfalligkeit fur
Staurosporin ist ein Merkmal von Alpha-Kinasen

Als Kontrolle wird A-Phosphatase hinzugegeben, um durch die von ihr
bewirkte Dephosphorylierung sicherzustellen, dafl die beobachtete
radioaktive Proteinbande tatsachlich auf eine Ubertragung des markierten
Phosphatrests zuruckzufiuhren ist
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Abb. 5 a+b: Wird die Phosphorylierung des Myosin Ia durch Alpha-Kinase 1

unterbunden, indem man wie in den vorangegangenen Versuchen den
Calmodulin-Inhibitor TFP hinzugibt,
der SI massiv beeintréachtigt.

so wird auch der Oberfachentransport
Staurosporin hingegen ubt - analog zu den

Kinase-Assays - keinen solch starken Einflufl auf die Beféorderung der ST

zur apikalen Membran aus
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