Molekulare Funktion von Cortactin in der
Signaltransduktion und Pathogenese von

gastrischen Epithelzellen

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium
(Dr. rer. nat.)

genehmigt durch die Fakultét fir Naturwissenschaften

der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg

von Diplom-Biologin Nicole Tegtmeyer
geb. am 16.12.1976 in Berlin

Gutachter: Prof. Dr. rer. nat. Steffen Backert
Prof. Dr. med. Uwe GroR

eingereichtam:  25.11.2008
verteidigt am: 26.03.2009



INHALTSVERZEICHNIS |

INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS ... |
| ABKURZUNGSVERZEICHNIS ......oovoviiieieeceeeeeteeeeeeeet et v
1 EINLEITUNG ...ttt 1
11 Rolle des Aktin-Zytoskeletts in der Eukaryontenzelle.........c.ocoveieiiiiiieiicieicce e 1
1.2 Aktindynamik und ,, Tretmihlen“-Verhalten ..o 2
13 Regulation der Aktindynamik durch Aktin-bindende Proteine...........ccccccovvivvieiievievcsese s, 3
1.3.1  ThymosSin-B4 und ProfiliN.........cccoiiiiiiiiiiiies s 4

1.3.2  Tropomyosin UNd CofiliN........ccciiiiiiiecccc e 6

1.3.3  CapZ und TropomMOUAUIIN......cviieecece e ennenre s 6

1.3.4  Fimbrin, a-AKNIN UNA VTN (e 7

1.3.5  Filamin und SPEKLIIN......cvcieiiice et sr e nnenne s 8

1.3.6  GISOIIN ... 9

1.3.7  Arp2/3-Komplex, Formine, Spir und Cobl .........cccccoviiiiiiiiiiieee s 9

14 Zentrale Regulatoren des AKtiN-ZYtOSKEIETES .........c.ccvreiiiiiiiici s 12
1.41  Regulation der Aktindynamik durch RRO-GTPAaSEN ........cceciiiiiiiiiiiiiccc e 12

1.42  Die Familie der WASP/WAVE-PIOEINE........ccoiiiiieiieieeise ettt 13

1.4.3  ENAIVASP-PIOEING ...ocueiiiiiiiiiie ettt bbbttt et et 14

O S O] - o1 | PO OR USRI 15

15 Struktur und zelluldre FUNKEion VON COMtaCtin ...........eoerviveiiinieeirece s 16
1.5.1  Bindungspartner VON COMACIN .........ccvcveieiieieiecie ettt 21

1.5.2  Rolle von Cortactin in mikrobiellen InfeKtionen ..., 24
ZIELSETZUNG ..ottt e e 29

3 MATERIAL . 30
31 BaKterieNStAMIME .......cviiieiiice e 30
3.1.1  Helicobacter pylori-StAMME...........cccoiiiiiiceieese et aneas 30

3.1.2  Escherichia Coli-StamM ..ot 30

3.2 ZEITKUITUT ..ottt bbbt 30
3.3 NEARIMEdIEN UN PIAEEEN.......oiviiiie e 31
34 CREMIKATIEN ... 31
35 ENZYME UNA PrOTBINE ...t e s 31
3.6 F N QL] (o] oL USSR 32
3.7 GrOBENSTANTAITS ....c.veveeeeete ettt bbbttt 33
3.8 L@ T FTo o) o101 L=l (o [ S 34

3.9 [ P o [ SRR 34



4 METHODEN......ooi i e e e s 37
4.1 Molekularbiologische MethOUEN ........cc.ouiiiiii e 37
411  Verdau von DNS mit RestriktionsendonukIasen.............cccveriireniiineinienesesese e 37
4.1.2  Ortsspezifische in vitro-Mutagenese mittels PCR..........cccoooi i 37
413 KIENOW-REAKLION ..ottt 38
4.1.4  Ligation vOn DNS-Fragmenten...........ccccveiiiiiiiiisieie ettt a e s sre e aneas 38
4.1.5  Isolierung von PIasmid-DINS ........c.cccooiiiiiiiiie ettt ene 38
4.1.6  Konzentrationshestimmung von PIasmid-DNS ...........cccccoviiiniiieiicierce e 39
4.1.7  DNS-Extraktion aus dem AgaroSEOel .........ccovvviieieiieie s s 39
4.1.8  AQarose-GeleleKtrOPNOrESE. ......cviieiiriie sttt sre e aneas 39
419  DINS-SEOUENZIEIUNG ...vivetirteiiitiieeieetesteseei ettt bbbttt sttt bbbt nbenn e 40
4.2 Proteinbiochemische MethOTeN..........ccooiiiiiiii e 40
4.2.1  Herstellung polyKlonaler ANtIKOIPET ..ot 40
4.2.2  IMMUNOPIEAZIPITALION .....eiiiiiitiiteite ettt et b ettt e e b b sbe b sne s 40
4.2.3  RACL-AKLIVIEIUNGS-ASSAY.....eetiieiteitirterieateeieete st ste sttt be sttt e e e sbesbesbesbe bt abe e e eneesbesbesbesaeas 41
4.2.4  Zellul&re FraktioNIBIUNG .......cooiioieieieie ettt sttt bbb sne s 41
4,25  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE).......c.ccccoceviiviiisieieeieiene e e 42
4.2.6  COOMASSIE-FAIDUNG ....oovviiiic et reaae 43
427 WESEEINDIOT......eeiii bbbt 43
4.3 MikrobiologisChe MEthOGEN.........cviiiiee e 45
4.3.1  Kultivierung von Helicobacter PYIOri.......c.cccieiiivieiicisecescse s 45
4.3.2  Infektionen mit Helicobacter PYIOFi.........coiiiiiiiiiii e 45
4.3.3  KUItIVIErUNg VON E. COli..uiviiiiiiiiiiiiie e 46
4.3.4  Herstellung und Transformation kompetenter Zellen ..., 46
4.4 Zellbiologische MEtNOGEN ..........oouiiiii bbb 47
4.4.1  Kultivierung von eukaryontisChen Zelen ..o 47
4.4.2  Einfrieren und Auftauen VOn ZEIIEN .........coviiiiiiieiiee 47
4.43  Transiente Transfektion von Plasmid-DNS ..o 48
4.4.4  Transiente Transfektion VON SIRNS ..o 48
4,45  WUNANEIUNGS-ASSAY.....ceiuieiieiiieite sttt ste et et e et e st re e s e e e et e sbestestesaeate e s esseseestesreanens 49
4.5 MikroskopiSChe MELNOUEN ........cviviiiiceccr e ere e 49
4.5.1  PhasenkontrasmikKroSKOPIE. ........cuiveieiiie ettt ane s 49
4.5.2  Immunfluoreszenzfarbung VON ZEHEN ........cccocviiiviiceee s 49
453  FIUOreSZenZmMiKrOSKOPIE .........eviuiriiiiiiiteieiitees ettt 50
4.6 ComPULErgeStUIZIE ANAIYSEN ....c.eviiiieiieiiiit et 51
N S =LA 11 1] QPSSO RRTRN 51

5 ERGEBNISSE ...t 52
5.1 Bedeutung von Cortactin fiir die Infektion mit H. pylori.......ccccoooeiiviiiivicviiiee e, 52



5.1.1  Knockdown von Cortactin mittels SIRNS.........coiiiiiiiiieee e 53
5.1.2  Aktivierungsstatus der Kinasen von Cortactin in der Infektion mit H. pylori................... 54
5.2 Herstellung von Cortactin-Mutanten und deren Funktion in der Infektion..........c.ccocvcevevvnene. 56
5.2.1  Mutagenese von Cortactin-GFP KONSIIUKLEN ..........ccoiiriiriiiineeceec s 56
5.2.2  Rolle von Cortactin flr die Ausbildung des Elongationsphanotyps...........ccceeevrericnnnnn 57
5.3 Subzellulére Lokalisation von Cortactin wéhrend der Infektion mit H. pylori...................... 59
5.3.1  Subzelluldre Lokalisation von Tyrosin-phosphoryliertem Cortactin ............ccccccoveeniiennns 59
5.3.2  Subzelluldre Lokalisation von Serin-phosphoryliertem Cortactin ............ccocoeeveiinienccenn, 62
5.4 Bindungspartner von Cortactin nach Infektion mit H. pylori ... 63
55 Identifizierung der Fokalen-Adhasions-Kinase (FAK) als neuen Interaktionspartner von
COMACTIN 1.ttt bbbttt 64
5,5.1 FAK bindet an Cortactin wahrend der der Infektion mit H. pylori.......cc.cccccoviiiviniiinnnns 64
55.2  FAK st essentiell fiir die Aushildung des Elongationsphanotyps ........ccccceveevivvvivniennennns 66
55.3  Die SH3-Domane von Cortactin bindet an FAK .........cooiiirniinise s 67
5.5.4  Rolle der Cortactin-Phosphorylierung fur die Interaktion mit FAK ........cccovivieivniiennns 68
55,5 Identifizierung der Cortactin-Bindungsdoméne in FAK ..........ccccocriiiiiininincncens 69
5.5.6  Das H. pylori CagA-Protein spielt eine wichtige Rolle fiir die Cortactin-FAK-
Interaktion und erhohte FAK-AKLVITAL ..o 76
5.6 Identifizierung von Vav2 als neuen Interaktionspartner von Cortactin...........c.ccoceevvenennen. 78
5.6.1  Phosphorylierung von Cortactin am Tyrosinrest 466 ist ausreichend fur die Interaktion
RTINSO S TP 78
5.6.2 Interaktion von Vav2 mit anderen Wirtszellproteinen ...........ccccooveveieevcieicce s 82
5.6.3  Induktion von Racl-abhangiger Zellmotilitdt wahrend der H. pylori-Infektion................ 83
6 DISKUSSION ...t e e s saee s 85
6.1 Regulierung von Cortactin durch Kinasen der Erk-, PAK- und Src-Familie............cc.ccceueee. 86
6.2 Phosphorylierungsmuster und subzellul&re Lokalisation von Cortactin............c.ccoccoeevvnenne 89
6.3 Molekulare Basis der Interaktion von Cortactin mit FAK ... 90
6.4 Molekulare Basis der Interaktion von Cortactin mit Vav2 und Racl .........c.ccovvieiinicnininnne 93
6.5 Mdgliche Bedeutung von Cortactin flr H. pylori.......c.ccccovveiiiiicicn e 95
7 ZUSAMMENFASSUNG ..ottt 97
8 LITERATURVERZEICHNIS. ... 98
DANKSAGUNG. ..ottt e e et e e e e e arae e e snaaeenes 119
LEBENSLAUF ...ttt nes 120
PUBLIKATIONSLISTE ..ottt 121

ERKLARUNG ..ottt 122



| ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A
Abb.
AGS
Amp
As
ATCC
ATP
ADP
Arp2/3
BHI
BSA
bp
CagA
Cam
CBP90
Cdc42
CortBP1
Csk
C-Terminus
dATP
dCTP
dGTP
DMSO
DNS
dNTPs
DPBS
DTT
dTTP
E. coli
ECL
EDTA
EGFR
EHEC
EPEC
et al.
FCS
FITC
GAP
GAPDH
GDI
GDP
GEF
GFP
GST
GTP
GTPase
h

H. pylori
HA
HRP
IP

kb

Ampere (Stromstarke)

Abbildung

Zelllinie (stomach; gastric adenocarcinoma)
Ampicillin

Aminoséure

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphat
Adenosindiphosphat

actin-related protein 2/3

Brain Heart Infusion
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Basenpaar

Cytotoxin-associated gene A
Chloramphenicol

cortactin binding protein 90

cell division cycle 42

cortactin binding protein 1

C-terminal src kinase
Carboxyterminus
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Desoxyguanintriphosphat
Dimetylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxynucleosidtriphosphat
Dulbecco’s Phosphate buffered saline
1,4-Dithiothreitol
Desoxytymidintriphosphat

Escherichia coli

enhanced chemical luminescence
Ethylendiamintetraessigsaure
epidermal growth factor receptor
Enterohdmorrhagische Escherichia coli
Enteropathogene Escherichia coli

et aliter

Fotales Kéalberserum
Fluoresceinisothiocyanat
Guanosintriphosphatase-aktivierendes Protein
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Guaninnukleotid-Dissoziationsinhibitor
Guanosindiphosphat
Guaninnukleotid-Austauschfaktor
griin-fluoreszierendes Protein
Gluthathion-S-Transferase
Guanosintriphosphat
Guanosintriphosphatase

Stunde

Helicobacter pylori

Hamagglutinin

horseradish peroxidase
Immunoprézipitation

Kilobasen



| ABKURZUNGSVERZEICHNIS

kDa
Km
LB

M
MAPK
min
MOI
Mr
N-Terminus
N-WASP
oD

orf
PAGE
PCR
PDGF
PFA
PS

PT
PVDF
PY
Racl
Rho
RNS
rpm
RT
SDS
sec
SH2, SH3
SiRNS
Src
Tab.

Tag-Polymerase

TBE
TBST
TEMED
TRIS
TRITC
TritonX100
Tween20
)

uv

Vv

viv
WASP
WT

wiv

Kilodalton

Kanamycin

Luria broth

Molar

mitogen activated protein kinase
Minute

multiplicity of infection
Molekulargewicht

Aminoterminus

neuronales Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein
optische Dichte

open reading frame
Polyacrylamidgelelktrophorese
polymerase chain reaction
platelet-derived growth factor
Paraformaldehyd
Penicillin-Streptomycin

Phanotyp

Polyvinylidenfluorid

Phosphotyrosin
Ras-related-C3-botulinum-toxin-substrate 1
Ras-homology

Ribonukleinséure

revolutions per minute
Raumtemperatur
Sodiumdodecylsulfat

Sekunden

src homology

small-interfering Ribonukleinsdure
sarcoma

Tabelle

Thermus aquaticus DNA Polymerase
Tris-Borat-EDTA

Tris buffered saline mit Tween20
N,N,N,N-Tetramethylendiamin

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan
Tetramethylrhodamine-isothiocyanat
Polyethylenglycol-[4-(2",2",4",4" -tetramethylbutyl)phenyl]-ether
Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaureat
unit

Ultraviolett

Volt

Volumen pro Volumen
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein
Wildtyp

Masse pro Volumen



1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Rolle des Aktin-Zytoskeletts in der Eukaryontenzelle

Das Zytoskelett ist ein aus Proteinen aufgebautes Geriist im Zytoplasma der Zelle und
besteht aus dynamisch auf- und abbaubaren, diinnen, fadenférmigen Strukturen
(Filamenten), die in der Zellmembran verankert sind. Es werden drei Typen von
Filamenten unterschieden: Aktinfilamente, Mikrotubuli und Intermediérfilamente
(Colowick, 1991; Nelson et al., 1996; Colowick, 1998; Jeanteur, 1999; Carraway, 2000;
Omary, 2004; Li & Gundersen, 2008). In seiner Gesamtheit ist das Zytoskelett fiir die
Elastizitdt und mechanische Stabilitit der Zelle sowie fiir ihre dullere Form, fiir aktive
Bewegungen der Zelle als Ganzes, als auch fiir Bewegungen und Transporte innerhalb
der Zelle verantwortlich. Es spielt zudem eine wichtige Rolle wéihrend der Zellteilung
und der Aufnahme von dulleren Reizen und deren Weiterleitung in das Zellinnere. Die
Filamente des Zytoskeletts stellen Polymere dar, die aus zahlreichen Protofilamenten,
langen linearen Ketten aus Ende-an-Ende aneinander gereihten Untereinheiten
(Monomeren), aufgebaut sind, die miteinander seitlich in Verbindung treten. Der Auf-
und Abbau der Zytoskelettfilamente wird durch verschiedenste Kontrollfaktoren
dynamisch reguliert. Eine entscheidende Funktion haben dabei so genannte
Hilfsproteine, die an die Filamente oder freien Untereinheiten binden und fiir die
Regulierung des Aktin-Zytoskeletts verantwortlich sind (Kap.1.3). Zu den
Hilfsproteinen zdhlen auch die Motorproteine, die Zellorganellen entlang den
Filamenten transportieren oder sich selbst auf den Filamenten bewegen (Wanger et al.,
1985; Colowick, 1991; Nelson et al., 1996; Colowick, 1998; Jeanteur, 1999; Carraway,
2000; Li & Gundersen, 2008; Omary, 2004; Revenu et al., 2004).

Aktinfilamente (auch als Mikrofilamente bezeichnet) sind zweistringige helikale
Polymere aus dem Protein Aktin. Sie bilden flexible Anordnungen mit 5-9 nm
Durchmesser, die zu vielfdltigen linearen Biindeln, flichigen Netzen oder rdumlichen
Strukturen organisiert sind. Aktinfilamente sind zwar {iberall in der Zelle verteilt, ihre
groBte Dichte erreichen sie jedoch in der Zellrinde (Cortex) direkt unterhalb der
Plasmamembran. Aktinfilamente beeinflussen die Form der Zelloberfliche und spielen
bei Bewegungsvorgingen, bei der Zellteilung und der Muskelkontraktion eine wichtige
Rolle (Wanger et al., 1985; Nelson et al., 1996; Colowick, 1998; Jeanteur, 1999;
Carraway, 2000; Chhabra & Higgs, 2007; Li & Gundersen, 2008). Aktin kann in der
Zelle als eine einzige kugelférmige Polypeptidkette in Form eines Monomers vorliegen,
welche als globulédres Aktin (G-Aktin) bezeichnet wird. Mehrere dieser Aktinmonomere
konnen sich zu einer Kette zusammenlagern und bilden so das filamentdse Aktin
(F-Aktin), aus dem sich die Aktinfilamente zusammensetzen. Jede Aktinuntereinheit
tragt ein fest gebundenes ATP-Molekiil, das kurz nach dem Einbau in das Polymer zu
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einem fest gebundenen ADP gespalten wird. Die ATP-Hydrolyse begiinstigt
andererseits die Ablosung der Untereinheit vom Polymer, da die Affinitit zu den
benachbarten Monomeren abnimmt. Die Aktinuntereinheiten lagern sich ,,Kopf-an-
Schwanz® zusammen und bilden ein Filament mit klarer struktureller Polaritit, welches
ein rasch wachsendes Plus- und ein langsam wachsendes Minus-Ende besitzt. Bei
Sdugetieren gibt es sechs leicht unterschiedliche Aktin-Isoformen, die von
verschiedenen Genen kodiert werden und sich in drei Klassen (a, B, und y) einteilen
lassen. Die a-Aktine sind ausschlieBlich in Muskelzellen exprimiert, wihrend B und y
zusammen in fast allen Nicht-Mukelzellen zu finden sind. Die Motorproteine der Aktine
bildet die Proteinklasse der Myosine. Auf der Aktin-Myosin-Interaktion basiert nicht
nur die Bewegung der Muskulatur, sondern Myosine verspannen auch die
Aktinfilamente zur Stabilisierung und sorgen fiir den Kurzstreckentransport zum
Beispiel von Vesikeln zur Plasmamembran. Bei der Zellteilung bildet sich ein
kontraktiler Ring von Aktinfilamenten, der sich unter dem Einfluss von Myosin
kontrahiert und die beiden Tochterzellen voneinander abschniirt.

1.2 Aktindynamik und ,,Tretmiihlen“-Verhalten

Aktinuntereinheiten besitzen eine enzymatische Aktivitit, durch die sie die Hydrolyse
von Nukleosidtriphosphat (ATP) katalysieren kénnen (Wanger et al., 1985; Nelson et
al., 1996; Colowick, 1998; Jeanteur, 1999; Carraway, 2000; Li & Gundersen, 2008).
Bei der frei liegenden Untereinheit verlduft die Hydrolyse sehr langsam, die jedoch
beschleunigt wird, sobald die Untereinheiten in Aktinfilamente eingebaut sind. Es
konnen also zwei unterschiedliche Arten der Filamentstruktur vorkommen, die eine mit
der ,,T-Form* des gebundenen Nukleotids (ATP) und die andere mit der ,,D-Form*
(ADP). In lebenden Zellen liegen die freien Untereinheiten meist in der ,,T-Form* vor,
da die Freie Energie fiir ATP viel hoher ist als die von ADP. Je ldnger die
Untereinheiten im Polymer eingebaut waren, umso hoher ist die Wahrscheinlichkeit,
dass sie ihr gebundenes Nukleotid hydrolysiert haben. Ob eine Untereinheit am Ende
eines Aktinfilaments in der ,,T-Form* oder ,,D-Form* vorliegt, hingt demnach von der
relativen Geschwindigkeit der Hydrolyse und der Addition von Untereinheiten ab.
Wenn die Additionsgeschwindigkeit hoch ist, d.h., wenn das Filament rasch wéchst,
wird die neue Untereinheit mit hoher Wahrscheinlichkeit angefiigt, bevor die zuvor
angefligte Untereinheit ihr Nukleotid hydrolysiert hat, und das Ende des Polymers bleibt
in der ,,T-Form*, es bildet sich eine so genannte ATP-,Kappe®. Ist hingegen die
Addition neuer Untereinheiten langsam, verlduft die Hydrolyse vor Anfiigen einer
neuen Untereinheit und die Spitze des Filaments liegt in der ,,D-Form* vor. Die
Geschwindigkeit des Anfiigens von Untereinheiten am Ende eines Aktinfilaments ist
das Produkt aus der Konzentration der freien Untereinheiten und der Geschwindigkeits-
konstante. Aufgrund des strukturellen Unterschieds der beiden Filament-Enden ist die
Geschwindigkeitskonstante fiir das Plus-Ende viel hoher als fiir das Minus-Ende. Bei
einer mittleren Konzentration an freien Untereinheiten ist es daher mdglich, dass die
Geschwindigkeit der Addition von Untereinheiten am Plus-Ende hoher ist als die
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Nukleotidhydrolyse, aber langsamer als die Nukleotidhydrolyse am Minus-Ende. In
diesem Fall bleibt das Plus-Ende des Filaments in der ,,T-Form*, wihrend das Minus-
Ende die ,,D-Form‘ annimmt, wobei die ,,D-Form* eher zu Abbau und die ,,T-Form*
mehr zu Anbau neigt. Der so genannte ,,Tretmiihlen*“-Mechanismus tritt ein, wenn bei
mittleren Konzentrationen von freien Untereinheiten am Plus-Ende des Filaments
Untereinheiten angelagert und gleichzeitig am Minus-Ende Untereinheiten abgebaut
werden (Wanger et al., 1985; Theriot, 1997). In diesem Gleichgewichtszustand bleibt
die Lange des Polymers konstant, aber die Untereinheiten wandern von einem Ende der
Anordnung zum anderen und bewegen sich rasch zwischen dem freien und
filamentgebundenen Zustand hin und her. Die kinetischen Unterschiede im Verhalten
der ,,T-Form* und der ,,D-Form“ haben eine weitere wichtige Auswirkung auf das
Verhalten der Filamente. Wenn bei mittleren Konzentrationen an freien Untereinheiten
die Geschwindigkeit der Untereinheitenaddition an einem Ende der Geschwindigkeit
der Hydrolyse dhnelt, so besteht die Moglichkeit, dass dieses Ende eine bestimmte Zeit
in der ,,T-Form“ wichst, dann aber plotzlich in die ,,D-Form™ wechselt und rasch
schrumpft. Diese Umwandlung erfolgt plotzlich und zuféllig mit einer bestimmten
Wabhrscheinlichkeit je Zeiteinheit. Zu einem spéteren Zeitpunkt kann das Ende wieder
in die ,,T-Form“ wechseln und wieder wachsen. Dieser rasche Wechsel zwischen
Wachsen und Schrumpfen bei gleich bleibender Konzentration freier Untereinheiten
wird als dynamische Instabilitit bezeichnet. Es wird vermutet, dass in Zellen
dynamische Instabilitit bei Mikrotubuli, das ,,Tretmiihlen“-Verhalten bei
Aktinfilamenten vorherrscht. Sowohl die dynamische Instabilitit als auch das
,»Iretmithlen“-Verhalten ermdglichen es einer Zelle, den Gesamt-Filamentanteil
konstant zu halten, obwohl stidndig einzelne Untereinheiten zwischen den Filamenten
und dem Zytosol ausgetauscht werden.

1.3 Regulation der Aktindynamik durch Aktin-bindende Proteine

In einer Zelle kontrollieren Hunderte dem Aktin-Zytoskelett angelagerte so genannte
Hilfsproteine die rdumliche Verteilung und das dynamische Verhalten der
Aktinfilamente (Abb. 1). Diese Hilfsproteine binden an die Aktinfilamente oder ihre
Untereinheiten, um die Aufbaustelle neuer Filamente einzuleiten, die Verteilung der
Polymerproteine zwischen Filament- und Untereinheitszustand zu regulieren, die
Kinetik des Auf- und Abbaus der Filamente zu beeinflussen, die Energie fiir die
Krafterzeugung einzusetzen und um Filamente untereinander oder an andere
Zellstrukturen wie Organellen oder Plasmamembran zu kniipfen. Die Hilfsproteine
werden in ihrer Gesamtheit als Aktin-bindende Proteine zusammengefasst (dos
Remedios et al., 2003). Man unterscheidet verschiedene Typen von Aktin-bindenden
Proteinen, die den Auf- und Abbau der Aktinfilamente regulieren. Die Klassifizierung
dieser Aktin-bindenden Proteine kann auf acht Gruppen reduziert werden: 1.
Aktinmonomer-bindende Proteine (z.B. Thymosin-f4, Profilin); 2. Aktinfilament-
depolymerisierende Proteine (z.B. Cofilin); 3. Aktinfilament-stabilisierende Proteine
(z.B. Tropomyosin); 4. Akinfilament-Enden-bindende Proteine (z.B. Tropomodulin,
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CapZ); 5. Aktinfilament-schneidende Proteine (z.B. Gelsolin); 6. Aktinfilament-
quervernetzende Proteine (z.B. Fimbrin, Spektrin); 7. Proteine als Aktin-
Nukleationszentren (z.B. Arp2/3, Formine) und 8. Motorproteine (z.B. Myosin). Die
Aktin-bindenden Proteine sind jedoch nicht auf eine Klasse beschrénkt, sondern konnen
mehrere Funktionen haben, wie z.B. Gelsolin, das sowohl Aktinfilamente spalten, als
auch Plus-Enden mit einer Kappe versehen kann. Viele der bekannten Aktin-bindenden
Proteine binden an dieselbe Stelle auf der Oberfliche von Aktin, so dass angenommen
werden kann, dass sie miteinander konkurrieren. Im Folgenden werden die bekanntesten
Aktin-bindende Proteine aus den einzelnen Klassen dargestellt, wobei auf die Motor-
proteine nicht weiter eingegangen wird.

ArpZ/3 nukieiert und
verzweigt Aktinfiiamente

~  napper
biockieren das VWachstum am Pius-
Ende und beenden die Elongation

L[]

A o~ AL T~—_
ADP-G-Aklini e Y

e
&  ATP.C AKtn C— _ _
B o o T — -
A Arp2/3-Komplex e -

e 2o

@B ADF/Cofilin

g Profiin/ATP-G-Akin
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Abbildung 1. Schematischer Uberblick der Aktindynamik und seine Regulation durch Aktin-
bindende Proteine. Der aktivierte Arp2/3-Komplex nukleiert und verzweigt Aktinfilamente, wodurch
neue Plus-Enden bzw. Filamente entstehen. Kappen-bildende Proteine kontrollieren die Halbwertszeit der
Filamente. Sie blockieren das Wachstum an einem Grofteil der Plus-Enden und férdern dadurch die
ortsspezifische Elongation von Filamenten ohne ,,Kappe“. ADF/Cofilin fordert die Dissoziation von
ADP-Aktin von den Minus-Enden und schneidet bereits vorhandene Filamente, wodurch neue Plus-
Enden erzeugt werden. Profilin katalysiert den Austausch von ADP zu ATP an monomeren Aktin-
Molekiilen, so dass diese fiir die Polymerisation am Plus-Ende zur Verfiigung stehen (in Anlehnung an
Disanza et al., 2005).

1.3.1 Thymosin-4 und Profilin

Eine Moglichkeit die Aktin-Polymerisation zu beeinflussen besteht darin, die
Polymerisationsfahigkeit von Aktinmonomeren einzuschridnken bzw. zu férdern. Zwei
Aktinmonomer-bindende Proteine sind Thymosin-34 und Profilin. Thymosin-4 gehdort
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zu einer Familie von hoch konservierten kleinen Proteinen, die urspriinglich aus der
Thymusdriise isoliert wurden. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass sie weit verbreitet
sind (Erickson-Viitanen et al., 1983; Nachmias, 1993). Zytoplasmatisches Thymosin-34
bindet G-Aktin in stochiometrischen 1:1-Komplexen, wodurch das monomere Aktin-
Reservoir in der Zelle stabilisiert und die Polymerisation inhibiert wird. An Thymosin
gebundende Aktinmonomere befinden sich in einem geschlossenen Zustand, in dem sie
weder an das Plus- noch an das Minus-Ende eines Aktinfilaments binden kénnen und
auch ihr gebundenes Nukleotid weder hydrolysieren noch austauschen konnen.
Thymosin-B4 ist jedoch nicht nur ein G-Aktin-bindendes Protein, sondern kann in
hohen Konzentrationen auch mit F-Aktin interagieren (Carlier et al., 1996; Sun et al.,
1996; Ballweber et al., 2002). An der Mobilisierung und Repolymerisation von G-Aktin
sind wiederum Profilin (Pantaloni & Carlier, 1993) und andere Aktin-bindende Proteine
beteiligt. Profilin ist ein kleines ubiquitir vorkommendes eukaryontisches Protein, das
den Nukleotidaustausch am G-Aktin katalysieren und die Aktin-Polymerisation fordern
kann (Goldschmidt-Clermont et al., 1992; Sohn & Goldschmidt-Clermont, 1994; dos
Remedios et al, 2003; Jockusch et al., 2007). Es gehort zu den am hdochsten
exprimierten zytoplasmatischen Proteinen und ist im gesamten Zytoplasma verteilt.
Profilin bindet an die der ATP-bindenden Tasche gegeniiberliegende Seite von G-Aktin
und blockiert so die Stelle am Monomer, mit der es sich normalerweise an das Minus-
Ende des Filaments anlagern wiirde. Der Profilin/Aktin-Komplex kann sich jedoch
leicht an ein freies Plus-Ende anhingen. Sobald dies geschieht, wird eine
Konformationsédnderung induziert, die die Affinitdt fiir Profilin reduziert, so dass
Profilin abféllt und das Aktinfilament um eine Untereinheit ldnger vorliegt (Pollard,
1999; Jockusch et al., 2007). Profilin konkurriert mit Thymosin um die Bindung an
einzelne Aktinmonomere, und eine ortliche Aktivierung der Profilinmolekiile verschiebt
Aktinuntereinheiten von dem Thymosin-gebundenden Reservoir zu den Plus-Enden der
Filamente. Mehrere intrazelluldire Mechanismen kontrollieren die Aktivitdt von Profilin,
darunter die Phosphorylierung des Profilins und die Bindung des Profilins an
Inositolphospholipide (Lassing & Lindberg, 1988; Goldschmidt-Clermont et al., 1990;
Sohn et al.,, 1995). Diese Mechanismen konnen die Stelle, an der Profilin wirkt,
bestimmen. Die Féhigkeit von Profilin, gespeicherte Aktinmonomere zu den
wachsenden Enden der Filamente zu bringen, ist z.B. fiir den Filamentaufbau an der
Plasmamembran wichtig. Profilin ist iiber saure Phospholipide der Membran an die
zytosolische Seite der Plasmamembran gebunden. Hier konnen extrazelluldre Signale
eine explosionsartige Polymerisation von Aktin auslosen oder die Erweiterung von
Aktin-reichen beweglichen Strukturen, wie den Filopodien und Lamellipodien. AuB3er
an Aktin und Phospholipide kann Profilin auch an eine Reihe anderer intrazellulédrer
Proteine binden, die eine Prolin-reiche Domine haben (wie z.B. Ena/VASP-Proteine,
WASP und N-WASP). Diese Proteine tragen vermutlich auch dazu bei, Profilin an
Stellen zu binden, wo ein rascher Aktinaufbau nétig wird (Sohn & Goldschmidt-
Clermont, 1994). Profilin nimmt durch die Bindung von Aktinmonomeren eine
Schliisselrolle in der regulierten Aktin-Polymerisation ein. Zunehmend setzt sich die
Erkenntnis durch, dass Profiline aber auch in anderen zelluliren Prozessen eine Rolle
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spielen, wie etwa in der Endo- und Exozytose und in spezifischen Prozessen neuronaler
Zellen (Witke, 2004).

1.3.2 Tropomyosin und Cofilin

Sobald ein Aktinfilament durch Nukleation und Wachstum aus dem Untereinheiten-
reservoir gebildet wurde, werden seine Stabilitit und seine mechanischen Eigenschaften
oftmals durch eine Reihe von Proteinen, die sich an die Seiten des Polymers anlagern,
beeinflusst. Unterschiedliche mit den Filamenten verbundene Proteine nutzen ihre
Bindungsenergie, um die Freie Energie des Polymerzustands entweder zu erhéhen oder
zu erniedrigen und dabei das Polymer entweder zu stabilisieren oder zu destabilisieren.
In den meisten Zellen werden Aktinfilamente durch die Bindung von Tropomyosin
stabilisiert (Gunning et al., 2008). Tropomyosin bildet ein ca. 40 nm langes
fadenformiges Molekiil, das aus zwei identischen Polypeptidketten besteht und
gleichzeitig an sieben Aktinuntereinheiten in einem Protofilament bindet, wobei sich die
benachbarten Tropomyosine iiberlappen. Die Bindung von Tropomyosin am
Aktinfilament kann die Bindung anderer Proteine (z.B. Myosin) an das Filament
verhindern. Daher ist die Kontrolle der Tropomyosinbindung ein wichtiger Schritt bei
der Muskelkontraktion. Ein anderes wichtiges Aktinfilament-bindendes Protein, das in
allen eukaryontischen Zellen vorkommit, ist Cofilin (auch als Aktin-depolymerisierender
tor, ADF, bezeichnet), das die Aktinfilamente destabilisiert und sowohl an monomeres
G-Aktin, als auch an filamentdses F-Aktin binden kann (Carlier et al., 1997; Theriot,
1997; Bamburg, 1999). Die Bindung von Cofilin entlang dem Aktinfilament dridngt das
Filament in eine engere Windung. Dieser mechanische Stress lockert die Bindungen
zwischen den Aktinuntereinheiten des Filaments, wodurch das Filament briichiger wird
und leichter fragmentiert. Zudem konnen ADP-Aktinuntereinheiten leichter vom
Minus-Ende des Filaments dissoziieren. Cofilin bindet eher an ADP-tragende
Aktinfilamente als an ATP-enthaltende Filamente (dos Remedios et al., 2003). Da die
Hydrolyse des ATP normalerweise langsamer verlduft als die Fragmentverlingerung,
enthalten junge Aktinfilamete in einer Zelle noch hauptsidchlich ATP und sind resistent
gegen eine Depolymerisation durch Cofilin. Cofilin wird also nur effizient die éltesten
Filamente in einer Zelle abbauen und bewirkt dadurch den raschen Umsatz der
Aktinfilamente. Cofilin wurde zudem eine Filament-schneidende Aktivitit
nachgewiesen, die den Umsatz der Aktinfilamente weiter steigern kann und so eine
erhohte und variable Aktinfilamentdynamik ermoglicht (Bamburg, 1999; dos Remedios
et al., 2003; Ono, 2007).

1.3.3 CapZ und Tropomodulin

Ein Aktinfilament, das nicht weiterwédchst und nicht durch die Zelle in besonderer
Weise stabilisiert wird, kann rasch depolymerisieren. Es kann Untereinheiten sowohl
von seinem Plus- als auch von seinem Minus-Ende verlieren, sobald die Aktinmolekiile
an diesen Enden ihr ATP hydrolysiert und sich in die D-Form umgewandelt haben. Die
rascheste Umwandlung kann aber am Plus-Ende eintreten. Ein Aktinfilament kann
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durch die Bindung eines Kappe-bildenden Proteins am Plus-Ende stabilisiert werden,
das die Geschwindigkeit sowohl des Filament-Wachstums als auch der Filament-
Depolymerisation stark hemmt, da es das Plus-Ende inaktiviert. Tatséchlich sind die
meisten Aktinfilamente in einer Zelle an ihren Plus-Enden durch Proteine wie CapZ mit
einer Kappe versehen (Weeds & Maciver, 1993; Cooper & Schafer, 2000; dos
Remedios et al., 2003). CapZ kommt in allen eukaryontischen Zellen vor und ist im
Skelettmuskel in der Z-Scheibe lokalisiert (Casella et al., 1987). Die Kontrolle der
Kappenbildung durch verschiedene ortlich begrenzte intrazelluldre Signale ermoglicht
es einer Zelle, spezifische Teile ihres Zytoskeletts zu erhalten oder abzubauen. Die
Kappen-bildenden Proteine am Plus-Ende werden durch die Inositolphospholipide PIP
(Phosphoinositolphosphat) und PIP, (Phosphoinositol-4,5-Bisphosphat) reguliert
(Schafer et al., 1996). Eine durch Aktivierung der entsprechenden Zelloberflichen-
Rezeptoren bewirkte Erhohung der PIP- bzw. PIP,-Konzentration entfernt die Kappen
von den Plus-Enden. Dies macht die Plus-Enden frei fiir die Verldngerung und bewirkt
so die Polymerisation von Aktinfilamenten in oOrtlich begrenzte Regionen der Zelle. In
Muskelzellen, in denen die Aktinfilamente besonders langlebig sind, sind die Filamente
an beiden Enden mit Kappen versehen: CapZ ist an den Plus-Enden, Tropomodulin an
den Minus-Enden angelagert. Tropomodulin bindet nur an die Minus-Enden von
Aktinfilamenten, die mit Tropomyosin bedeckt sind und dadurch schon etwas
stabilisiert sind (Fischer & Fowler, 2003; Kostyukova, 2008). Im Gegensatz zu den
Kappen-bildenden Proteinen am Plus-Ende sind Kappen-bildende Proteine am Minus-
Ende eine Seltenheit. Neben Tropomodulin und Arp2/3 bindet kein weiteres Protein an
die Minus-Enden von F-Aktin und kein anderes Protein inhibiert die Verldngerung der
Filamente an diesem Ende (dos Remedios ef al., 2003).

1.3.4 Fimbrin, a-Aktinin und Villin

In Tierzellen sind Aktinfilamente als Biindel und gelartige Netzwerke angeordnet.
Demnach werden auch die entsprechenden Hilfsproteine in zwei Gruppen eingeteilt: in
biindelnde Proteine und netzbildende Proteine (Jeanteur, 1999; Carraway, 2000; Omary,
2004; Li & Gundersen, 2008). Biindelnde Proteine vernetzen die Aktinfilamente in
paralleler Anordnung, wihrend die netzbildenden Proteine zwei Aktinfilamende in
einem grofBen Winkel zueinander halten und so ein loses Netzwerk bilden. Fimbrin und
o-Aktinin sind weit verbreitete Aktin-biindelnde Proteine (Matsudaira, 1994; Otto,
1994). Fimbrin ist ein kleiner Quervernetzer mit zwei Aktin-Bindungsdoménen nahe
beieinander auf einer einzigen Polypeptidkette. Es ist in den parallelen Aktinfilament-
Biindeln der Filopodien am Leitsaum der Zelle angereichert und vermutlich die Ursache
fiir die enge Aneinanderlagerung dieser Aktinfilamente. a-Aktinin besitzt zwei Aktin-
bindende Doménen, die durch zwei in einem Dimer zusammengehaltene Polypeptid-
ketten gebildet werden (Sjoblom et al., 2008). Es ist in Stressfasern angereichert, wo es
die relativ lose Quervernetzung der Aktinfilamente in den kontraktilen Biindeln
hervorruft. Jede Art Biindelprotein bestimmt, welches andere Molekiil mit einem
Aktinfilament in Wechselwirkung treten kann. Myosin II ist das Protein in Stressfasern
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und anderen kontraktilen Gittern, das flir deren Kontraktionsvermogen verantwortlich
ist. Die sehr enge Packung der Aktinfilamente durch Fimbrin schliet anscheinend
Myosin aus, und daher sind Filopodien nicht kontraktil. Andererseits ermdglicht die
lose Packung durch a-Aktinin ein Eindringen des Myosins in die Stressfaser, die daher
kontraktil ist. Der sehr unterschiedliche Abstand zwischen den Aktinfilamenten fiihrt
dazu, dass ein Biindeln durch Fimbrin automatisch ein Biindeln durch o-Aktinin
unmoglich macht, und umgekehrt, so dass die beiden Biindelproteine sich gegenseitig
ausschlieBen. Villin ist ein anderes Biindelprotein, das dhnlich wie Fimbrin, zwei
Aktinfilament-Bindungsstellen sehr nahe beieinander auf einer einzigen Polypeptidkette
hat (Khurana & George, 2008). Villin hilft zusammen mit Fimbrin, die 20-30
Aktinfilamente eng zu biindeln, die in Mikrovilli gefunden werden. Mikrovilli sind
fingerartige Ausstiilpungen der Plasmamembran auf der Oberflache vieler Epithelzellen.
Sie vergrofern in hohem Ausmal} die Resorptionsfliche resorbierender Zellen, wie z.B.
im Diinndarm. Neben seiner Funktion als Aktin-biindelndes Protein ist Villin auch an
der Nukleation, Kappenbildung und Fragmentierung von Aktinfilamenten beteiligt
(Friederich et al., 1999; Silacci et al., 2004).

1.3.5 Filamin und Spektrin

Ein gut untersuchtes netzbildendes Protein ist Spektrin, das zuerst in roten Blut-
korperchen nachgewiesen wurde. Spektrin ist ein langes, biegsames Protein, das aus
vier lidnglichen Polypeptidketten, zwei a-Untereinheiten und zwei B-Untereinheiten,
aufgebaut ist (Carraway, 2000; Thomas, 2001; Chakrabarti et al., 2006). In der roten
Blutzelle ist Spektrin unmittelbar unter der Plasmamembran konzentriert, wo es ein
zweidimensionales Netzwerk bildet, das durch kurze Aktinfilamente zusammengehalten
wird. Spektrin kniipft dieses Netz an die Plasmamembran, da es mehrere
Bindungsstellen fiir periphere Membranproteine hat, die wiederum selbst durch
integrale Membranproteine nahe an der Lipid-Doppelmembran gehalten werden. Das
sich dadurch ergebene Netzwerk bildet eine steife Zellrinde, die der darauf liegenden
Plasmamembran eine mechanische Stiitze bietet und es der roten Blutzelle ermdglicht,
nach der Passage durch eine Kapillare wieder ihre urspriingliche Form anzunehmen.
Nahe Verwandte von Spektrin finden sich in der Zellrinde der meisten anderen
Zellarten der Wirbeltiere, wo sie ebenfalls dazu beitragen, der Oberflichenmembran
Form und Festigkeit zu verleihen (Chakrabarti ef al., 2006). Ein weiteres netzbildendes
Protein ist Filamin, welches die Bildung eines losen und sehr viskosen Gels hervorruft,
indem es zwei Aktinfilamente im Winkel von anndhernd 90° zusammenhélt (Popowicz
et al., 2006; Komaletdinova & Pinaev, 2006). Die von Filamin gebildeten Aktingele
sind fiir die Ausbildung der diinnen, blattartigen, als Lamellipodien bezeichneten
Auswachsungen der Zellen notig, die der Zelle das Wandern iiber ein Substrat
ermoglichen.
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1.3.6 Gelsolin

Ein vorhandenes langes Aktinfilament kann in viele kleinere Filamente gespalten
werden, wodurch eine grofle Anzahl neuer Filament-Enden entsteht. Unter bestimmten
intrazelluliren Bedingungen konnen diese neu gebildeten Enden Filamentwachstum
auslosen, und so kann das Spalten von Filamenten den Aufbau neuer Filamentgefiige
beschleunigen. Unter anderen Bedingungen kann das Spalten die Depolymerisation des
alten Filaments durch eine Erhohung der Depolymerisationsgeschwindigkeit um einen
Faktor 10 oder mehr beschleunigen. Zusétzlich édndert das Spalten von Filamenten die
physikalischen und mechanischen Eigenschaften des Zytoplasmas, da steife, lange
Biindel und Gele mit dem Spalten der Filamente viskoser werden. Die meisten Aktin-
spaltenden Proteine, wie z.B. Gelsolin, Villin und Adseverin, gehoren zu der Gelsolin-
Superfamilie, deren Spaltaktivitit durch eine Erhhung der zytoplasmatischen Ca®'-
Konzentration aktiviert wird (Sun et al., 1999; dos Remedios et al., 2003; Silacci et al.,
2004). Gelsolin besitzt Unterdoménen, die an zwei unterschiedlichen Stellen an der
Aktinuntereinheit binden; die eine liegt offen an der Oberfliche des Filaments, wihrend
die andere normalerweise durch Léngsbildung an die nédchste Untereinheit im
Protofilament versteckt ist (Sun et al., 1999). Gemill einem Modell fiir die Trennung
durch Gelsolin bindet Gelsolin an die Seite eines Aktinfilaments und sobald durch
thermische Fluktuation eine kleine Spalte zwischen den benachbarten Untereinheiten
der Protofilamente entsteht, dringt Gelsolin seine Untereinheit in den Spalt und bricht
so das Filament. Wenn Gelsolin ein Aktinfilament gespalten hat, bleibt es am Plus-Ende
gebunden und wird als kappenbildendes Protein aktiv. Es kann jedoch, wie mehrere
andere Aktinfilamente kappende Proteine, durch eine ortliche Erhéhung der PIP,-
Konzentration vom Filament gelost werden (dos Remedios et al, 2003; Weeds &
Maciver, 1993).

1.3.7 Arp2/3-Komplex, Formine, Spir und Cobl

Die spontane Nukleation von Aktin erfolgt sehr langsam, da sie thermodynamisch
ungiinstig ist. Um den Erfordernissen schneller Bewegungsvorgiange in Zellen gerecht
zu werden, bedarf es eines regulierbaren Aktinnukleators, um den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt der Nukleation zu beschleunigen und damit die rasche
Filamentbildung zu ermoglichen. Wichtige Aktinnukleatoren sind der Arp2/3-Komplex,
die Formin-Proteinfamilie und Spir-Proteinfamilie (Abb. 2). Der Arp2/3-Komplex ist
der am besten charakterisierte Nukleator neuer Aktinfilamente in eukaryontischen
Zellen (Ma et al., 1998; Machesky & Gould, 1999; Mullins & Pollard, 1999; Welch,
1999; Svitkina & Borisy, 1999; Volkmann et al., 2001). Er ist in Bereichen raschen
Aktinfilament-Wachstums, wie den Lamellipodien, zu finden (Machesky et al., 1997;
Schafer et al., 1998; Svitkina & Borisy, 1999). Arp2 und Arp3 (actin related protein)
gehdren zu einer Familie von Proteinen, die in ihrer Sequenz und Struktur Aktin zu
einem gewissen Grad &dhneln (Frankel & Mooseker, 1996). Der aus den sieben
Proteinen Arp2, Arp3 und ARPCI-5 (in Sidugern p16, p20, p21, p34 und p40 benannt)
bestehende Komplex ist in einer Vielzahl von Organismen, von Hefen bis Séugern, zu
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finden. Die atomare Struktur des Arp2/3-Komplexes wurde kristallographisch
aufgeklart (Robinson et al., 2001). Arp2 und Arp3 weisen eine dhnliche Faltung wie
Aktin auf. Sie bilden im aktivierten Zustand ein Heterodimer aus, welches einem freien
Plus-Ende eines Aktinfilaments &hnelt und als Nukleus die Aktin-Polymerisation
katalysiert. Die fliinf weiteren neben Arp2 und Arp3 im Komplex assoziierten Proteine
sind wahrscheinlich fiir die Verankerung an ein Aktinfilament verantwortlich, denn
neben der schnellen Nukleation sorgt der Arp2/3-Komplex fiir ,,Y-formige* Verzwei-
gungspunkte zweier Filamente wihrend der Aktin-Polymerisation (Mullins et al., 1998;
Svitkina & Borisy, 1999). Diese Verzweigungspunkte fithren zu einem baumchenartig
verastelten Netzwerk von Aktinfilamenten. Fiir den Mechanismus der Nukleation und
Filamentverzweigung werden zwei Modelle diskutiert. Das Modell der ,,dendritischen
Nukleation* geht von einer seitlichen Anlagerung des Arp2/3-Komplexes an ein bereits
vorhandenes ,,Mutterfilament® aus, von wo aus ein ,,Tochterfilament* nukleiert wird
(Mullins et al., 1998; Blanchoin et al., 2000; Pollard et al., 2000). Beim Modell der
»Plus-Enden-Verzweigung™ wird hingegen angenommen, dass der Arp2/3-Komplex an
die schnell wachsenden Plus-Enden der Filamente bindet und dort die Bildung zweier
,»Tochterfilamente” induziert (Pantaloni et al, 2000). Aufgrund von elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen des Aktinnetzwerkes in Lamellipodien wird das Modell
der ,,dendritischen Nukleation® derzeit favorisiert (Bailly et al., 1999; Svitkina &
Borisy, 1999; Amann & Pollard, 2001; Ichetovkin et al., 2002). Da der Arp2/3-
Komplex an sich nur eine geringe Nukleationsaktivitdt besitzt (Mullins et al., 1998),
muss er durch NPFs (nucleation promoting factors), zu denen die Proteine der
WASP/Scar-Famile gehoren, in Anwesenheit von F-Aktin aktiviert werden (Machesky
et al., 1999; Rohatgi et al., 1999; Yarar et al., 1999). Die in Eukaryonten ubiquitéren
Proteine der Formin-Familie sind auBlerordentlich wirksame Regulatoren der
Aktindynamik (Higgs, 2005; Faix & Grosse, 2006; Kovar, 2006; Goode & Eck, 2007).
Sie spielen z.B. bei der Ausbildung von Filopodien und Stressfasern, sowie bei der Zell-
Adhésion und der Endozytose eine wichtige Rolle. Formine sind sehr grofle
Multidoménenproteine aus bis zu 2000 Aminosdureresten und zeichnen sich durch eine
hochkonservierte FH2-Doméne (Formin-Homologie-2-Doméne) im C-terminalen
Bereich aus, der in den meisten Fillen eine Prolin-reiche FH1-Doméine vorgelagert ist
(Wallar & Alberts, 2003; Zigmond et al., 2003). Im Gegensatz zum Arp2/3-Komplex
nukleieren Formine lineare unverzweigte Aktinfilamente und sind auch in der Lage
Aktin de novo zu assemblieren (Goode & Eck, 2007; Abb. 2). Somit fithren der Arp2/3-
Komplex und Formine zur Ausbildung génzlich unterschiedlicher zelluldrer
Aktinstrukturen. Ein weiterer Unterschied zwischen diesen beiden Aktinnukleatoren ist
ihre Interaktion mit den unterschiedlichen Enden der Aktinfilamente. Wéhrend der
Arp2/3-Komplex nur an die Minus-Enden bindet, bleiben Formine dauerhaft mit dem
schnell wachsenden Plus-Ende assoziiert (Xu et al., 2004). Zu der Formin-
Proteinfamilie gehort z.B. die wenig untersuchte Cappuccino-Untergruppe, welche
unter anderem die zwei Sduger-Homologe Formin-1 und Formin-2 umfasst (Emmons et
al., 1995; Leader & Leder, 2000).
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Abbildung 2. Schematische Darstellung verschiedener Aktin-Nukleationsmechanismen

(a) Die spontante Nukleation von Aktin ist thermodynamisch ungiinstig und ist der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt in der Polymerisation, da kurze Aktin-Oligomere instabil sind und leicht zerfallen.
(b) Der Arp2/3-Komplex ahmt vermutlich ein Aktin-Dimer oder -Trimer nach und fungiert so als
Nukleus fiir die Bildung eines neuen Aktinfilaments, das von einem vorhandenen Filament abzweigt und
zu ,,Y-verzweigten™ Aktin-Netzwerken fiihrt. (c) Die vier G-Aktin-bindenden WH2-Doménen von Spir
vermitteln die Assoziation von vier Aktin-Untereinheiten und dienen als Nukleus fiir die Polymerisation
eines unverzweigten Filaments. (d) Formine fordern ebenfalls die Nukleation von unverzweigten
Filamenten. Vermutlich bilden die Formin-Homologie-2 (FH2)-Dominen ein Dimer, das ein Aktin-
Dimer oder -Trimer stabilisiert und den Nukleationsprozess erleichtert. NPF; nucleation-promoting factor
(in Anlehnung an Goley & Welch, 2006)

Die Spir-Proteine gehoren zu einer dritten Klasse von Aktinnukleatoren, die einen
weiteren Nukleationsmechanismus besitzen und die im Gegensatz zum Arp2/3-
Komplex und zu den Forminen bisher nur in Metazoen identifiziert wurden (Baum &
Kunda, 2005; Kerkhoff, 2006; Bosch et al., 2007; Quinlan et al., 2007). Spir-Proteine
sind groe Multidominenproteine, die insgesamt vier WASP-Homologie-2 (WH2)-
Doménen enthalten. WH2-Doménen kommen in einer Vielzahl von Aktin-
Bindeproteinen vor und konnen in zwei groBBe Unterklasse eingeteilt werden: den
WASP/WAVE-idhnlichen sowie den Thymosin-B4-dhnlichen WH2-Doméinen. Nach
einem Modell von (Quinlan et al.,, 2005) erfolgt die Aktinnukleation durch Spir
folgendermaBlen: Die vier WH2-Doméinen innerhalb von Spir rekrutieren vier ATP-
Aktinmomomere, wodurch ein einzelstringiges Aktin-Tetramer entsteht, das als
Nukleus fiir die Aktin-Polymerisation dient (Abb.2). Daraufhin werden weitere ATP-
Aktinmonomere rekrutiert und erzeugen ein einzelstringiges Polymer, welches nach der
Umwandlung in eine doppelstringige Form ein geeignetes Substrat fiir die schnelle
Aktin-Polymerisation am Minus-Ende darstellt. Spir-Proteine nukleieren, wie Formine
unverzweigte Aktinfilamente, verbleiben jedoch an deren Minus-Ende, wie der Arp2/3-
Komplex. In jlingster Zeit wurde Cordon-Bleu (Cobl) als ein weiterer Aktinnukleator
identifiziert (Ahuja et al., 2007). Cobl ist ein im Gehirn angereichertes Protein, das
mehrere prolinreiche Doménen und drei WH2-Doménen enthilt. Die Cobl-vermittelte
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Aktin-Polymerisation fiihrt zu nicht gebiindelten, unverzweigten Filamenten, wobei das
Wachstum am Minus-Ende stattfindet. Um die Aktinnukleation zu realisieren, bendtigt
Cobl alle seine drei WH2-Dominen (Ahuja et al., 2007; Renault et al., 2008).

1.4 Zentrale Regulatoren des Aktin-Zytoskeletts

1.4.1 Regulation der Aktindynamik durch Rho-GTPasen

Der Aufbau und die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts erfolgt als Reaktion auf
duBere Signale, wie z.B. Lockstoffe (Chemokine). Auf molekularer Ebene fiihrt die
Bindung extrazelluldrer Liganden an ihre membranstindigen Rezeptoren, wie z.B.
Rezeptor-Tyrosinkinasen, zur Aktivierung von Nicht-Rezeptor-Kinasen, Adpater-
molekiilen, GTP-bindenden Proteinen sowie weiteren Faktoren. Bei der Ubertragung
von Signalen zum Zytoskelett sind die GTP-bindenden Proteine hdufig Mitglieder der
Rho-GTPase-Familie (Hall, 1998; Jeanteur, 1999; Hall & Nobes, 2000). Rho-GTPasen
sind monomere Proteine mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 20-40
kDa, die zur Ras-Superfamilie gehoren und meistens ubiquitér exprimiert werden. Sie
sind wichtige Regulatoren der Signaltransduktion, indem sie Signale ausgehend von
Rezeptoren zu den Effektoren weiterleiten und so verschiedene Zellfunktionen
beeinflussen (Hall, 1998; Hall, 1990; Takai et al., 2001). Die bekanntesten Vertreter der
Rho-Proteinfamilie sind die GTPasen RhoA, Racl und Cdc42. Wie andere Mitglieder
der Ras-Superfamilie wirken auch diese Rho-Proteine bei der Kontrolle zelluldrer
Prozesse als molekulare Schalter, da sie zwischen einem aktiven, GTP-gebundenden
Zustand und einem inaktiven, GDP-gebundenden Zustand hin und her wechseln. An der
Regulation dieses Zyklus sind drei unterschiedliche Proteinfamilien beteiligt: GDIs,
GEFs und GAPs. In der GDP-gebundenen Form liegen die GTPasen an Guanin-
Dissoziationsinhibitoren (GDIs) gebunden im Zytoplasma vor (Ueda ef al., 1990). Diese
Regulatorproteine verhindern die Dissoziation von GDP und in der Folge die
Aktivierung der Rho-GTPasen. Erreichen extrazelluldre Stimuli die Zellen, 16sen sich
die GDIs von den GTPasen, die daraufhin zur Plasmamembran translozieren. Zur
Aktivierung der GTPasen kommt es durch die Wirkung von Guanin-Austauschfaktoren
(guanine nucleotide exchange factors; GEFs), die die Dissoziation von GDP
beschleunigen und die Bindung von GTP an die Rho-GTPase ermoglichen (Takai ef al.,
2001; Hall & Nobes, 2000). Extrazelluldre Signale fiihren hdufig zur Aktivierung der
GEFs. Die Inaktivierung der Rho-GTPasen erfolgt durch Hydrolyse von GTP zu GDP
iiber eine intrinsische GTPase-Aktivitdt. Dabei konnen so genannte GTPase-
aktivierende Proteine (GAPs) die intrinsische GTPase-Aktivitdt steigern und die
Riickkehr der Rho-GTPasen in den inaktiven GDP-gebundenden Zustand fordern
(Takai et al., 1993). Durch GDI-Proteine konnen die GTPasen nach der Inaktivierung
aus der Membran gelost und wieder ins Zytosol {iberfiihrt werden (Hall & Nobes,
2000). Rho-GTPasen binden im aktiven Zustand an diverse Effektormolekiile und
vermitteln so die Effekte auf das Zytoskelett (Bishop & Hall, 2000). Die
Effektorproteine  konnen Proteinkinasen, Lipidkinasen, Phospholipasen und



1 EINLEITUNG 13

Adapterproteine sein. Die genauen Signalwege, die von den Rho-GTPasen zum
Zytoskelett fiihren sind bisher nur teilweise aufgekldrt. Im Fall von Cdc42 ist bereits
gezeigt worden, dass die aktivierte Form des Proteins an die GTPase-Bindungsdoméne
(GBD) von WASP bzw. N-WASP bindet, wodurch die Proteine durch eine
Konformationsdnderung aktiviert werden. Dieses fiihrt schlieflich zur Nukleation und
Polymerisation von Aktin und im Fall von N-WASP zur Ausbildung von Filopodien
oder kiirzeren als Miksospikes bezeichneten Zellvorstiilpungen. Die Aktivierung von
Rac fordert die Aktin-Polymerisation am Zellrand, was zur Bildung von blattartigen
Lamellipodien und Membranfalten fiithrt. Zu den Effektoren von Rac gehoren die
WAVE-Proteine sowie die Serin/Threonin-Kinasen der PAK (p21 activated kinase)-
Proteinfamilie. Die Aktivierung von Rho begiinstigt sowohl die Biindelung von Aktin-
und Myosinll-Filamenten zu Stressfasern als auch die Zusammenlagerung von
Integrinen und zugehdrigen Hilfsproteinen zu Fokalkontakten. Die Signalweiterleitung
von der GTPase Rho erfolgt iiber seine Effektorproteine, wie z.B. der Rho-Kinase
(ROCK) und mDia (Etienne-Manneville & Hall, 2002).

1.4.2 Die Familie der WASP/WAVE-Proteine

Die Multidoméinenproteine der WASP/WAVE-Familie sind an einer Vielzahl von
Signalwegen beteiligt und stellen als zentrale Regulatoren der zelluldren Aktindynamik
die Verbindung zwischen den Rho-GTPasen Cdc42 und Rac und dem Aktinnukleator
Arp2/3-Komplex her (Machesky & Insall, 1998; Machesky et al., 1999; Rohatgi et al.,
1999; Pollard et al., 2000; Miki & Takenawa, 2003; Stradal et al., 2004). In Séugetieren
umfasst die WASP-Familie fiinf Mitglieder: WASP, N-WASP und drei WASP- und
Verprolin-homologe (WAVE) Proteine, die auch als Scar (suppressor of cAMP-
receptor)-Proteine bezeichnet werden. Wihrend WASP nur im hdmatopoetischen
System vorkommt, ist N-WASP ubiquitir exprimiert, ebenso wie die WAVE-Isoform
WAVE-2, wohingegen WAVE-1 und -3 hauptsdchlich im Nervensystem vorkommt.
WASP wurde als Produkt eines Gens identifiziert, das in Patienten mit dem Wiskott-
Aldrich-Syndrom (WAS) mutiert ist und eine selten vorkommende X-chromosomal
vererbte Immunschwéche auslost (Derry et al., 1994). Ein Homolog von WASP wurde
spéter aus Gehirn isoliert und als neuronales (N)-WASP bezeichnet (Miki ef al., 1996).
N-WASP weist eine 50 %-ige Sequenzhomologie zu WASP auf und besitzt die gleichen
funktionalen Doménen und Motive, einschlieBlich der konservierten C-terminalen
VCA-Region. Diese setzt sich aus der Verprolin-Homologie (V)-Doméne, Cofilin-
Homologie (C)-Domine und der sauren (acidic, A) Domédne zusammen. Die V-Doméne
bindet Aktinmonomere und ist in vielen Proteinen zu finden, die die Aktin-
Polymerisation regulieren (Paunola et al., 2002). Die C- und die A-Doméne binden und
aktivieren den Arp2/3-Komplex (Robinson ef al., 2001). Das Modul aus V-, C- und A-
Doméne ist die kleinstmogliche benétigte Region zur Bindung und Aktivierung des
Arp2/3-Komplexes. WAVE wurde als ein weiteres WASP-Homolog identifiziert, das
eine VCA-Region besitzt (Miki et al., 1998). Die VCA-Region der WASP/WAVE-
Proteine wird in N-terminale Richtung von einer Prolin-reichen Sequenz gefolgt, die
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von einer grole Anzahl von SH3-Doménen-enthaltenden Proteinen, sowie Profilin,
gebunden werden kann (Carlier et al., 2000; Fukuoka et al., 2001; Rohatgi et al., 2001;
Suetsugu et al., 1998; Yang et al., 2000; Yarar et al., 2002). Wihrend der C-Terminus
bei den Mitgliedern der WASP/WAVE-Familie homolog ist, so definiert die
N-terminale Doméne die Zugehorigkeit zur WASP- oder WAVE/Scar-Klasse von
Proteinen. WASP und N-WASP enthalten die WH1 (WASP-Homologie-1)-Domiéne,
welche der EVH1 (Ena- und VASP-Homologie-1)-Domidne der Ena/VASP-Protein-
Familie &hnelt. WAVE/Scar-Proteine enthalten stattdessen die WHD (WAVE-
Homologie)-Domine. Die WH1-Dominen von WASP und N-WASP binden an Prolin-
reiche Motive wie z.B. in WIP (WASP-interagierendes Protein; Ramesh et al., 1997),
wihrend die WHD-Doméne von WAVE eine Interaktionsoberflidche fiir Abi (4belson
interactor)-Proteine darstellt (Innocenti et al., 2004). Aufgrund der stetig wachsenden
Anzahl von Bindungspartnern spielen WASP und N-WASP in einer Vielzahl Aktin-
abhingiger Prozesse eine zentrale Rolle. WASP und N-WASP konnen iber ihre
zentrale GTPase-bindende Domine (GBD) direkt an aktiviertes Cdc42 binden. Diese
Bindung fiihrt zu einer Entfaltung bzw. Konformationsénderung von WASP und
N-WASP, so dass die VCA-Doméine den Arp2/3-Komplex binden und aktivieren kann.
Im Gegensatz zu WASP und N-WASP sind die WAVE-Proteine in den Rac-Signalweg
eingebunden, enthalten aber keine GBD-Doméne und binden daher nicht direkt an diese
GTPase (Miki et al., 1998).

1.4.3 Ena/VASP-Proteine

Ena/VASP-Proteine sind eine konservierte Familie von regulatorischen Proteinen, die
die F-Aktin-Dynamik steuern und sich aus den EVH1-, EVH2-Doménen und einer
Prolin-reichen zentralen Region zusammensetzen (Sechi & Wehland, 2004). Sie
beeinflussen Aktin-basierte Prozesse, wie z.B. Zell-Zell- und Zell-Substrat-Adhédsion
(Ahern-Djamali et al., 1998; Vasioukhin et al., 2000; Collard et al., 2002; Comerford et
al., 2002; Lawrence et al., 2002), Thrombozyten Aktivierung (Aszodi et al., 1999;
Hauser et al., 1999), Axon-Fiihrungsprozesse (Bashaw et al., 2000) und die Motilitit
sowohl von Zellen (Bear ef al., 2000; Machesky, 2000; Reinhard ef al., 2001; Loureiro
et al., 2002) als auch die des pathogenen Bakteriums Listeria monocytogenes (Niebuhr
et al., 1997; Laurent et al., 1999; Loisel et al., 1999; Geese et al., 2002). Die
Ena/VASP-Famile besteht aus Drosophila Ena (enabled; Gertler et al., 1995),
Caenorhabditis Unc-34, Dictyostelium DdVASP und den drei Familien-Mitgliedern, die
in Sdugetieren vorkommen: VASP (Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein), Mena
(mammalian ena; Gertler et al., 1996) und Evl (Ena-VASP-like; Gertler et al., 1996).
VASP wurde urspriinglich als Substrat der cAMP- und cGMP- abhdngigen
Proteinkinasen (PKA und PKG) in humanen Thrombozyten identifiziert (Halbrugge et
al., 1990; Halbrugge & Walter, 1989), wobei die VASP-Phosphorylierung mit einer
Hemmung der Blutplittchenaggregation korreliert (Nolte ef al., 1991; Butt ef al., 1994;
Aszodi et al., 1999). Ena wurde als Supressor einer Abelson-Tyrosin-Kinase (Abl)-
Mutation identifiziert (Gertler et al., 1990) und ist in die Wachstumsverzégerung von
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Axonen involviert (Bashaw et al., 2000). Evl wurde wie Mena aufgrund von
Sequenzhomologien zu Ena identifiziert (Gertler et al., 1996). Alle Mitglieder der
Ena/VASP-Proteinfamilie besitzen eine einheitliche, dreigeteilte Domédnenstruktur
bestehend aus einer N-terminalen Ena- und VASP-Homologie-1 (EVH1)-Domine und
einer C-terminalen EVH2-Doméne, die durch eine Prolin-reiche Region voneinander
getrennt sind (Haffner et al., 1995; Gertler et al., 1996). Ena/VASP-Proteine binden
tiber die EVHI-Domine Prolin-reiche Liganden, wie die Fokalen-Kontakt-Proteine
Vinculin (Reinhard et al., 1996) und Zyxin (Reinhard et al., 1995b), das Adaptorprotein
Fyb/Slap (Krause et al., 2000; Obergfell et al., 2001), sowie WASP (Castellano et al.,
2001) und das Listerien Oberflaichenprotein ActA (Niebuhr et al., 1997). Die Prolin-
reiche Region der Ena/VASP-Proteine interagiert mit SH3-Doménen (Ahern-Djamali et
al., 1998), sowie mit dem G-Aktin-bindenden Protein Profilin (Reinhard ef al., 1995a).
Die EVH2-Doméne vermittelt, neben der Tetramerisierung und Hetero-Oligomeri-
sierung, sowohl die Bindung an G- als auch an F-Aktin (Bachmann et al, 1999;
Walders-Harbeck et al., 2002). Die Ena/VASP-Proteine sind mit den Minus-Enden der
Aktinfilamente assoziiert und lokalisieren in Regionen dynamischer Aktin-
Polymerisation und -Reorganisation (Reinhard et al., 1995a; Rottner et al., 1999; Bear
et al., 2000), wie z.B. an den Spitzen von Filopodien (Svitkina et al., 2003) und am
duBersten Rand sich fortbewegender Lamellipodien (Rottner et al., 1999), sowie an
anderen Aktin-abhidngigen intrazelluliren Strukturen, wie Zell-Zell-Kontakten
(Vasioukhin et al., 2000; Comerford et al, 2002; Lawrence et al., 2002),
Fokaladhésionen und Stressfasern. Die Ena/VASP-Proteine scheinen demnach fiir die
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts von grofer Bedeutung zu sein und stellen
wahrscheinlich ein Bindeglied zwischen Signaltransduktionswegen und dem Aktin-
Zytoskelett dar (Krugmann et al., 2001; Krugmann et al., 2001; Garcia Arguinzonis et
al., 2002; Grosse et al., 2003; Trichet et al., 2008).

1.4.4 Cortactin

Eine besondere Rolle bei der Regulation des Aktin-Zytoskletts spielt das multi-
funktionelle Protein Cortactin. Cortactin wurde vor iiber 15 Jahren als Aktinfilament-
Bindeprotein und Hauptsubstrat der onkogenen Tyrosin-Kinase v-Src (viral sarcoma)
entdeckt (Wu et al., 1991; Wu & Parsons, 1993) und gilt mittlerweile als ein zentrales
Signalprotein, das an zahlreichen Aktin-basierten zelluliren Prozessen beteiligt ist
(Abb. 3), wie z.B. an Zelladhésion (Vuori & Ruoslahti, 1995), Endozytose (Schafer et
al., 2002; Cao et al., 2003; Lynch et al., 2003; Sauvonnet et al., 2005), Zellwanderung
(Huang et al., 1998; Huang et al., 2003; Liu et al., 1999), Tumorinvasion (Weaver,
2008), synaptischer Organisation (Redecker et al., 2001; Racz & Weinberg, 2004) und
Zellmorphogenese (Hou et al., 2003; Liu et al., 1999). Bei diesen Prozessen wirkt
Cortactin als Adaptorprotein und interagiert mit Bestandteilen verschiedener
Signaltransduktionswege. Diese Funktionen werden durch die einzelnen Doménen des
Proteins ausgeiibt und durch extrazelluldre Stimuli ausgeldst. Die Cortactin-Familie
besteht aus zwei Gen-Produkten: das ubiquitdr exprimierte Cortactin mit seinen
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alternativen Splice-Varianten und das HS1-Protein (hematopoietic lineage cell-specific
protein 1), das nur in Blutzellen vorkommt. Menschliches Cortactin ist durch das
CTTN-Gen (frither als EMS1 bezeichnet) kodiert, welches auf der Chromosom-Region
11q13 lokalisiert ist. Dieser Genabschnitt ist hdufig in verschiedenen humanen
Krebsarten (wie z.B. Brust-, Lungen- und Leberkrebs) amplifiziert, d.h. in erhohter
Kopiezahl vorhanden, und geht mit einer Uberexpression von Cortactin einher.
Cortactin scheint zudem eine entscheidende Rolle bei der Wanderung von Tumorzellen
und Metastasen zu spielen. Eine der Hauptfunktionen von Cortactin ist die Regulation
des Aktin-Zytoskeletts durch die Bindung und Aktivierung des Arp2/3-Komplexes.
Neben der direkten Interaktion mit Arp2/3 fordert Cortactin die Aktin-
Nukleationsaktivitdt auch indirekt durch seine SH3-Doméine, die mit zahlreichen
Signalmolekiilen interagieren kann. Einer dieser Bindungspartner ist N-WASP, das iiber
seine Prolin-reiche Region direkt an die SH3-Domidne von Cortactin binden kann.
Cortactin ist ein Substrat flir eine Vielzahl von Kinasen. Zu ihnen gehoren die
Serin/Threonin-Kinasen PAK (p2/-activated kinase; Vidal et al., 2002) und die MAP
(mitogen-activated protein)-Kinase Erk (extracellular-signal regulated kinase;
Campbell et al., 1999; Martinez-Quiles et al., 2004), die Mitglieder der Src-Tyrosin-
Kinase-Familie v-Src, c-Src und Fyn (Wu & Parsons, 1993; Huang ef al., 1997; Kapus
et al., 1999; Kapus et al., 2000), sowie andere nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie Fer
(Kapus et al., 2000; Kim & Wong, 1998) und Syk (Gallet et al., 1999); und die
Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor-Kinase Met (Crostella et al., 2001).

» Zellmorphogenese

Abbildung 3. Cortactin als ein wichtiger Regulator zahlreicher zelluliirer Prozesse

Cortactin ist ein zentrales Signalprotein, das an einer Vielzahl von Aktin-basierten zelluldren Prozessen
beteiligt ist, wie z.B. an Zellwanderung, Endozytose, Zellinvasion, Adhésion, synaptischer Organisation
und Zellmorphogenese. Cortactin ist ein Substrat fiir zahlreiche Kinasen, zu denen unter anderem die
Tyrosin-Kinase Src und die MAP-Kinase Erk gehoren. Die Rolle der Tyrosin-/Serin-Phosphorylierung
von Cortactin bei der Regulation seiner Funktionen ist jedoch noch weitgehend unbekannt.

1.5 Struktur und zelluliare Funktion von Cortactin

Cortactin ist ein Protein von 546 Aminosduren (80/85 kDa), dessen molekulare Struktur
in Menschen, Nagetieren und Végeln konserviert ist und eine hohe Sequenzédhnlichkeit
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zeigt (Wu et al., 1991; Zhan et al., 1993; Schuuring ef al., 1993; Ohoka & Takai, 1998;
Abb.4). Die N-terminale Region von ungefihr 90 Aminosduren beinhaltet einen
Bereich von 21-22 Aminosduren, der reich an sauren Resten ist und als N-terminale
saure Doméne (NTA, N-terminal acidic region) bezeichnet wird. Die NTA-Domine
enthdlt ein kurzes konserviertes Motiv (DDW), welches funktionell dem VCA-Motiv
der WASP-Proteinfamilie entspricht und die Bindung an den Arp2/3-Komplex
vermittelt (Weed et al., 2000; Uruno et al., 2001; Weaver et al., 2001; Weaver et al.,
2002). Diesem Bereich folgt die F-Aktin-Bindedomédne mit 6,5 Tandemwiederholungen
eines 37 Aminosdure-Sequenzmotivs, wobei die vierte Tandemwiederholung die direkte
Bindestelle fiir F-Aktin darstellt (Weed et al., 2000). Den wiederholten Sequenzmotiven
folgen eine a-helikalen Doméne von ca. 50 Aminosduren, eine weniger konservierte
Prolin-reichen Region und eine C-terminale Src-Homologie-3 (SH3)-Domine, welche
die Interaktion mit einer Vielzahl von Proteinen vermittelt (Daly, 2004; Abb. 4). Die
Prolin-reiche Region enthélt drei Tyrosin-Reste (Y-421, Y-466, Y-482), die durch die
Src-Kinase phosphoryliert werden konnen (Huang er al, 1998), sowie zwei
Phosphorylierungsstellen der MAP-Kinase Erk an Serin-Resten (S405, S418; Campbell
et al., 1999). Dariiber hinaus ist eine PAK-Phosphorylierungsstelle (S-113) im ersten
Sequenzmotiv der F-Aktin-Bindedoméne lokalisiert (Webb et al., 2006b; Abb. 4). Man
vermutet, dass diese Phosphorylierungsstellen eine regulatorische Funktion fiir die
Aktivitit des Proteins besitzen. Nach einem Modell von Martinez-Quiles et al. (2004)
ist die SH3-Doméne von nicht-phosphoryliertem Cortactin teilweise verdeckt und somit
fiir die Interaktion mit anderen Proteinen nicht frei zugénglich. Interessanterweise
enthilt die Prolin-reiche Region von Cortactin zwei benachbarte PxxP-Motive, die als
Bindestellen fiir die SH3-Doméne dienen kdnnen. Demnach konnte die SH3-Doméne
eine intramolekulare Bindung mit der Prolin-reiche Region eingehen. Da sowohl die
Serin- als auch die Tyrosin-Phosphorylierungsstellen von Cortactin in dieser Region
lokalisiert sind, konnte durch Verdanderungen in der Phosphorylierung die SH3-Doméne
wieder freigesetzt werden. In der Tat konnte durch in vitro-Experimente gezeigt
werden, dass durch die Phosphorylierung der Serinreste 405 und 418 die Fahigkeit von
Cortactin die N-WASP-vermittelte Aktin-Polymerisation zu stimulieren stark erhdht
wurde (Martinez-Quiles et al., 2004). Im Gegensatz dazu wurde diese Aktivitit durch
die Phosphorylierung der Tyrosine 421, 466 und 482 stark reduziert und unterdriickte
sogar Serin-phosphoryliertes Cortactin. Diese Befunde sprechen dafiir, dass die
Phosphorylierung  der Serine die PxxP-SH3-Interaktion unterbricht, eine
Konformationsidnderung hervorruft und so die SH3-Doméne fiir Bindungspartner, wie
N-WASP, frei zugénglich macht. Die Phosphorylierung der Tyrosine hingegen kdnnte
eine andere Konformation hervorrufen, die die Interaktionen mit der SH3-Doméne
beendet. Nach diesem Modell kdnnte die Erk/Src-Phosphorylierung von Cortactin als
ein molekularer Schalter agieren, der die Féhigkeit N-WASP zu aktivieren, kontrolliert
(Martinez-Quiles et al., 2004; Selbach & Backert, 2005).
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der Doméinenstruktur von Cortactin

Cortactin kann in verschiedene Domédnen unterteilt werden, die jeweils mit unterschiedlichen Signal-
molekiilen interagieren. Die N-terminale saure (NTA)-Doméne bindet und aktiviert den Arp2/3-Komplex.
Die F-Aktin-Bindedoméne ist fiir die Arp2/3-Aktivierung erforderlich und befindet sich in den wieder-
holten Sequenzmotiven, wobei die vierte Tandemwiederholung die direkte Bindestelle fiir F-Aktin
darstellt. Die Prolin-reiche Region enthilt Phosphorylierungsstellen fiir Serin-/Threonin-Kinasen und Src-
Kinase. Die SH3-Doméne kann mit zahlreichen Proteinen interagieren, die an der Aktin-Polymerisation,
Zell-Zell-Adhésion und Membrandynamik beteiligt sind. P = Prolin; S= Serin; Y = Tyrosin

Cortactin fungiert, wie die Proteine der WASP/WAVE-Familie, als ein NPF (nucleation
promoting factor) fiir Arp2/3 (Uruno et al., 2001; Weaver et al., 2001). NPFs sind eine
Klasse von Proteinen, die den Arp2/3-Komplex durch direkte Bindung aktivieren
konnen, was in einer Konformationsinderung des Arp2/3-Komplexes resultiert und die
Aktin-Nukleation und Filament-Elongation ermdglicht (Welch & Mullins, 2002).
Interessanterweise erfordert die NPF-Funktion von Cortactin sowohl die NTA-Doméne
als auch die Aktin-Bindedomine von Cortactin, was verdeutlicht, dass die beiden
Interaktionspartner F-Aktin und Arp2/3 fiir eine effiziente Aktin-Polymerisation wichtig
sind (Weaver et al., 2001). Zudem stabilisiert die Bindung von Cortactin an Arp2/3 in
F-Aktin-Verzweigungspunkten die  Verbindungsstellen und verhindert einen
Zusammenbruch des verzweigten Netzwerks. Somit ist Cortactin sowohl an der
Verzweigung von Aktin-Filamenten, als auch an der Stabilisierung entstehender F-
Aktin-Netzwerke beteiligt (Uruno et al, 2001; Weaver et al, 2001). Obwohl die
Cortactin-vermittelte Arp2/3-Aktivierung schwicher ist, als die von N-WASP,
unterstiitzt Cortactin N-WASP bei der Aktivierung von Arp2/3, wodurch die N-WASP-
vermittelte Aktin-Nukleation verstiarkt wird (Weaver ef al., 2001). Wie N-WASP und
Cortactin zusammenarbeiten, um die Arp2/3-Aktivierung zu initiieren ist zum Teil
umstritten. Mdglicherweise binden und aktivieren Cortactin und N-WASP gleichzeitig
den Arp2/3-Komplex und bilden einen terndren Komplex aus Arp2/3-VCA-NTA, was
in einer verstarkten NPF-Aktivitét resultiert (Weaver ef al., 2002). Alternativ konnte die
Aktivierung von Arp2/3 durch Cortactin und N-WASP auch sequentiell erfolgen.
Cortactin besitzt eine hohere Bindungsaffinitit fiir den aktivierten Arp2/3-Komplex an
Verzweigungspunkten, verglichen mit nicht-aktivierten, nicht-Aktin-assoziiertem
Arp2/3 (Uruno et al., 2003). Nachdem Arp2/3 durch N-WASP aktiviert wurde, kdnnte
Cortactin effektiv binden und N-WASP am Arp2/3-Komplex ersetzen (Uruno et al.,
2003). Ob auf zelluldrer Ebene eine oder beide Mechanismen zur Aktivierung von
Arp2/3 zum Einsatz kommen, bleibt zu untersuchen.

Cortactin stellt ein Schliisselprotein dar, das an der Koordination von
Membrandynamik und Reorganisation des Zytoskeletts beteiligt ist. In der Tat ist
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Cortactin iiberall dort in der Zelle zu finden, wo Verdanderungen im kortikalen
Aktinzytoskelett bedeutende Membranvorgénge ausldsen, verdndern oder begeleiten,
wie z.B. in Lamellipodien (Weed et al., 1998; Bryce et al., 2005; Liu et al., 1999), in
Invadopodien (Bowden et al., 1999; Bowden et al., 2006), in Podosomen (Destaing et
al., 2003; Linder & Aepfelbacher, 2003), an interzelluliren Kontakten (El Sayegh et al.,
2004; El Sayegh et al., 2005); an endozytotischen Vesikeln (Kaksonen et al., 2000; Cao
et al., 2001), an der Eintrittsstelle von intrazelluldren Pathogenen (Cossart & Sansonetti,
2004; Kapitel 1.5.2) oder an der Peripherie von mechanisch beanspruchten Zellen
(Birukov et al., 2002; Di Ciano et al., 2002). Der gemeinsame Nenner dieser
verschiedenen Prozesse ist offenbar nicht nur die Anwesenheit von F-Aktin, sondern die
Ausbildung einer dynamischen Verbindung zwischen Membran und Zytoskelett, zumal
andere F-Aktin-reiche Strukturen, wie z.B. Stressfasern, kein Cortactin enthalten.

Podosomen und Invadopodien sind spezialisierte, hoch dynamische adhisive
Strukturen, die von verschiedenen Zelltypen, einschlieBlich Krebszellen, gebildet
werden und am Abbau der extrazelluliren Matrix beteiligt sind (Gimona et al., 2008).
Podosomen findet man iiblicherweise in nicht-karzindsen Zelltypen, dessen normale
Funktion Zellinvasion erfordert, wie z.B. in Makrophagen und Osteoklasten. Wichtige
Molekiile bei der Bildung von Podosomen sind die Proteine der WASP-Familie, welche
eine schnelle Aktin-Polymerisation induzieren, die flir die Ausbildung von
Zellausstiilpungen erforderlich ist (Linder et al., 1999; Mizutani et al., 2002). Zudem
sind zahlreiche Bindungspartner von N-WASP an der Podosomen-Bildung beteiligt,
wie z.B. Nck, WIP und Cortactin (Linder & Aepfelbacher, 2003). Die Rolle von
Cortactin in Podosomen wurde anhand von glatten GefiaBmuskelzellen sehr gut
untersucht. Die Expression einer konstitutiv-aktiven Src-Mutante resultierte in der
Entstehung von Cortactin-enthaltenden Podosomen und erhdhte die Tyrosin-
Phosphorylierung von Cortactin an den Src-Phosphorylierungsstellen (Zhou et al.,
20006). Diese Ergebnisse wurden von Tehrani et al. (2006) bestétigt, die zeigten, dass in
Osteoklasten die Tyrosin-Phosphorylierung von Cortactin fiir die normale Podosomen-
Funktion, wie z.B. der Knochenresorption, erforderlich ist. Zudem wurde durch jlingste
Untersuchungen gezeigt, dass Cortactin fiir die Podosomen-Bildung essentiell ist und
dass die Translokation von Cortactin zu frithen Podosomen eine intakte N-WASP-
bindende SH3-Doméne erfordert (Webb et al., 2006a). Die Aktin-Bindedomine von
Cortactin ist an der spdten Phase der Podosomen-Bildung beteiligt.

Invadopodien sind Aktin-reiche, Finger-dhnliche Membranausstiilpungen, die in
die umgebende extrazellulire Matrix eindringen und proteolytische Enzyme, wie
Matrix-Metalloproteasen, enthalten (Ayala et al, 2006; Stylli et al, 2008).
Invadopodien sind bei Krebszellen zu finden und dienen z.B. metastasenbildenden
Tumorzellen dazu, die Basalmembran zu durchdringen. Cortactin ist flir die Bildung
und Funktion von Invadopodien erforderlich (Artym et al., 2006). Cortactin ist in
Invadopodien stark angereichert und bildet dort einen Komplex mit Paxillin und
Protein-Kinase Cup (Bowden et al, 1999). Zudem wurde gezeigt, dass die
Mikroinjektion von Anti-Cortactin-Antikorpern den Matrix-Abbau an Invadopodien
unterdriickt (Bowden et al., 1999) und dass die Herunterregulierung von Cortactin die
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Bildung dieser Strukturen inhibiert (Artym et al., 2006). Cortactin ist in aktiven
Invadopodien stark Tyrosin-phosphoryliert und der Grad dieser Tyrosin-
Phosphorylierung ist direkt proportional zur proteolytischen Aktivitét der Invadopodien
(Bowden et al., 20006).

Lamellipodien sind diinne, flache Membranausldufer, die der Fortbewegung von Zellen
dienen. Diese dynamischen Zellstrukturen enthalten eine polarisierte Anordnung von
Aktinfilamenten, die ein orthogonal vernetztes Aktin-Netzwerk bilden (Small et al.,
2008). Eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF und EGF; Weed et al., 1998;
Kempiak et al., 2005), Spingosin-1-Phosphat (Lee et al., 2006) und hyperosmotischer
Schock (Di Ciano et al., 2002) beférdern Cortactin, vermutlich iiber die Aktivierung der
GTPase Rac (Weed et al., 1998), zur Zellperipherie und induzieren seine Akkumulation
in Lamellipodien und Membranausstiilpungen (membrane ruffles). Die Tyrosin-
Phosphorylierung von Cortactin ist fiir diesen Prozess nicht erforderlich (Di Ciano et
al., 2002; Head et al., 2003). Da Cortactin bei der Zellwanderung und -bewegung eine
wichtige Rolle spielt, ldsst sich vermuten, dass es fiir die Bildung von Lamellipodien
unabdingbar ist. Uberraschenderweise konnte dieses in nachfolgenden Untersuchungen
nicht eindeutig nachgewiesen werden. Somit ist die genaue Rolle von Cortactin in der
Lamellipodien-Dynamik noch unklar und nicht frei von Widerspriichen. Bryce et al.
(2005) zeigte z.B., dass Cortactin fiir die Persistenz von Lamellipodien notwendig ist,
d.h. in Abwesenheit von Cortactin waren die peripheren Membranausstiilpungen
instabil und zogen sich schnell wieder zuriick. Im Gegensatz dazu, ergaben
Untersuchungen von Kempiak (2005), dass Brust-Tumorzellen bei der
Herunterregulierung von Cortactin verstirkt EGF-induzierte Lamellipodien-dhnliche
Auslédufer aufwiesen, wenngleich ihre gesamte Beweglichkeit geringer war. Wiederum
andere Ergebnisse mit den gleichen Zelltypen zeigten nach Herunterregulierung von
Cortactin eine starke Verminderung der Lamellipodien-Ausldufer, die durch
Retransfektion von Cortactin wieder hergestellt werden konnte (Cosen-Binker & Kapus,
2006). Die hier dargestellten Unstimmigkeiten konnten teilweise auf dem Ausmal} der
Cortactin-Runterregulierung beruhen. In der Tat, wurde kiirzlich gezeigt, dass die durch
Abbau (Proteolyse) entstehenden fokalen Anderungen der Cortactin-Konzentration ein
wichtiger regulatorischer Faktor in der Zellmotilitit sein konnen.

Des Weiteren ist Cortactin auch an der Organisation von interzelluldren
Kontakten beteiligt, zu denen die SchlieBverbindungen (7Tight Junctions) und
Adhésionsverbindungen (Adherens Junctions) gehoren. Tight Junctions zwischen
Epithelzellen haben zweierlei Funktionen. Zum einen dienen sie als Diffusionsbarriere
fiir einige Membranproteine (und -lipide) zwischen den apikalen und basolateralen
Bereichen der Plasmamembran und zum anderen dichten sie benachbarte Zellen
gegeneinander ab. Tight Junctions bestehen aus Transmembran-Kontaktproteinen wie
z.B. den Occludinen und ihren intrazelluliren Bindungspartnern, vorwiegend die
Mitglieder der Zonula Occludens (ZO)-Familie (Stevenson & Keon, 1998). Es wurde
gezeigt, dass die Cortactin SH3-Doméne an die Prolin-reiche Region von ZO-1 bindet
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(Katsube et al., 1998). Obwohl wenig iiber die Funktion von Cortactin an Tight
Junctions bekannt ist, so sprechen einige funktionelle Studien fiir eine aktive Rolle.

Adhésionsverbindungen verbinden Aktinfilamente von Zelle zu Zelle und
bestechen aus Cadherinen (Tepass, 2002). Cadherine sind transmembrane
Adhisionsproteine, die in der Plasmamembran jeder interagierenden Zelle Homodimere
bilden. Die intrazelluliren Bereiche der Cadherine binden an Ankerproteine (wie z.B.
a-, B- und y-Catenine), die sie mit den Aktinfilamenten verkniipfen. Es wurde gezeigt,
dass Cortactin zu Zell-Zell-adhédsiven Kontakten rekrutiert wird und mit E-Cadherin
(Epithelzellen) und N-Cadherin (Fibroblasten) in entstehenden Adhédsionsverbindungen
interagiert. Die Herunterregulierung von Cortactin oder die Transfektion von
Epithelzellen mit Aktin- oder Arp2/3-bindedefizienten Cortacin-Mutanten inhibierte die
Ausweitung der Kontaktzone zwischen benachbarten Zellen (Helwani et al., 2004).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Cortactin an der Biogenese von epithelialen
Adhisionsverbindungen beteiligt ist. Zudem konnte Cortactin auch die Permeabilitit
und Dynamik von vollstdndig ausgebildeten Adhésionsverbindungen regulieren, da die
Herunterregulierung von Cortactin in  Endothelzellen die Transmigration von
polymorphkernigen Leukozyten durch die Endothel-Einfachschicht verminderte (Yang
et al.,2000).

Obwohl Cortactin bei allen zuvor erwihnten Prozessen eine Rolle spielt, ist
seine genaue Funktion in vivo weitgehend unbekannt. Dartiber hinaus ist die Rolle der
Tyrosin- und Serin/Threonin-Phosphorylierung von Cortactin bei der Regulation seiner
Funktion, Lokalisation und Interaktion mit anderen Proteinen ldngst noch nicht
vollstindig aufgeklart und bedarf weiterer Untersuchungen.

1.5.1 Bindungspartner von Cortactin

Cortactin kann als ein zelluldres Gerlistprotein angesehen werden, das verschiedene
Proteine zum Ort der Aktin-Polymerisation rekrutiert. Wahrend die N-terminale Halfte
von Cortactin flir die direkte Bindung des Arp2/3-Komplexes und F-Aktin erforderlich
ist, kann seine C-terminale Hélfte mit zahlreichen Signalmolekiilen interagieren. Diese
sind in Tabelle 1 zusammenfassend dargestellt. Fiir die Interaktionen spielt die SH3-
Domine von Cortactin eine zentrale Rolle, da sie mit den Prolin-reichen Regionen der
verschiedenen Proteine interagieren und so die diversen Funktionen von Cortactin
vermitteln kann. Zu den SH3-Bindungspartnern gehéren unter anderem das Arp2/3-
stimulierende Wiskott-Aldrich-Protein N-WASP (Mizutani et al, 2002) und das
WASP-interagierende Protein WIP (Kinley et al, 2003), das MIM (missing in
metastasis)-Protein (Lin et al., 2005), die endozytische GTPase Dynamin-2 (McNiven
et al., 2000), das Cortactin-CD2-assoziierte Protein (CD2AP; Lynch et al., 2003), das
Tight Junction- Protein ZO-1 (Katsube et al., 1998), das synaptische Adaptorprotein
Shank2 (Du et al., 1998), der Cdc42-aktivierende Guaninnukleotid-Austauschfaktor
FGD1 (Hou et al.,, 2003), das Gehirn- und Milchdriisen-spezifisches Cortactin-
Bindeprotein CBP90 mit unbekannter Funktion (Ohoka & Takai, 1998; Imaoka et al.,
2002), und die Kontraktilitdt- verstarkende Myosin-Leichtketten-Kinase MLCK (Dudek
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et al., 2002). Diese Auflistung zeigt deutlich, dass eine bemerkenswert grole Anzahl
von verschiedenen Prozessen Cortactin als Bindeglied zur Reorganisation des
Zytoskeletts nutzt.

Neben der direkten Interaktion mit Arp2/3 iiber seine NTA-Domine, fordert
Cortactin die Aktin-Nukleationsaktivitdt auch indirekt tiber seine SH3-Doméne. Die
SH3-Doméne von Cortactin bindet direkt an eine Prolin-reiche Region von N-WASP
und setzt N-WASP aus seinem autoinhibitorischen Zustand frei, was in der N-WASP-
vermittelten Arp2/3-Nukleationsaktivitdt resultiert (Mizutani et al., 2002; Martinez-
Quiles et al., 2004). Die Interaktion von Cortactin und N-WASP begiinstigt die
Lokalisation von N-WASP an Orte der Aktin-Polymerisation innerhalb von
Invadopodien und Podosomen (Mizutani et al., 2002) und verstirkt die Zellbewegung
(Kowalski et al., 2005). Das WASP-interagierene Protein WIP bindet ebenfalls an die
SH3-Doméne von Cortactin und verstéirkt die Cortactin-vermittelte Arp2/3-Aktivierung
(Kinley et al., 2003). Die maximale Arp2/3-Aktivitit wird erreicht, wenn der Cortactin-
WIP-Komplex mit Aktinfilamenten assoziiert ist. Dieses konnte fiir eine neuartige Rolle
von Cortactin sprechen, WIP mit bereits vorhandenen Filamenten in Verbindung zu
bringen. WIP inhibiert auch die Depolymerisation von Aktinfilamenten, was in der
Stabilisierung von Aktin-Verzweigungspunkten resultiert (Martinez-Quiles et al.,
2001). Die Cortactin SH3-Domine bindet weiterhin Proteine, die an der
rezeptorvermittelten Endozytose beteiligt sind, und zwar die GTPase Dynamin-2 und
CD2AP (McNiven et al., 2000; Schafer et al., 2002; Krueger et al., 2003; Zhu et al.,
2005). Cortactin und Dynamin-2 regulieren die Abschniirung Clathrin-beladener
Partikel (Cao et al., 2003) und sind auch an der Clathrin-unabhéngigen Endozytose
beteiligt (Sauvonnet et al., 2005). Die Interaktion zwischen Cortactin und Dynamin-2
erfordert Aktin-Polymerisation. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Arp2/3-vermittelte
Aktin-Polymerisation die Zugénglichkeit von Cortactin fiir Dynamin-2 reguliert (Zhu et
al., 2005). Die Interaktion wird durch die SH3-Domine von Cortactin und zwei
Motiven innerhalb der Prolin-reichen Region von Dynamin vermittelt (McNiven et al.,
2000; Zhu et al., 2005). Die Dynamin-Cortactin-Interaktion ist jedoch nicht auf die
endozytische Maschinerie limitiert, sondern sie ko-lokalisieren auch im Golgi-Apparat
(Cao et al., 2005), in Invadopodien, Podosomen und Lamellipodien (Orth & McNiven,
2003). Dynamin-2 erleichtert die Aktin-Nukleationsaktivitidt von Cortactin (Schafer et
al., 2002) und hat einen erheblich Einfluss auf die Lamellipodien-Kinetik und die
Festlegung der Zellform (McNiven et al., 2000; Krueger et al., 2003). Das CD2-
assoziierte Proteine (CD2AP) ist ein SH3-Doméne-enthaltenes Adaptorprotein, das
zuerst aufgrund seiner Interaktion mit CD2-Adhésionsmolekiilen in T-Lymphozyten
identifiziert wurde (Dustin ef al., 1998). Die Interaktion von Cortactin mit CD2AP steht
in Verbindung mit EGF-Signalwegen, da die Assoziation dieser beiden Molekiile durch
EGF-Behandlung induziert werden konnte (Lynch et al., 2003). Zusitzlich wurde
gezeigt, dass Cortactin zu einem Komplex aus EGFR, Cbl, CD2AP und Endophilin
rekrutiert wird, was darauf hindeutet, dass Cortactin moglicherweise an der Maschinerie
zur Herunterregulierung von EGFR mitwirkt (Lynch et al., 2003).
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Tabelle 1. Bindungspartner von Cortactin*

(A) Bindungspartner der Cortactin SH3-Doméne

Protein Funktion Bindungsstelle Referenz
AMAP1 GTPase-aktivierendes Protein ~ 824-KKRPPPPPPGHKR Onodera et al., 2005
BK channel Calcium-aktivierter 653-RNSPNTSP Tian et al., 2006
Kaliumkanal 664-RHDPLLIP
BPGAPI GTPase-aktivierendes Protein ~ 182-PPPRPPLP Lua & Low, 2004
Caldesmon  Aktin-Bindeprotein AA 4-147 Huang ez al., 2006
CBP90 Unbekannt 539-PPPIPPKKP Ohoka & Takai, 1998
CD2AP Adapterprotein 381-KPAAPQVP Lynch et al., 2003
392-KPTAPTKA
CortBP/ Gerlistprotein 946-KPPVPPKP Du et al., 1998
Shank?2
Dynamin 2 GTPase 826-PPQIPSRP McNiven et al., 2000
847-RRAPAAPSRPTIIRP
Fedl Guaninnukleotid- 158-KPQVPPKP Hou et al., 2003
Austauschfaktor
MLCK Myosin-Leichtketten-Kinase 972-PPPKPATP Dudek et al., 2002
N-WASP Cdc42-GTP-Effektor n.b. Weaver et al., 2002
WIP Adaptorprotein n.b. Kinley et al., 2003
Zo-1 Gertistprotein 1019-PSGPLKP Katsube et al., 1998

1194-KPVPPPKP

(B) Cortactin-Bindungspartner mit unbekannten Interaktionen

Protein Funktion Bindungsstelle Referenz

Alix Adaptorprotein AA 436-609 Pan et al., 2006

E- und N- Adhésionsmolekiile n.b. El Sayegh et al., 2004

Cadherin Helwani et al., 2004

Hax-1 Unbekannt AA 27-66 Suzuki et al., 1997

MIM Aktin-Bindeprotein n.b. Lin et al , 2005

Phox-47 Untereinheit der NAD(P)H- n.b. Touyz et al., 2005
Oxidase

Syk Tyrosinkinase n.b. Maruyama et al., 1996

TEM-7 Tumormarkerprotein 471-GITAVALYDYQ Nanda et al., 2004

n.b. = nicht bestimmt

* verdndert nach Buday & Downward (2007)
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1.5.2 Rolle von Cortactin in mikrobiellen Infektionen

Zahlreiche pathogene Mikroorganismen nutzen das Aktin-Zytoskelett innerhalb ihres
eukaryontischen Wirtes fiir thre Zwecke aus (Galan & Collmer, 1999; Gruenheid &
Finlay, 2003; Cossart & Sansonetti, 2004; Rottner et al., 2005; Selbach & Backert,
2005; Backert & Selbach, 2005). Dadurch ermdglichen sie Prozesse, wie z.B. die
Anheftung und den Eintritt in die Wirtszelle, die Bewegung innerhalb und zwischen den
Zellen, die Bildung von Vakuolen sowie die Vermeidung von Phagozytose (Tab. 2). Die
Forschung an diesen Mikroorganismen lieferte dariiber hinaus wichtige und
grundlegende Erkenntnisse zur allgemeinen Funktion des Aktin-Zytoskeletts der
eukaryontischen Zelle.

Die Verdnderung des Aktin-Zytoskeletts in der Wirtszelle durch Pathogene ist
ein komplexer Vorgang, an dem unter anderem die GTPasen der Rho-Familie,
Phosphoinositide und Aktin-Bindeproteine beteiligt sind. Unter den zahlreichen
Proteinen, die an dem Aktin-zytoskelettalen Netzwerk beteiligt sind, scheint Cortactin
ein bevorzugtes Angriffsziel von Mikroben zu sein (Selbach & Backert, 2005). Studien
iber die molekulare Grundlage von Infektionen mit Pathogenen wie enteropathogenee
Escherichia coli (EPEC), Shigellen, Helicobacter und Vaccina Virus, haben gezeigt,
dass Cortactin eine entscheidende Rolle in der Invasion, Aktin-basierten Bewegung,
Aktinpodest-Bildung und Zell-Zell-Dissoziation spielt (Tab. 2 und Abb. 5). Diese gehen
dabei hdufig mit einer Verdanderung der zelluldren Lokalisation von Cortactin und/oder
dessen Tyrosin-Phosphorylierung einher. Der Grund, warum Cortactin von einer
wachsenden Anzahl an mikrobiellen Pathogenen als Angriffsziel bevorzugt wird, ist
wahrscheinlich seine zentrale Rolle in der zelluldren Signaltransduktion (Weed &
Parsons, 2001; Daly, 2004). Wie in Kapitel 1.5 beschrieben, besitzt Cortactin mehrere
funktionelle Doménen, die die Bindung und Regulation anderer zelluldrer Proteine
vermitteln. Somit wurde postuliert das Pathogene, die Cortactin als Angriffsziel nutzen,
eine Vielzahl von zelluldren Funktionen fiir ihre Zwecke ausnutzen (Selbach & Backert,
2005).

EPEC sezerniert iiber ein Typ-III-Sekretionssystem (T3SS) das bakterielles
Effektor-Protein Tir (translozierter Intimin Rezeptor) in die Wirtszelle (Kenny et al.,
1997). Tir wird daraufthin in die Plasmamembran rekrutiert und fungiert dort als
Rezeptor fiir das bakterielle Adhdsin Intimin. EPEC schleust somit in bemerkenswerter
Weise seinen eigenen Rezeptor in die Wirtszelle ein. Die intrazellulire Doméne von Tir
wird durch eine Protein-Tyrosin-Kinase der Src- und Abl-Familie der Wirtszelle
phosphoryliert (Phillips ef al., 2004; Swimm et al., 2004). Zahlreiche Wirtszellproteine,
einschlielich Cortactin, werden zu der Adhésionsstelle rekrutiert und induzieren unter
Beteiligung von Nck, WASP oder N-WASP und dem Arp2/3-Komplex Aktin-
Polymerisation (Cantarelli et al., 2000; Celli et al., 2000; Lommel et al., 2004). Das
polymerisierte Aktin bildet eine einzigartige Ausstiilpung an der Zelloberfldche, das so
genannte Aktinpodest (Campellone & Leong, 2003). Eine funktionelle Rolle von
Cortactin bei der Ausbildung dieser Strukturen wurde durch die Uberexpression einer
Cortactin-Mutante mit fehlender NTA-Domidne unterstiitzt. Dabei konnte gezeigt
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werden, dass sowohl die Akkumulation von F-Aktin als auch die Podestbildung in
dominant negativer Weise inhibiert werden (Cantarelli et al., 2002). Auf der Grundlage
von Immunoprézipitationsexperimenten und Bindungs-Assays wird auBlerdem
angenommen, dass Tir direkt an Cortactin bindet (Cantarelli et al., 2002). Unklar ist
jedoch, ob die Tir-induzierte Aktin-Polymerisation die direkte Arp2/3-Aktivierung
durch die Cortactin NTA-Domédne oder die WASP-Rekrutierung durch die SH3-
Domine beinhaltet. Wihrend der EPEC-Infektion wird Cortactin weder Tyrosin-
phosphoryliert, noch wird die Rekrutierung von Cortactin durch Src-Inhibierung
unterdriickt (Cantarelli et al., 2000).

Zahlreiche Pathogene konnen in nicht-phagozytotische Zellen eindringen und
schaffen sich so ihre eigene intrazellulire Nische im Zytoplasma eukaryotischer Zellen
(Cossart & Sansonetti, 2004). Typischerweise 16sen sie eine Signalkaskade aus, welche
zu einem lokalen Zusammenbau von Aktinuntereinheiten, phagozytotischer
Zellausstiilpungen und letztlich zur Internalisierung des Bakteriums fiihrt. Shigella
flexneri z.B. nutzt ein Typ-III-Sekretionssystem, das die Effektorproteine Ipa und Ipg in
die Eukaryontenzelle injiziert und dadurch zytoskelettale Verdnderungen hervorruft
(Tran et al., 2000; Suzuki & Sasakawa, 2001). Der erste Nachweis iiber den
Zusammenhang zwischen Cortactin und Wirtszell-Invasion wurde durch die Arbeit von
Dehio et al. (1995) mit Shigellen erbracht. Cortactin wird in einer frithen Phase des
Invasionsprozesses zu der bakteriellen Anheftungsstelle rekrutiert, wobei dieses mit
einer Zunahme an Cortactin Tyrosin-Phosphorylierung durch Src-Familie-Kinasen
korreliert. Die Uberexpression von Src erhdhte die Invasion von S. flexneri, was darauf
hinweist, dass die Src-vermittelte Phosphorylierung von Cortactin in diesem Prozess
eine Rolle spielt. Ahnliche Beobachtungen zur Tyrosinphosphorylierung von Cortactin
wurden auch wihrend der Inefktion und Inavsion von Staphylococcus aureus gemacht
(Agerer et al., 2005). Zahlreiche weitere Studien haben ebenfalls deutlich gemacht, dass
die Phosphorylierung von Cortactin durch Src ein immer wiederkehrendes Thema in der
Pathogen-Invasion und der Krankheitsentwicklung ist (Tab. 2).

Eine Gruppe nicht-verwandter Pathogene hat eine dhnliche Strategie entwickelt,
um das Aktin-Zytoskelett auszunutzen und sowohl Bewegungen innerhalb als auch
zwischen den infizierten Zellen zu ermoglichen (Frischknecht & Way, 2001; Backert et
al., 2008). An einem Zellpol des Bakteriums wird durch Aktin-Polymerisation ein
verzweigtes Aktin-Biindel (,,Kometenschweif*) erzeugt, welches das Pathogen im
Zytoplasma der infizierten Zelle vorwirts treibt. Das ActA-Protein von Listeria
monocytogenes aktiviert direkt den Arp2/3-Komplex (Welch et al., 1997), Shigella
flexneri stimuliert Aktin-Polymerisation durch das Oberflachenprotein IcsA, welches N-
WASP rekrutiert (Suzuki et al., 1998) und Vaccinia Virus-Partikel werden mittels
Mikrotubuli von der perinuklearen Region der Zelle zu der Zellperipherie transportiert
(Hollinshead et al., 2001; Rietdorf et al., 2001). Die Wiederherstellung der Aktin-
basierten Bewegung von Listerien and Shigellen unter Verwendung von rekombinanten
Proteinen zeigte, dass die Antriebskraft durch Aktin und aktiviertem Arp2/3-Komplex,
Aktin-depolymerisierenden Faktor (ADF, oder Cofilin) und dem Kappenprotein
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vermittelt wird (Loisel et al., 1999), wobei die Bewegung unter Beteiligung von
Profilin, a-Aktinin und VASP noch effektiver ist. Die Rolle von Cortactin wurde
dagegen noch nicht detailiert untersucht. /n vivo wird Cortactin zu den Aktinschweifen
von Vaccinia Virus, Shigellen und Listerien rekrutiert (Frischknecht & Way, 2001).
Interessanterweise ist N-WASP nur an der Aktin-Polymerisationsstelle in der Néhe
vom Pathogen lokalisiert, wiahrend Cortactin im gesamten Aktinschweif zu finden ist.
Daher spielt Cortactin moglicherweise bei der Stabilisierung des verzweigten Aktin-
Netzwerks eine zentrale Rolle (Zettl & Way, 2001). Nach einem Modell von Uruno et
al. (2003) interagiert N-WASP mit Arp2/3 und initiiert die Ausbildung der verzweigten
Filamente. Sobald die Filamente erzeugt sind, tibernimmt Cortactin durch seine
Filament-Bindeaktivitit eine entscheidende Funktion als Aktivator von Arp2/3. Das
Fehlen eines nachweisbaren Phosphotyrosin-Signals in den von Listerien und Shigellen
erzeugten Aktinschweifen deutet darauf hin, dass Cortactin dort zum gréBten Teil nicht
Tyrosin-phosphoryliert wird (Frischknecht et al., 1999). Im Gegensatz dazu, konnte bei
Vaccinia gezeigt werden, dass Cortactin an Tyrosinresten durch die Aktivierung von
Src phosphoryliert wird. Die Src-vermittelte Phosphorylierung erfordert dabei
vermutlich  die  vorherige  Rekrutierung  des  Vaccinia  Aktinschweif-
Nukleationskomplexes (Newsome ef al., 2004).

Bakterielle, virale und
einzellige Pathogene

Cortactipd>-Y
Invasion Aktinschweif- Aktinpodest- Zell-Zell-
Bildung Bildung Dissoziation

Cryptosporidium Shigella,
3 Neisseria &
Staphylococcus

pylori

Abbildung 5. Schematische Darstellung der funktionellen Rolle von Cortactin in mikrobieller
Pathogenese. Cortactin ist ein zentraler Regulator des Aktin-Zytoskeletts und ist an verschiedenen
Pathogen-induzierten Wirtszell-Antworten beteiligt, wie z.B. an bakterieller Invasion, Aktin-basierten
Bewegungen, Aktinpodest-Bildung und Zell-Zell-Dissoziation. In vielen Féllen geht dieses mit einer
Verdnderung der zelluldren Lokalisation von Cortactin und/oder dessen Tyrosin-Phosphorylierung
einher, wie hier angedeutet (in Anlehnung an Selbach & Backert, 2005)

Das Magenpathogen Helicobacter pylori injiziert Ttber ein Typ-1V-
Sekretionssystem (T4SS) den Virulenzfaktor CagA (kodiert vom cytotoxin-associated
gene A) in das Zytoplasma von Magenepithelzellen. Die Infektion mit CagA-positiven
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H. pylori-Stimmen ist mit diversen gastrointestinalen Erkrankungen, wie Gastritis,
Ulkuskrankheit und Magenkarzinom assoziiert (Peek, Jr. & Blaser, 2002; Marshall &
Warren, 1984). Transloziertes CagA wird zu frithen Zeitpunkten der Infektion durch die
Src- und Abl-Tyrosinkinasen der Wirtzelle in so genannten EPIYA-
Sequenzwiederholungen im C-Terminus des Proteins phosphoryliert (Stein et al., 2002;
Selbach et al., 2002; Tammer et al., 2007). AnschlieBend interagiert das phosphorylierte
CagA mit verschiedenen zelluldren Proteinen (Higashi et al., 2002; Tsutsumi et al.,
2003), unter anderem auch mit Src (Selbach et al., 2003) oder Csk (Carboxyterminale
Src-Kinase; Tsutsumi ef al., 2003), und inhibiert die katalytische Aktivitdt von Src
durch eine negative Riickkopplungsschleife (Selbach et al,, 2003). Die
Phoyphorylierung von CagA hat den so genannten ,,Kolibri“- oder ,,Elongations®-
Phinotyp zur Folge, d.h. die Zellen wandern aufgrund erhohter Zellmotilitit
auseinander und bilden lange nadelédhnliche Strukturen aus, die mit dramatischen Aktin-
zytoskelettalen Verdnderungen verbunden sind. Die Src-Inaktivierung fiihrt auch zu
einer drastischen Abnahme der Tyrosin-Phosphorylierung von den Src-Substraten
Cortactin, Ezrin und Vinculin (Selbach et al., 2003; Selbach et al., 2004; Backert et al.,
2004; Moese et al., 2007). Die Befunde in Bezug auf Cortactin sprechen fiir die
Moglichkeit, dass die CagA-induzierte Tyrosin-Dephosphorylierung des Proteins die
Aktin-Polymerisation iiber N-WASP stimulieren konnte (Selbach et al., 2003; Backert
et al., 2004; Selbach & Backert, 2005). Tatsichlich ist mit den Dephosphorylierungs-
Ereignissen von Cortactin eine Verdnderung in dessen subzelluldrer Lokalisation
verbunden. Cortactin wird dabei zu den Spitzen der Aktin-reichen zelluldren Fortsdtze
rekrutiert (Selbach ef al., 2003). Allerdings ist bisher nicht bekannt, ob Cortactin auch
an den bekannten Serinresten phosphoryliert oder dephosphoryliert wird und welche
Interaktionspartenr nach Infektion mit H. pylori an Cortactin binden. Die molekulare
Funktion von Cortactin in der Infektion mit H. pylori ist somit noch nicht aufgeklért.
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Tabelle 2. Rolle von Cortactin in Pathogen-induzierten Aktin-zytoskelttalen Verinderungen*

Pathogen Assoziierte Pathogener  Cortactin  Anderung Referenz
Krankheiten Prozess Lokalisa-  in der
tion Tyrosin-
Phosphory-
lierung®
EPEC, EHEC Diarrhoe Ausbildung  Anheftungs — Cantarelli et
von Aktin- stelle al., 2000;
podesten Cantarelli et
al., 2002
Helicobacter pylori Gastritis, Zell- Aktin- d Selbach et al.,
Geschwlire, Elongation/ reiche 2003; Backert
Magenkarzinom Zell-Zell- Ausstiil- et al.,2004;
Dissoziation  pung Cottet et al.,
2002
Listeria monocytogenes  Blutvergiftung,  Aktin-basierte Aktin- - Frischknecht
Hirnhautentziin- Bewegungen Kometen- & Way,
dung, Abort schweif 2001; Zettl &
Shigella flexneri blutige Diarrhde Way, 2001
Vaccina Virus Impfstoff-Stamm
(selten pathogen)
Cryptosporidium parvum Diarrhoe Invasion in Invasions- 0 Chen et al.,
Neisseria meningitidis Blutvergiftung, =~ Wirtszellen stelle 2003
Hirnhautentziin- Hoffmann et
dung al., 2001
Rickettsia conorii Mittelmeerfieber Martinez &
Shigella flexneri Durchfall Cossart, 2004
Staphylococcus aureus eiterbildende Bougneres et
Infektionen, al., 2004,
Lebensmittelver- Dehio et al.,
giftung 1995
Chlamydia trachomatis ~ Bindehautent- Invasion in Einschluss- — Fawaz et al.,
ziindung, sexuell Wirtszellen?  korper 1997
iibertragbare
Krankheiten
Staphylococcus aurues Hautinfektionen Invasion in Invasions- 0 Agerer et al.,
(Furunkel, Wirtszellen stelle 2005
Karbunkel), bei
Immunspress.
Personen:
Lungenentziin-

dung, Endokar-
ditis, Toxisches
Schock-Syndrom
(TSS) und Sepsis

* verdndert nach Selbach & Backert (2005)

* _ keine Verinderung; ¥, Abnahme T, Zunahme; — (?), Anderung in der Tyrosin-Phosphorylierung von Cortactin wurde nur

indirekt untersucht


http://de.wikipedia.org/wiki/Furunkel
http://de.wikipedia.org/wiki/Karbunkel
http://de.wikipedia.org/wiki/Lungenentz%C3%BCndung
http://de.wikipedia.org/wiki/Lungenentz%C3%BCndung
http://de.wikipedia.org/wiki/Endokarditis
http://de.wikipedia.org/wiki/Endokarditis
http://de.wikipedia.org/wiki/Toxisches_Schock-Syndrom
http://de.wikipedia.org/wiki/Toxisches_Schock-Syndrom
http://de.wikipedia.org/wiki/Sepsis
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2 ZIELSETZUNG

Cortactin ist ein multifunktionelles Aktin-bindendes Protein, das in diversen
Signalkaskaden von gesunden und Karzinomzellen, sowie in mikrobiellen Infektionen
eine bedeutende Rolle spielt. Als zentraler Regulator des Aktin-Zytoskeletts ist
Cortactin an zahlreichen Aktin-basierten zelluldaren Prozessen beteiligt, wie z.B. an
Zelladhésion, Endozytose, Zellwanderung, Tumorinvasion, synaptischer Organisation
und Zellmorphogenese. Uber die molekulare Regulation der Funktion von Cortactin war
zu Beginn meiner Arbeit nur wenig bekannt. Die Arbeitsgruppe von PD Dr. Backert
untersucht seit vielen Jahren die Wirt/Pathogen-Interaktion in gastrointestinalen
Infektionen mit Campylobacter jejuni, enteropathogenen Escherichia coli und
Helicobacter pylori. Interessanterweise wurde berichtet, dass die bakterielle Infektion
zur Inaktivierung der Src-Tyrosinkinase fiihrt, das mit der Tyrosin-Dephosphorylierung
von 80 kDa- und 120 kDa-Wirtszellproteinen einhergeht (Backert et al., 2000).
Insgesamt wurden bisher drei dephosphorylierte Aktin-bindende Proteine identifiziert:
Cortactin, Ezrin (beide 80 kDa) und Vinculin (120 kDa), die durch die Inaktivierung
von Src nicht mehr an Tyrosinresten phosphoryliert werden kénnen (Selbach et al.,
2003; 2004; Moese et al., 2007). Die Relevanz dieser Ereignisse flr die Infektion ist
allerdings unbekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit war folglich, die funktionelle Rolle
eines dieser Proteine -Cortactin- in der Infektion mit gastrischen Epithelzellen (AGS-
Zellmodell) naher zu untersuchen. Die Resultate zur Cortactin-abhdngigen
Signaltransduktion konnten somit wichtige neue Ansatzpunkte fir die Funktion und
Bedeutung dieses wichtigen Signalproteins erbringen und mdgliche neue Therapiewege
aufzeigen.
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3 MATERIAL

3.1 Bakterienstamme

3.1.1 Helicobacter pylori-Stamme

Tabelle 3. In dieser Arbeit verwendete H. pylori-Stdmme*

Stamm Resistenz Beschreibung/ Endoskopie Referenz

P1 klinisches Isolat/ Dyspepsie Schmitt & Haas, 1994
P12 klinisches Isolat/ Ulkus duodeni Schmitt & Haas, 1994
P1AvirB11 Cam® Typ IV-Sekretions-Mutante Backert et al., 2000
P1AcagA Cam® cagA-Mutante Backert et al., 2000
P12AcagA Cam® cagA-Mutante Tammer et al., 2007

* Die P1AvirB11-, P1AcagA- und P12AcagA-Mutanten wurden durch den Einbau einer Chloramphenicol-
Kassette in das virB11- bzw. cagA-Gen erzeugt (Backert et al., 2001; Selbach et al., 2003) und wurden
von PD Dr. Steffen Backert zur Verfiigung gestellt.

3.1.2 Escherichia coli-Stamm

TOP10 F~, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80lacZAM15, AlacX74, recAl,
araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rspL (Str%), endAl, nupG
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

3.2 Zellkultur

Zelllinie Spezies Abstammung Herkunft/Referenz
AGS Human Adenokarzinom des Magens ATCC CRL 1739
FAK " Maus Fibroblasten aus FAK- Prof. Dr. Ch. Hauck ; Sieg et al., 1999

defizienten Maus-Embryos
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3.3 Nahrmedien und Platten

Die Kultivierung von E. coli erfolgte auf LB-Platten bzw. im LB-Flissigmedium.

LB-Medium: 25 g/l Luria Broth-Medium (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe), autoklaviert,
gegebenenfalls Zugabe von 20 mg/l Chloramphenicol bzw. 30 mg/l Kanamycin

LB-Platten: 32 g/l Luria Broth-Platten (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe), autoklaviert,
gegebenenfalls Zugabe von 20 mg/l Chloramphenicol bzw. 30 mg/l Kanamycin

Die Kultivierung von H. pylori erfolgte auf GC-Agar-Base-Platten bzw. BHI-Medium.

GC-Agar-Base-Platten: 36 g/l GC-Agar-Base, 15 g/l Peptose Pepton (Difco/Becton Dickenson,
Maryland, USA), autoklaviert, Zugabe von 10 ml/lI Vitamin-Mix, 100 ml/I
Pferdeserum (Biochrom), 10 mg/l Vancomycin, gegebenenfalls Zugabe von
4 mg/l Chloramphenicol bzw. 8 mg/l Kanamycin

BHI-Flissigmedium:  BHI-Medium supplementiert mit 10 % FCS, 1 % Vitaminmix; 0,1 %
Vancomycin (10 mg/l)

Fur die Herstellung des Vitamin-Mixes wurden zundchst zwei Ldsungen separat
hergestellt, komplett geldst, vereinigt, auf 1000 ml aufgefullt und sterilfiltriert.

Vitamin-Mix: Losung 1 (500 ml in dd. H,O)

100 g/l Dextrose; 10 g/l L-Glutamin; 26 g/l L-Cystein; 0,1 g/l Cocarboxylase;
0,02 g/l Fe(NOs)3; 0,003 g/l Thiamin-HCI; 0,013 g/l p-Aminobenzoeséure;
0,250 g/l NAD*; 0,010 g/l Vitamin By,

Losung 2 (300 ml in dd. H,O + 15 ml HCI

1,1 g/l L-Cystin; 1 g/l Adenin; 0,03 g/l Guanin-HCI; 0,150 g/l L-Arginin;
0,5 g/l Uracil
3.4 Chemikalien

Soweit nicht anders aufgefuhrt, wurden die Chemikalien in analysenreiner Qualitét
(p.a.) von den Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland)
oder Sigma (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

3.5 Enzyme und Proteine

Bolll [10U/ul] New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland)
Dpnl [20U/ul] New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland)

Fotales Kalberserum (FCS) Gibco/lnvitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
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HindI11 [20U/ul]

Klenow-Fragment [5U/ul]
Pferdeserum

Platinum® Taq DNS-Polymerase
High Fidelity [5U/ul]

Rinderserumalbumin (BSA)
T4-DNS-Ligase [5U/ul]
Trypsin/EDTA-L6sung

Pstl [20U/ul]

Sacl [20U/ul]

3.6 Antikorper

New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland)

New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland)

New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland)

Alle Antikorper wurden nach Angaben des Herstellers verwendet.

monoklonale Antikdrper:

a-phospho-Tyrosin
a-HA

o-Cortactin
a-Racl

o-Src

o-GFP

polyklonale Antikorper:

o-Aktin

a-CagA

a-phospho-Cortactin (Tyr-421)
a-phospho-Cortactin (Tyr-466)
a-phospho-Cortactin (Tyr-486)
a-phospho-Cortactin (Ser-113)
a-phospho-Cortactin (Ser-405)

a-phospho-Cortactin (Ser-418)

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Deutschland)
Cell Signaling Technology (Danvers, MA,USA)
Upstate/Millipore (Billerica, MA, USA)
Upstate/Millipore (Billerica, MA, USA)
Upstate/Millipore (Billerica, MA, USA)

Clontech/TaKaRa (Saint-Germain-en-Laye,Frankreich)

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Deutschland)
AMS Biotechnology (Wiesbaden, Deutschland)
Chemicon/Millipore (Billerica, MA, USA)
Chemicon/Millipore (Billerica, MA, USA)
Chemicon/Millipore (Billerica, MA, USA)

Biogenes (Berlin, Deutschland)

Biogenes (Berlin, Deutschland)

Biogenes (Berlin, Deutschland)
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o-phospho-Erk1/2 (Thr-202/Tyr-204) Cell Signaling Technology (Danvers, MA,USA)
a-phospho-FAK (Tyr-397) Biosource/Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
o-FAK Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Deutschland)
o-GFP Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

o-GAPDH Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Deutschland)
o-HA Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

a-Integrin-p1 Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Deutschland)
a-Vav2 Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Deutschland)
o-N-WASP Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Deutschland)
a-phospho-Pak (Thr-423) Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

a-phospho-Src (Tyr-416) Biosource/Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Sekundare Antikorper fir Westernblot:

polyklonales Kaninchen-anti-Maus- Dako (Hamburg, Deutschland)
Immunglobulin/ HRP

polyklonales Kaninchen-anti-Ziege- Dako (Hamburg, Deutschland)
Immunglobulin/ HRP

polyklonales Schwein Anti-Kaninchen Dako (Hamburg, Deutschland)
Immunglobulin/ HRP

Sekundare Antikorper fiir die Fluoreszenzmikroskopie:

polyklonales Ziege-anti-Maus- Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Immunglobulin/ TRITC

polyklonales Ziege-anti-Kaninchen- Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Immunglobulin/ FITC

3.7 GroRenstandards

Als DNS-GroRenstandards dienten 1 kb- oder 100 bp-Leitern von Fermentas (St. Leon-
Rot, Deutschland). Als Standards fir die molare Masse von Proteinen wurden
prestained Protein-Marker (10-170 kDa) verwendet (Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland).
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3.8 Oligonukleotide

Tabelle 4. Verwendete Oligonukleotide zur Herstellung von Cortactin- und FAK-Mutanten

Bezeichnung Sequenz des Oligonukleotids*

verwendet zur
Konstruktion von

F-Cortactin-S405D GAC CCT AGT CCTCAACCAATTG PEGFP-C1-Cortactin S405D

R-Cortactin-S405 wt TGC AGG GGG CGT CTGCTTCT

F-Cortactin-S418D GAC CCC ATC TAT GAG GAT GCAGC  pEGFP-C1-Cortactin S418D

und S405/418D

R-Cortactin-S418 wt GGA GGG TGG TCTGTCTTCAATT

F-FAK-P712,713 wt AGA CCT GGT TAT CCT AGC CCG FAKAPR2

R-FAK-P712,713 wt GCT GGG CTT GGG TGG TGC TTC

F-FAK-P718,721A AGA GCT GGT TAT GCT AGC CCG pcDNA3.1-FAKAPR1/APR3

R-FAK-P712,713A GCT GGG CTTGGC TGC TGCTTC

F-FAK-P882A GCA GCT GGC CAC CTA AGC AAC pcDNA3.1-FAKAPR1/PR4
R-FAK-P879A TCC AGC GCG AGGAGGTTTCT

F-Cortactin-S113D TGC GAC CAAGTG GAC TCG GTC pEGFP-C1-Cortactin S113D
F1-Cortactin-S113A TGC GCA CAAGTG GAC TCG GTC pEGFP-C1-Cortactin S113A

R-Cortactin-S113 wt GTGCTT GGA AAGCTTCGACTG G pEGFP-C1-Cortactin S113D/A

F-Cortactin-Y466D GTG GAC GAG ACT ACAGAGGCTC pPEGFP-C1-Cortactin Y466D

F1-Cortactin-Y466F GTGITC GAG ACT ACAGAGGCTC pEGFP-C1-Cortactin Y466F

R-Cortactin-Y466 wt GGG CTC TGA TGT ATA GGT CAG G pEGFP-C1-Cortactin-Y466D/F

*Basenaustausche im cortactin-Wildtyp-Gen sind unterstrichen und in Fettdruck.

3.9 Plasmide

Tabelle 5. In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Chatakteristika Herkunft/Referenz
pcDNAS3.1 CMV-Promoter, T7-Promoter, Invitrogen, Karlsruhe,

pcDNAS.1-FAK wt
pcDNAS3.1-FAKAPR1
pcDNA3.1-FAKAPR1/PR2

MCS, BGH PolyA, SV40 ori, Deutschland
f1 ori, SV40 PolyA, pUC ori,

AmpR, Neo®

pcDNAS3.1-Konstrukte, die Prof. Dr. Christof Hauck,
cDNAs von HA-gekoppelten Universitat Konstanz;
Wildtyp-FAK oder verschie- Sieg et al., 1999

denen FAK-Mutanten enthalten
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PEGFP-C1

PEGFP-C1-Cortactin wt

PEGFP-C2-Cortactin W22A

PEGFP-C2-Cortactin Y421/466/486F

pPEGFP-C1-Cortactin Y421/466/486D

pEGFP-C2-Cortactin S405/418A

pEGFP-C1-Cortactin S405/418D/ASH3

pEGFP-C1-Cortactin S405D

pEGFP-C1-Cortactin S418D

PEGFP-C1-Cortactin S405/418D

pEGFP-C1-Cortactin S405/418D/Y 466D

pPEGFP-C1-Cortactin S113/405/418D

pEGFP-C1-Cortactin S113D

pEGFP-C1-Cortactin S113A

pEGFP-C1-Cortactin S113D/ASH3

pEGFP-C1-Cortactin Y466D

pPEGFP-C1-Cortactin Y466F

pPEGFP-C1-Cortactin S466D/ASH3

pPEGFP-C1-CortactinASH3

CMV-Promoter, EGFP, MCS,
SV40 polyA, f1 ori, SV40-
Promoter, SVV40 ori, Neo®,
Kan®, HSV TK PolyA, pUC ori

Cortactin wt im pEGFP-C1
Vektor

Cortactin mit einer W22A-
Mutation in der NTA-Doméne

Cortactin mit einer Y421F-,
Y466F- und Y486F-Mutation

Cortactin mit einer Y421D-,
Y466D- und Y486D-Mutation

Cortactin mit einer S405A- und
S418A-Mutation

Cortactin mit einer S405D- und
S418D-Mutaion und Deletion
der SH3-Doméne

Cortactin mit einer S405D-
Mutation

Cortactin mit einer S418D-
Mutation

Cortactin mit einer S405D- und
S418D-Mutation

Cortactin mit einer S405D-,
S418D- und Y466D-Mutation

Cortactin mit einer S113D-,
S405D- und S418D-Mutation

Cortactin mit einer S113D-
Mutation

Cortactin mit einer S113A-
Mutation

Cortactin mit einer S113D-
Mutation und Deletion der SH3-
Doméne

Cortactin mit einer Y466D-
Mutation

Cortactin mit einer Y466F-
Mutation

Cortactin mit einer Y466D-
Mutation und Deletion der SH3-
Doméne

Cortactin mit Deletion der SH3-
Doméne

BD Clontech, Heidelberg,
Deutschland

Ruth Wittelsberger aus der
Arbeitsgruppe von PD Dir.
Backert

Prof. Narcisa Martinez-
Quiles; Martinez-Quiles et
al., 2004

Prof. Narcisa Martinez-
Quiles; Martinez-Quiles et
al., 2004

Prof. Narcisa Martinez-
Quiles; Martinez-Quiles et
al., 2004

Prof. Narcisa Martinez-
Quiles; Martinez-Quiles et
al., 2004

Prof. Narcisa Martinez-
Quiles; Martinez-Quiles et
al., 2004

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pPEGFP-C1-CortactinASH3/APRR Cortactin mit Deletion der SH3-  diese Arbeit
Doméne und der prolinreichen
Region

pEGFP-C1-CortactinA59-108 Cortactin mit Deletion in der diese Arbeit
NTA-Doméne

pEGFP-C1-CortactinA6-256 Cortactin mit der Deletion in der  diese Arbeit

NTA-Domane und F-Aktin-
Bindedomaéne
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4 METHODEN

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Verdau von DNS mit Restriktionsendonukleasen

Plasmide wurden sowohl zur Klonierung als auch zur Analyse mit Restriktions-
endonukleasen behandelt. Fur eine analytische Spaltung wurden 1-3 pg, fir eine
praparative Spaltung 5-10 pg DNS eingesetzt. Die Reaktion wurde mit dem
Restriktionsenzym in einer Menge von 2-5 U/ug DNS in dem vom Hersteller
empfohlenen Puffer durchgefuhrt. Die Reaktionsansétze wurden 2 h bei 37 °C inkubiert,
mit 1/6 Volumen 6x Ladungspuffer (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) versetzt,
auf Agarosegele aufgetragen und gelelektrophoretisch getrennt. DNS-Fragmente aus
praparativen Ansatzen wurden aus Agarosegelen mit dem Jetsorb Gel Extraction Kit
(Genomed, Lohne, Deutschland) isoliert und fiir molekulares Klonieren verwendet.

4.1.2 Ortsspezifische in vitro-Mutagenese mittels PCR

Unter in vitro-Mutagenese versteht man die Verdnderung der Basensequenz eines
DNS-Segments ohne phanotypische Selektion. Sie dient zur Struktur- und Funktions-
aufklarung, zur zielgerichteten Verdnderung von Proteinen und zur Charakterisierung
regulatorischer Regionen des Genoms. Die ortsspezifische Mutagenese ermdglicht den
gezielten Austausch einzelner Basenpaare (Punktmutationen), um die Bedeutung
bestimmter Aminosauren fur die Funktion von Proteinen zu analysieren.
Punktmutationen wurden nach der PCR-basierten Methode von Weiner et al. (1994)
erzeugt. Die Mutationen wurden mittels zweier 5’-phosphorylierter primer eingefihrt,
von denen einer oder beide (bei mehreren Mutationen) die gewinschten
Basenaustausche enthielten. Die Hybridisierungspositionen der primer wurden dabei so
gewahlt, dass beide Strange der Matrizen-DNS in gesamter Lange von der DNS-
Polymerase amplifiziert werden. Als template diente doppelstrangige Plasmid-DNS.
Nach Amplifikation wurde die methylierte template-DNS mit Dpnl abgebaut und die
neu synthetisierte DNS wurde mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN,
Hilden, Deutschland) aufgereinigt. Uberstehende Basen an den 3’-Ende des linearen
PCR-Produktes wurden mit DNS Polymerase 1, Large (Klenow) Fragment (New
England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland) entfernt und die so erzeugten glatten
Enden wurden mit T4-DNS-Ligase zu einem zirkuldren Plasmid intramolekular ligiert.
Ein 50 pl PCR-Ansatz enthielt ca. 0,1 ng template-DNS, je 200 uM dATP, dCTP, dTTP
und dGTP, je 0,2 uM primer, 1/10 Volumen 10x High Fidelity PCR-Puffer, 2 mM
MgSO, und 2,5 U Platinum® Taq DNS-Polymerase High Fidelity (Invitrogen,
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Karlsruhe, Deutschland). Fur den anschlielenden Verdau des templates wurden 10 U
Dpnl zum PCR-Ansatz hinzugegeben und fir 1 h bei 37 °C inkubiert.

Tabelle 6. PCR-Programm fiir in vitro-Mutagenese

Teilschritt Zeit [min] Temperatur [°C] Anzahl der Zyklen
Denaturierung 2 94 1
Denaturierung 0,5 94 «—

Annealing 0,5 58 30
Elongation 1 min/ 1 kb DNS 68 - 1

4.1.3 Klenow-Reaktion

Die Erzeugung glatter DNS-Enden erfolgte mittels des Klenow-Fragments der DNS-
Polymerase | aus E. coli (New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland), das
sowohl eine 3'—5'-Exonuklease-Aktivitat als auch eine 5'—3'-Polymerase-Funktion
besitzt. Je nach Bedarf konnten demnach Uberhdngende 3’-Enden mit Hilfe des
Klenow-Fragments entfernt oder tiberhdngende 5’-Enden aufgefullt werden. Ein 50 pl
Ansatz enthielt 5-10 pg DNS, je 33 uM dATP, dCTP, dTTP und dGTP, 1/10 Volumen
10 x NEB2-Puffer und 1 unit Klenow-Fragment pro pg DNS. Die Reaktionsansétze
wurden fiir 15 min bei 25 °C inkubiert und die Reaktion wurde nach Zugabe von
10 mM EDTA durch Hitzeinaktivierung des Enzyms (5 min bei 70 °C) gestoppt. Die
DNS wurde mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden,
Deutschland) aufgereinigt und konnte anschlieRend fur die Ligation verwendet werden.

4.1.4 Ligation von DNS-Fragmenten

Die Ligierung von DNS-Fragmenten wurde mit Hilfe des Rapid DNS Ligation Kit
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) durchgefiihrt. Ein 20 pl Reaktionsansatz
enthielt 1/5 Volumen des 5x Rapid Ligation Puffer, 5 U T4-DNS-Ligase, 50-100 ng
Vektor-DNS und das insert in einem dreifachen molaren UberschuR zur Vektor-DNS.
Der Ligationsansatz wurde fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, auf Eis abgekhlt
und anschlieRend direkt zur Transformation von kompetenten E.coli-Zellen verwendet.
Fur die Rezirkulation von linearer DNS wurden 25-50 ng DNS im Ligationsansatz
eingesetzt.

4.1.5 Isolierung von Plasmid-DNS

Die Plasmid-Isolierung aus Bakterien erfolgte mit dem Jetstar Plasmid Purification
Maxi-Kit entsprechend den Angaben des Herstellers (Genomed, Lohne, Deutschland).
Die Methode beruht auf einer alkalischen Lyse der Bakterienzellen (Birnboim & Doly,
1979) mit anschlieBender Adsorption der Plasmid-DNS an ein Anionenaustauscherharz
unter niedrigen Salz- und pH-Bedingungen.


http://de.wikipedia.org/wiki/Exonuclease
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4.1.6 Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNS

Die Konzentration der Plasmid-DNS wurde tber die Messung der optischen Dichte bei
einer Wellenlange von 260 nm mit dem Photometer (BioPhotometer, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) bestimmt.

4.1.7 DNS-Extraktion aus dem Agarosegel

Mit Hilfe des Jetsorb Gel Extraction Kit (Genomed, Léhne, Deutschland) wurden DNS-
Fragmente aus Agarosegelen isoliert. In Anwesenheit hoher Konzentrationen chaotroper
Salze wird Agarose aufgeldst und DNS adsorbiert an Silikat-Materialien, wie z.B. Glas
(Vogelstein & Gillespie, 1979). Auf diese Weise lasst sich DNS von Agarose, Salzen,
Farbstoffen, Nukleotiden und Proteinen trennen. Bei der Anwendung des Jetsorb Kits
wurde nach Herstellerangaben verfahren. Verwendet wurden Agarosegele in TBE-
Puffer. Zum Anférben der DNS-Banden wurde das Gel fir 15 min in einer
Methylenblauldsung (0,02 % Methylenblau in H,O) geschittelt und anschlieRend fiir
15 min in Wasser entfarbt.

4.1.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die analytische Trennung von DNS-Fragmenten wurde mittels horizontaler
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Das Prinzip der gelelektrophoretischen Trennung
beruht darauf, dass Nukleinsduren aufgrund ihrer negativen Ladung in einem
elektrischen Feld zur Anode wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei von
der MolekilgroRe abhangig, so dass kleinere Fragmente schneller durch das als
Molekularsieb wirkende Gel wandern, als groRere Fragmente. Durch Anfarben mit
Ethidiumbromid konnen die DNS-Fragmente im UV-Licht sichtbar gemacht werden.
Dies ermdglicht die GroRenbestimmung von DNS-Molekilen durch Vergleich mit
einem Langenstandard.

Fir die Herstellung der Agarosegele (8x7 cm?) wurde Agarose (Biozym, Hessisch
Oldendorf, Deutschland) in TBE-Puffer durch Kochen geldost und mit 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe, Deutschland) versetzt. Die Konzentration der
Agarose betrug je nach GrolRe der aufzutrennenden DNS 0,7 % bis 1,4 %. Als
Laufpuffer diente 0,5 x TBE-Puffer. Die DNS-Proben wurden mit 1/6 Volumen
6x Ladungspuffer (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) versetzt und auf das
Agarosegel aufgetragen. Zur GroRenbestimmung der DNS-Fragmente wurde parallel
der DNS-Léangenstandard GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei Raumtemperatur und
konstanter Spannung (10 V/cm) durchgefuhrt. Die Dokumentation des DNS-Gels
erfolgte am Lumi Imager F-1 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland).
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0,5 x TBE-Puffer: 44,5 mM Tris-Base 6x Ladungspuffer: 10 mM Tris-HCI [pH 7,6]
44,5 mM Borséure 0,03 % Bromphenolblau
1 mM EDTA [pH 8,0] 0,03 % Xylencyanol FF
60 % Glyerol
60 mM EDTA

4.1.9 DNS-Sequenzierung

Die Nukleotidsequenz aller mittels PCR erzeugten DNS-Fragmente wurde durch
Sequenzierung Uberprift. Die DNS-Sequenzierungen wurden im Labor von der Dr.
Martin Meixner GmbH an der Humboldt-Universitdt Berlin nach dem Prinzip der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) mittels cycle sequencing und ABI PRISM®
373 DNS-Sequenzern durchgefiihrt.

4.2 Proteinbiochemische Methoden

4.2.1 Herstellung polyklonaler Antikorper

Die phospho-Serin-spezifischen Cortactin-Antikorper Ser-113, Ser-405 und Ser-418
wurden von der Firma BioGenes (Berlin, Deutschland) hergestellt. Die flr die
Immunisierung verwendeten Phosphopeptide (1) As 108-118: LSKHC-pS-QVDSV;
(2) As 398-411: KTQTPPV-pS-PAPQPT und (3) As 413-423: ERLPS-pS-PVYED
wurden ebenfalls von BioGenes hergestellt und an das Limulus polyphemus
Hémocyanin-Tragerprotein gekoppelt. Es wurden jeweils zwei Kaninchen mit einem
der drei Phospho-Peptide immunisiert. Die Antikérper wurden im Labor von PD Dr.
Backert auf ihre Spezifiat Gberprift und mir dann zur Verfiigung gestellt.

4.2.2 Immunoprazipitation

Die Immunoprazipitation (IP) ermdglicht den Nachweis von Protein-Protein-
Interaktionen in vitro. Mit Hilfe eines Antikorpers wird ein bestimmtes Protein samt
Interaktionspartner aus einem nativen Proteingemisch heraus prézipitiert und kann
anschlieBend im Immunoblot analysiert werden.

Fiir die IP wurden 1 x 10" AGS-Zellen durch Zentrifugation (5 min, 5.000 rpm, 4 °C)
geerntet. Das Pellet wurde mit eiskaltem DPBS (Lonza BioWhittaker, Basel, Schweiz)
gewaschen, zentrifugiert (5 min, 5.000 rpm, 4 °C), in 1 ml Lysispuffer resuspendiert
und fir 30 min auf Eis inkubiert. Wahrenddessen wurde Protein-G-Sepharose
(Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland) zweimal mit DPBS und einmal mit
Lysispuffer gewaschen, wobei nach jedem Waschschritt fir 5 min bei 10.000 rpm und
4°C zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurden die Lysate mit der gewaschenen Protein-
G-Sepharose fiir 2 h bei 4°C auf dem Taumelmischer (Sarmix® GM-1, Sarstedt,
NUmbrecht, Deutschland) inkubiert, um Proteine zu entfernen, die unspezifisch an die
Protein-G-Sepharose binden (preclearing). Danach wurde die Protein-G-Sepharose aus
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der Zellsuspension abzentrifugiert (5 min, 3.000 rpm, 4 °C) und der Uberstand mit dem
jeweiligen Antikorper Uber Nacht bei 4 °C auf dem Taumelmischer inkubiert. Die
Antikoper wurden in der angegebenen Konzentration des jeweiligen Herstellers
eingesetzt. Die Immunkomplexe wurden mit gewaschener Protein-G-Sepharose fiir 2 h
bei 4 °C auf dem Taumelmischer inkubiert und mittels Zentrifugation (5 min,
5.000 rpm, 4 °C) prézipiert. Die Prazipitate wurden einmal mit Lysispuffer und dreimal
mit 0,5 x DPBS gewaschen und in 2 x SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Analyse
des prazipitierten Proteins und seiner Interaktionspartner erfolgte mittels SDS-PAGE
und Westernblot.

Lysispuffer: 20 mM Tris-HCI [pH 7,2] % puffer: 125 mM Tris-HCI [pH 6,8]
150 mM NaCl 4 % SDS
5mM EDTA 0,02 % Bromphenolblau
1 % TitonX-100 20 % Glycerin
10 % Glycerol 100 mM DTT

1 mM NazVVO,

COMPLETE™ (Roche
Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland)

4.2.3 Racl-Aktivierungs-Assay

Die Aktivierung von Racl in infizierten Zellen wurde mit Hilfe des Racl Activation
Assay Kit der Firma Cytoskeleton (Denver, USA) bestimmt. Diese Methode nutzt die
Racl/Cdc42-interaktive Bindedomédne CRIB des Racl/Cdc42-Effektors PAK (p21
activated kinase 1), da das CRIB-Motiv spezifisch an die GTP-gebundende Form von
Racl- und/oder Cdc42 bindet. Die PAK-CRIB-Domane liegt hierbei in Form eines
Glutathion S-Transferase (GST)-Fusionsproteins vor, so dass der PAK-CRIB/GTP-
Racl (oder GTP-Cdc42)-Komplex mit Hilfe von Glutathion-Affinitatsbeads prézipitiert
werden kann. Dieser Assay stellt somit eine einfache und anerkannte Methode dar, um
die Rac1/Cdc42-Aktivierung in Zellen zu quantifizieren. Der Racl-Aktivierungs-Assay
wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt.

4.2.4 Zellulare Fraktionierung

Um die unterschiedliche subzelluldre Lokalisation von Proteinen in infizierten und
nicht-infizierten Zellen nachzuweisen, wurde die schrittweise Extraktion von drei
verschiedenen Proteinfraktionen (Zytosol-, Membran- und unldsliche Fraktion) nach der
Methode von Kenny & Finlay (1997) durchgefuhrt.

Fur die Fraktionierung wurden mit H. pylori-infizierte oder nicht-infizierte AGS-Zellen
(5 x 10° durch Zentrifugation (5 min, 5.000 rpm, 4 °C) geerntet. Das Zellpellet wurde
mit eiskaltem DPBS (Lonza BioWhittaker, Basel, Schweiz) gewaschen, zentrifugiert
(5 min, 5.000 rpm, 4 °C) und in 100 pul Saponinpuffer resuspendiert, um die Zellen zu
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permeabilisieren. Nach 5 min Inkubation auf Eis und anschlielender Zentrifugation
(5 min, 10.000 rpm, 4°C) wurde die zytosolische Proteinfraktion (Fraktion 1) im
Uberstand erhalten und in 100 pl 2 x SDS-Probenpuffer aufgenommen. Um die
Membranproteine herauszulésen wurde das Pellet in 50 pl TritonX-100-Puffer
resupendiert, zentrifugiert (5 min, 10.000 rpm, 4°C) und der Uberstand (Fraktion I1) in
50 ul 2 x SDS-Puffer aufgenommen. Das Pellet wurde in 100 ul 2 x SDS-Puffer
resupendiert und stellte die unltsliche Proteinfraktion dar (Fraktion I11). Die Analyse
der verschiedenen Proteinfraktionen erfolgte mittels SDS-PAGE und Westernblot.

Saponinpuffer: 50 mM Tris-HCI [pH 7,5] ﬁ puffer: 125 mM Tris-HCI [pH 6,8]
0,4 mM NazVO, 4 % SDS
1 mM NaF 0,02 % Bromphenolblau
0,2 % Saponin 20 % Glycerin
COMPLETE™ (Roche 100 MM DTT

Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland)

TritonX-100-
Puffer: Saponinpuffer

1 % TritonX-100

4.25 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Trennung von Proteinen aufgrund ihres Molekulargewichtes
wurde in denaturierenden, diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen nach der wvon
Laemmli (1970) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Die Proteine werden dabei auf
ein flaches Gel aus quervernetzten polymerisiertem Acrylamid aufgetragen, das als
Molekularsieb wirkt und groéRere Proteine starker zuriickhalt als kleinere. Durch den
Zusatz des anionischen Detergenz SDS (Sodiumdodecylsulfat) wird die native
Konformation der Proteine aufgeldst und deren Eigenladung Uberdeckt. Die Proteine
werden dadurch proportional zu ihrer Aminoséure-Anzahl negativ geladen und wandern
im elektrischen Feld in Richtung der Anode.

Fiir die SDS-PAGE wurde das vertikale Gelelektrophoresesystem Mini-Protean-111"

von Bio-Rad (Minchen, Deutschland) verwendet. Die Acrylamidkonzentration im
Trenngel betrug je nach Anwendung 6 bis 12 % und im Sammelgel 5 % (Sambrook et
al., 1989). Die in SDS-Puffer aufgenommenen Lysate wurden fur 5 min bei 95 °C
denaturiert und anschlieRend auf das Gel aufgetragen (10-30 pl). Die elektrophoretische
Trennung erfolgte bei einer Spannung von 120 V. Zur Bestimmung der Proteingrofe
wurde parallel der ProteingroRenstandard Page-Ruler-Prestainded™ (Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland) aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine
entweder mit einer Coomassie-Brilliant-Blau-Lésung  angefarbt oder auf eine
Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF, Millipore, Billerica, MA, USA) transferiert.
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Gellaufpuffer
[pH 8,3]: 25 mM Tris

250 mM Glyzin
0,1 % (w/v) SDS

Tabelle 7. Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Trenngel Sammelgel
6% 8% 10% 12%
Tris-HCI, pH 8,8 [M] 0,375 0,375 0,375 0,375
Tris-HCI, pH 7,4 [M] 0,125
Acrylamid-Mix [%] 6 8 10 12 5
SDS [%] 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Ammoniumpersulfat [%] 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
TEMED [%] 0,08 0,06 0,04 0,04 0,1

4.2.6 Coomassie-Farbung

Mit Hilfe des Coomassie-Brilliant-Blau-Farbstoffes konnen die in der SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine direkt im Gel angefarbt werden. Man erreicht bei dieser
Methode eine Nachweisempfindlichkeit von 1 ug bis 0,1 pg Protein.

Zum Anféarben der Proteine wurden die Gele fur 30 min bei RT in der Coomassie-
Brilliant-Blau-Farbelosung geschittelt. Die Proteine werden dabei durch die Essigséure
fixiert und das enthaltene Methanol bringt den Coomassie-Farbstoff in Lésung. Dieser
lagert sich an basische und aromatische Seitenketten von Aminosauren an und macht so
die Proteine sichtbar. Uberschiissiger Farbstoff wurde mit der Entfarbelésung entfernt.
Die Gele und Banden wurden am Lumi Imager F-1 (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland) dokumentiert, quantifiziert bzw. mit Hilfe eines
Flachbettscanners digitalisiert.

Férbeldsung: 45 % (v/iv) Methanol Entfarbeldsung: 30 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigséure 10 % (v/v) Essigséure
0,25 % (w/v) Coomassie- in H,O
Brilliant-Blau R-250
in H,O

4.2.7 Westernblot

Der Immunoblot oder Westernblot dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen
(Towbin et al., 1992). Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden dazu
elektrophoretisch auf eine PVDF-Membran (Millipore, Billerica, MA, USA) lbertragen
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und anschlieBend mit Hilfe von spezifischen Antikorpern detektiert. Der Transfer
erfolgte mittels einer semidry-Blot-Apparatur (Roth, Karlsruhe, Deutschland) bestehend
aus zwei Graphitelektroden. Die PVDF-Membran wurde vor dem Blot-Aufbau in
Methanol aktiviert und anschlielend, wie die zugeschnittenen Whatman-Papiere (Roth,
Karlsruhe, Deutschland), in Transferpuffer &quilibriert. Fiir den Blot-Aufbau wurden
dann drei Whatman-Papiere auf die Graphitanode gelegt, gefolgt von der Membran,
dem Trenngel und drei weiteren Whatman-Papieren. Durch Auflegen der
Graphitkathode wurde die Blot-Apparatur geschlossen. Nach Anlegen einer Spannung
wandern die durch das SDS negativ geladenen Proteine in Richtung Anode und werden
auf der Membran immobilisiert. Der Proteintransfer erfolgte fiir 2 h bei 0,8 mA/cm?.

Nach dem Blotvorgang wurde die PVDF-Membran kurz in TBST gewaschen und
anschlieBend in Blockierungspuffer fir 1 h bei RT oder tber Nacht bei 4°C inkubiert,
um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen. Als Blockierungspuffer wurde je nach
Antikorper 3 % Rinderserum-Albumin Fraktion V (BSA, Sigma, Taufkirchen,
Deutschland) in TBST oder 5 % Milchpulver (Roth, Karlsruhe, Deutschland) in TBST
verwendet. Danach wurde die Membran mit dem priméren Antikorper fir 2 h bei RT
oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Der Antikorper wurde dabei nach Herstellerangaben
im jeweiligen Blockierungspuffer verdiinnt. Nicht gebundener Antikorper wurde durch
dreimaliges Waschen mit TBST fir je 15 min entfernt. Anschlielend erfolgte die
Zugabe des in Blockierungspuffer verdinnten (1:1000) HRP-gekoppelten Sekundar-
antikopers fur 1 h bei RT im Dunkeln. Der sekundare Antikorper erkennt das Fc-
Fragment des priméren Antikorpers und die an den Sekundarantikérper gekoppelte
Peroxidase ermdglicht den hochsensitiven Nachweis des immobilisierten Antigens
mittels Chemilumineszenz. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBST fir je
15 min erfolgte die Visualisierung des Protein-Antikorper-Komplexes mit Hilfe des
ECL Plus Western Blotting Detection Reagents ™ (Amersham Bioscience, Freiburg,
Deutschland). Das Prinzip beruht auf der Oxidation von Luminol in Anwesenheit von
H.O, durch die an Sekundarantikdrper gekoppelte Peroxidase. Bei dieser chemischen
Reaktion wird Licht freigesetzt, welches einen Rontgenfilm belichten bzw. von einer
Kamera erfasst werden kann. Die Detektion und Dokumentaion erfolgte am Lumi
Imager F-1 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland).

Um auf derselben Blotmembran nacheinander verschiedene Antigene nachzuweisen,
wurden die an der Membran gebundenen Antikdrper entfernt. Dazu wurde die
getrocknete Membran kurz in Methanol behandelt und anschlieBend fur 45 min bei
58°C im Stripping-Puffer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBST wurde die
Membran erneut blockiert und stand einer weiteren Antikdrperfarbung zur Verfugung.
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Transferpuffer 1 x TBST
[pH 8.4]: 20 mM Tris-HCI [pH 7.4]: 20 mM Tris-HCI
192 mM Glycin 140 mM NaCl
20 % (v/v) Methanol 0,1 % (v/v) Tween-20

0,1 % (w/v) SDS

Stripping-
Puffer: 62,5 mM Tris-HCI [pH 6,7]

100 mM B-Mercaptoethanol
2 % (v/v) SDS

4.3 Mikrobiologische Methoden

4.3.1 Kultivierung von Helicobacter pylori

Helicobacter pylori wurde auf GC-Agar-Base-Platten, denen gegebenenfalls
entsprechende Antibiotika zugesetzt wurden, kultiviert. Die Bakterien wurden dazu mit
einer sterilen Impfdse (Greiner-Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) aus der
Gefrierkultur (-80°C) ausgestrichen und bei 37°C in Anaerobiertopfen (Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, UK) unter mikroaerophilen Bedingungen (5 % O,, 10 % CO,
und 85 % N,) durch Zugabe von Campygen (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, UK)
inkubiert. Nach zwei bis drei Tagen wurden die Bakterien durch Verdinnungsausstriche
auf neue Platten Uberimpft. Fur die erste Verdunnung wurden die Bakterien mit einem
sterilen Wattestabchen (Raucotupf, Lohmann & Rauscher, Rengsdorf, Deutschland) von
der Platte abgenommen, in 1 ml BHI-Medium (brain heart infusion, Fluka BioChemika,
Buchs, Schweiz) resuspendiert und auf eine GC-Agar-Base-Platte ausgestrichen. Fir die
zweite und dritte Verdinnung wurde dasselbe Wattestabchen erneut in je 1 ml BHI-
Medium getaucht, die Bakterien darin resuspendiert und auf je eine weitere Platte
ausgestrichen. Die Platten wurden anschlielend fur zwei Tage bei 37°C in
Anaerobiertdpfen unter mikroaerophilen Bedingungen inkubiert. Fir die H. pylori-
Infektionsexperimente wurde jeweils der dritte Verdiinnungsausstrich verwendet.

Zur Stammerhaltung wurden die Bakterien einer dicht bewachsenen Platte in BHI-
Medium mit 20 % Glyzerin resuspendiert und bei -80°C gelagert.

4.3.2 Infektionen mit Helicobacter pylori

Fur Infektionsexperimente wurde H. pylori mit einem sterilen Wattestdbchen
(Raucotupf, Lohmann & Rascher, Rengsdorf, Deutschland) von der Agarplatte (dritter
Verdlnnungsausstrich, Kap. 4.3.1) abgenommen, in BHI-Medium resuspendiert und die
Konzentration photometrisch (OD=600 nm) bestimmt. AnschlieBend wurde die jeweils
gewilnscht Menge der Bakteriensuspension direkt in das Zellkulturmedium der
kultivierten eukaryontischen Zellen gegeben. Die Konfluenz der Zellen betrug zum
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Zeitpunkt der Infektion etwa 60-80 %. Die Zellen wurden mit einer multiplicity of
infection (MOI) von 100 infiziert. Zu den nicht-infizierten Kontrollzellen wurde das
gleiche Volumen an DPBS zugegeben. Nach Inkubation fiir 4-6 h bei 37 °C und 5 %
CO, wurde die Infektion mittels Phasenkontrastmikroskop (Olympus, Hamburg,
Deutschland) analysiert und die Zellen entsprechend weiter verarbeitet.

4.3.3 Kultivierung von E. coli

Zur Kultivierung von E. coli wurden Luria Broth- (LB-) Platten oder LB-Flissigmedien
mit den entsprechenden Antibiotika verwendet. Die Bakterien wurden (ber Nacht bei
37°C im Brutschrank bzw. Schuttelinkubator angezogen.

Fir die Stammerhaltung wurden E. coli-Ubernachtkulturen mit 20 % Glyzerin versetzt
und bei -80°C eingefroren.

4.3.4 Herstellung und Transformation kompetenter Zellen

Als Transformation wird die Aufnahme von freier DNS in kompetente Bakterienzellen
bezeichnet. Sie wird genutzt, um rekombinante DNS-Molekile in Bakterien einzu-
schleusen und dort vervielfaltigen zu lassen. Da die meisten Bakterien, wie z.B. E. coli,
keine naturliche Kompetenz aufweisen, missen sie vor der Transformation physikalisch
oder chemisch behandelt werden, um die Fahigkeit zu erhalten DNS aufzunehmen.

Préaparation chemisch kompetenter Zellen

Kompetente Zellen fir die Transformation mit DNS wurden nach der Kalziumchlorid-
Methode (Mandel & Higa, 1970) gewonnen. E. coli-Ubernachtkulturen wurden auf eine
Zelldichte von Aggo = 0,1 in LB-Medium verdiinnt und wuchsen bei 37 °C bis zu einer
Zelldichte von Asp = 0,3-0,5. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4 °C
durchgefiihrt. Durch Zentrifugation (10 min, 3.000 rpm) wurden die Bakterien aus
100 ml Kultur geerntet und in 50 ml eiskaltem CaCl, (100 mM) resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation (5 min, 1.500 rpm) wurde das Pellet in 10 ml eiskaltem 100 mM
CaCl, resuspendiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen
zentrifugiert (5 min, 1.500 rpm) und das Pellet in 5 ml 100 mM CaCl, mit 10%
Glycerin resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieBend a 100 ul aliquotiert und bis zur
Verwendung bei -80 °C gelagert.

Chemische Transformation von E. coli

Einhundert pl kompetente E. coli-TOP-10-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
wurden langsam auf Eis aufgetaut, mit 2-5 pl Ligationsansatz versetzt und fir 20 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 45 Sekunden bei 42 °C einem
Hitzeschock im Wasserbad unterzogen und flr weitere 10 min auf Eis gestellt. Nach
Zugabe von 1 ml SOC-Medium regenerierten sich die Zellen ftr 60 min bei 37 °C im
Warmeschdttler. Von diesem Ansatz wurden geeignete Verdinnungen auf selektive
Platten ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
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SOC-Medium: 2 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
8,5 mM NaCl
2,5mM KClI
10 mM MgCl,
20 mM Glukose in H,O

4.4 Zellbiologische Methoden

4.4.1 Kultivierung von eukaryontischen Zellen

Die adhérent wachsende humane Magenkarzinomzelllinie AGS (ATCC CRL 1739)
wurde in RPMI-1640-Medium (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), das mit 10 % FCS
(Gibco/lInvitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und 1% Antibiotika-Antimykotika-L6sung
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) suplementiert war, in 175 cm?Gewebe-
kulturflaschen (Greiner-Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) bei 37 °C und 5 % CO;
kultiviert. Eine konfluent gewachsene Kultur wurde zweimal mit DPBS gewaschen und
mit 7 ml einer Trypsin-EDTA-L6sung (Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland) fir
5 min bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach Abldsen der Zellen wurde die Protease
Trypsin durch Zugabe von FCS-haltigem Medium inaktiviert und die Zellen wurden in
geeigneter Verdinnung in neue Gewebekulturflaschen Gberfiihrt oder in 6-Loch-Platten
oder Gewebekulturschalen (alle Greiner-Bio-One, Frickenhausen, Deutschland)
eingesat.

4.4.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fur die Langzeitlagerung wurden die Zellen, wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben,
trypsiniert und anschlieBend in ein steriles Rohrchen mit Medium uberfuhrt und fur
10 min bei 1.000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Einfiermedium (90 % FCS,
10 % DMSO) resuspendiert und in Einfrierréhrchen (Greiner-Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland) gegeben. Die Zellen wurden zunéchst bei -80 °C eingefroren und
anschlieBend im flussigen Stickstoff aufbewahrt.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese bei 37 °C im Wasserbad schnell erwarmt (40-60
Sekunden), sofort in das entsprechende Zellkulturmedium aufgenommen und fir 10 min
bei 1.000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Medium resuspendiert und in
Gewebekulturflaschen  Uberfihrt. DMSO-Reste wurden durch einen ersten
Mediumwechsel nach 24 Stunden entfernt.
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4.4.3 Transiente Transfektion von Plasmid-DNS

Als Transfektion wird das Einbringen von DNS (z.B. Plasmide) in eukaryontische
Zellen bezeichnet. Man unterscheidet dabei zwischen dem nur zeitweiligen Einbringen
der DNS in die Wirtszelle (transiente Transfektion) und dem dauerhaften Einbau in das
Genom (stabile Transfektion). Durch Transfektion von Expressionsplasmiden, welche
den offenen Leserahmen fir ein Protein enthalten, kénnen Eukaryontenzellen zur
Synthese des exogenen Proteins veranlasst werden.

Plasmide wurden mit dem Transfektionsreagenz GeneJammer (Stratagene, Amsterdam,
Niederlande) nach Anleitung des Herstellers transfiziert. Durch Mischen der DNS mit
dem polyaminen Transfektionsreagenz werden DNS-haltige Komplexe erzeugt, die an
der Zelloberflache adsorbieren und die Aufnahme der DNS in die Zelle durch
Endozytose vermitteln. Es wurden 2-4 pg Plasmid-DNS fiir 8 x 10° Zellen bzw. 5-10 pg
fir 5 x 10° Zellen eingesetzt und pro pg DNS wurden 2-6 pl GeneJammer verwendet.
36-48 h nach Transfektion wurden die Zellen entsprechend weiter verarbeitet.

4.4.4 Transiente Transfektion von siRNS

RNS-Interferenz (RNSI) ist eine Methode zum Ausschalten von Genen auf posttrans-
kriptionaler Ebene (Cullen, 2002). Doppelstrangige RNS (dsRNS) wird dabei in eine
Zelle eingeschleust und fihrt so intrazelluldr zum sequenzspezifischen Abbau der
komplementédren mRNS. Die genaue Wirkungsweise von RNSi ist noch nicht bekannt,
aber man geht davon aus, dass lange dsRNSs durch eine zelleigene Ribonuklease
(dicer) in kurze, 21-25-mere Ribonukleotide geschnitten werden. Diese kurzen RNS-
Molekile werden als small interfering-RNS (SiRNS) bezeichnet. siRNS-Molekile
lagern sich mit verschiedenen Proteinen zu dem so genannten RNS-induced silencing
complex (RISC) zusammen. Durch ATP-abhéngiges Entwinden der doppelstrangigen
SIRNS entsteht aus diesem RISC ein Komplex, der durch sequenzspezifische
Basenpaarung an seine komplementdre mRNS binden kann, um so deren Abbau
einzuleiten. Das Einfuhren von dsRNS mit mehr als 30 Nukleotiden in S&ugetierzellen
fuhrt jedoch zu einer starken antiviralen Antwort, die unspezifische Effekte bis hin zur
Apoptose der Zelle mit sich bringen kann. Um dieses zu umgehen, werden zur
spezifischen Reduktion der Genexpression in Saugetierzellen siRNSs verwendet.

In dieser Arbeit wurden kommerzielle siRNSs der Firma Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Deutschland) verwendet und die Transfektion erfolgte nach Hersteller-
angaben. In eine 6-Loch-Platte wurden 2x10° AGS-Zellen pro Loch eingesét und fiir
24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Fir die Transfektion wurden zwei Ldsungen (A
und B) vorbereitet. Fir Losung A wurden 80 pl Transfektionsmedium (serumfreies
RPMI-1640-Medium) mit 1 pg siRNS gemischt und fir Lésung B wurden 80 pl
Transfektionsmedium mit 4,8 ul Transfektionsreagenz gemischt. Beide LOsungen
wurden fir 5 min bei RT inkubiert. Anschliefend wurde Losung A mit Losung B
gemischt und fir 20 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 640 pl
Transfektionsmedium. Das Medium von den Zellen wurde entfernt und das siRNS-
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Transfektionreagenz-Gemisch auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von 5-7 h
bei 37°C und 5 % CO; wurde 1 ml Wachstumsmedium (RPMI-1640, 20 % FCS, 2 %
PS) zugegeben und die Zellen wurden fiir weitere 36 h bei 37°C und 5 % CO, inkubiert
und entsprechend weiter verarbeitet.

4.4.5 Wundheilungs-Assay

Mit Hilfe des Wundheilungs-Assays kann die Fahigkeit von Zellen untersucht werden,
eine kinstliche Wunde zu schliel3en, die man durch das Zufiigen eines schmalen Ritzes
in den Zellrasen bringt. AGS-Zellen wurden dazu in 6-Loch-Platten eingesét und bis zu
vollstandiger Konfluenz bei 37 °C und 5 % CO, in Wachstumsmedium Kultiviert. Die
konfluenten Zellen wurden mittels einer 1 ml-Pipettenspitze angekratzt (ca. 2 cm Lange
und ca. 1 mm Breite). Die Breite des verursachten Spaltes wurde mikroskopisch nach 0
und 24 Stunden ausgemessen. VVon Bedeutung war, dass immer der gleiche Bereich
beobachtet und ausgemessen wurde, um so reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Zur
Unterdrickung proliferativer Effekte, wurden die Zellen 12 Stunden vor der
eigentlichen Versuchsdurchfiihrung auf FCS-freies Medium gesetzt. Die gemessene
Migration der Zellen wurde als Spaltbreite im Phasenkontrastmikroskop vermessen.

4.5 Mikroskopische Methoden

4.5.1 Phasenkontrasmikroskopie

Fur die Phasenkontrastmikroskopie wurden die Zellen direkt in dem jeweiligen
Zellkulturgefal? an einem Phasenkontrastmikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland)
mit einer 20-fachen VergrolRerung betrachtet. Die Dokumentation erfolgte mit der CCD-
Kamera MP Focus 5000 (Intas, Gottingen, Deutschland) und dem Programm
ImageProPlus (MediaCybernetics, Wokingham Berkshire, UK).

4.5.2 Immunfluoreszenzfarbung von Zellen

Die Immunfluoreszenzmikroskopie ist eine Methode zur Lokalisierung von Proteinen
innerhalb der Zelle. Es ist dabei z.B. mdglich, die subzelluldre Lokalisierung eines
Proteins zu bestimmen, die Anderung der Lokalisierung als Antwort der Zelle auf
bestimmte Stimuli hin zu untersuchen oder die relative Lokalisierung mehrerer Proteine
zueinander zu vergleichen. Man unterscheidet die direkte und die indirekte Immun-
fluoreszenzfarbung. Bei der direkten Immunfluoreszenzfarbung bindet ein spezifischer
fluoreszenzmarkierter Primarantikorper direkt an das Antigen der Zelle und wird mittels
Mikroskopie dargestellt. Bei der meist verwendeten indirekten Immunfluoreszenz-
Methode bindet ein unmarkierter Priméarantikorper an das Antigen. AnschlieRend wird
ein zweiter, fluoreszenzmarkierter Antikorper (Sekundarantikdrper), der gegen den
Primarantikdrper gerichtet ist, eingesetzt.
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Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden AGS-Zellen auf runden Glas-Deckglasern
(12 mm Durchmesser, Omnilab, Bremen, Deutschland) eingesat und fur 24-48 h bei
37°C und 5 % CO; inkubiert. Anschlielend erfolgte gegebenenfalls fir 4-6 h die
Infektion der Zellen mit H. pylori. Die infizierten oder nicht-infizierten Zellen wurden
mit 3,8 % PFA fur 25 min fixiert und mit DPBS gewaschen. Die Zellen wurden dann
mit 0,5 % TritonX-100-L6sung fiir 1 min permeabilisiert, mit DPBS gewaschen, fir
45 min im Blockpuffer blockiert und fur 1 h mit dem priméren Antikorper inkubiert.
Der Antikorper wurde dabei nach Angaben des Herstellers im Blockpuffer verdiinnt und
die Zellen wurden anschlie3end dreimal fur je 15 min mit DPBS gewaschen. Bei der
indirekten Farbung wurden die Zellen erneut fir 10 min im Blockpuffer blockiert, fir
45 min mit dem Sekundarantikorper (verdinnt im Blockpuffer) inkubiert und dreimal
fur je 15 min mit DPBS gewaschen. Bei der direkten Farbung durch die Verwendung
von Rhodamin- oder Alexa Fluor®350-gekoppelten Phalloidin (beide Molecular
Probes/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) waren der zweite Blockierungsschritt und
der sekundare AntikOrper nicht notwendig. Die Zellen wurden schlieRlich mit
Einbettmedium tberschichtet und bis zur mikroskopischen Analyse bei 4°C im Dunkeln
gelagert.

Fixierldsung: 3,8 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS

Permeabilisierungslésung: 0,5 % TritonX-100 in PBS

Blockpuffer: 1% BSA
0,1 % Tween-20 in PBS

Einbettmedium: Vectashild (Vector Labs, Peterborough, UK) + Glycerin (1:1)
2 % DABCO (1,4-diazobicyclo-(2,2,2)-octan)

4.5.3 Fluoreszenzmikroskopie

Die fir die Immunfluoreszenzmikroskopie angefarbten Zellen wurden mit dem Leica
DMRE?7 Fluoreszenzmikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) unter Verwendung eines
63/1,4 Objektivs analysiert. Die Dokumentation erfolgte mit der CCD-Kamera Spot-RT
(Diagnostic Instruments, Burroughs, M1, USA). Fiir die Auswertung und Uberlagerung
der Bilder wurden die Programme SPOT Advanced (Diagnostic Instruments,
Burroughs, MI, USA) und ImageJ (National Institute of Health, USA) verwendet.
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4.6 Computergestitzte Analysen

46.1  Statistik

Die statistische Auswertung von Daten erfolgte unter Zuhilfenahme des Statistik-
programms SigmaStat Version 2.03 unter Verwendung des t-Testes nach Student. Mit
dem t-Test nach Student wird Uberpruft, ob sich zwei unabhangige Datengruppen
signifikant unterscheiden. Voraussetzungen fur den Test sind annahernde
Normalverteilung und hohe Varianzhomogenitat. Als statistisch signifikant wurden
P-Werte < 0,05 angesehen (* P <0,05; ** P <0,005).
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5 ERGEBNISSE

5.1 Bedeutung von Cortactin fur die Infektion mit H. pylori

Selten erregte in der Medizin eine Entdeckung solchermallen Aufsehen wie die
Erkenntnis, dass eine bakterielle Infektion durch Helicobacter pylori die Ursache von
80-90 % der Gastritiden, nahezu aller Zwolffingerdarmgeschwire und etwa 80 % aller
Magengeschwire ist. Epidemiologische Studien zeigten, dass H. pylori-Stdimme,
welche die cag-Pathogenitatsinsel und das CagA-Protein exprimieren, haufiger
Erkrankungen wie Gastritis, Magengeschwire und sogar Magenkrebs auslosen als
Stamme, denen die Pathogenitatsinsel fehlt (Peek, Jr. & Blaser, 2002; Monack et al.,
2004; Backert & Meyer, 2006; Suerbaum & Josenhans, 2007). CagA wird in das
Zytoplasma von in vitro kultivierten Wirtszellen transloziert und durch Mitglieder der
Src- und Abl-Kinasen an Tyrosinresten innerhalb der EPIYA-Sequenzmotive
phosphoryliert (Selbach et al., 2002; Stein et al., 2002; Tammer et al., 2007). Da diese
phosphorylierten Tyrosine mit anderen Proteinen interagieren konnen, die eine so
genannten SH2-Doméne als Bindungsstelle beinhalten, kann das CagA-Protein somit
zelluldre  Signaltransduktionsprozesse in infizierten Magenepithelzellen direkt
beeinflussen. In den vergangenen Jahren wurden verschiedene CagA-induzierte
Signalwege beschrieben (Blaser & Atherton, 2004; Backert & Meyer, 2006; Backert &
Selbach, 2008; Hatakeyama, 2008). Einer dieser Signalkaskaden ist, dass
phosphoryliertes CagA direkt mit seiner Kinase c-Src interagiert (Selbach et al., 2003).
Diese Interaktion fuhrt zu einer deutlichen Abnahme der c-Src-Autophosphorylierung
am Tyrosinrest 416 und zur Inaktivierung der Kinaseaktivitat durch Phosphorylierung
von Tyrosinrest 527, dem negativen Regulierungsmotiv in Src (Selbach et al., 2003).
Daruber hinaus interagiert phosphoryliertes CagA mit der SH2-Doméne von Csk
(carboxyterminal Src kinase) und stimuliert somit die Csk-Kinaseaktivitét, die dann den
Tyrosinrest 527 in Src phosphoryliert (Tsutsumi et al., 2003). Somit wird c-Src Uber
einen klassischen Regelkreis mit negativer Rickkopplung inhibiert (Selbach et al.,
2003). Interessanterweise wurde auch berichtet, dass die Inaktivierung von Src mit der
Tyrosin-Dephosphorylierung von 80 kDa- und 120 kDa-Wirtszellproteinen einhergeht
(Backert et al., 2000). Insgesamt wurden bisher drei dephosphorylierte Aktin-bindende
Proteine identifiziert: Cortactin, Ezrin (beide 80 kDa) und Vinculin (120 kDa), die
durch die Inaktivierung von Src nicht mehr an Tyrosinresten phosphoryliert werden
konnen (Selbach et al., 2003; 2004; Moese et al., 2007). Die Relevanz dieser Ereignisse
fur die Infektion von H. pylori ist allerdings unbekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit
war folglich, die funktionelle Rolle eines dieser Proteine -Cortactin- in der H. pylori-
Infektion mit gastrischen Epithelzellen (AGS-Zellmodell) ndher zu untersuchen.
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5.1.1 Knockdown von Cortactin mittels SIRNS

Zu Beginn meiner Arbeiten sollte zunéchst sichergestellt werden, dass Cortactin
tatsachlich fur die Infektion mit H. pylori wichtig ist. Zu diesem Zweck wurde die
Expression von Cortactin in AGS-Zellen mit Hilfe von inhibitorischer siRNS
herunterreguliert. Im Westernblot mit einem spezifischen anti-Cortactin-Antikorper ist
die deutliche Abnahme der Expression des Proteins ersichtlich (Abb. 5A). Die
densitometrische Auswertung der Bandenintensitaten im Lumi-Imager zeigte, dass die
Expression von Cortactin um etwa 90 % reduziert war (Daten nicht gezeigt). Zur
Absicherung wurde eine unspezifische Kontroll-siRNS (Santa Cruz) in die AGS-Zellen
transfiziert, die keinen Effekt auf die Expression von Cortactin zeigte (Abb. 5A).
Anschliefend wurden die transfizierten Zellen mit dem H. pylori-Stamm P1 infiziert.
Die Infektion mit Wildtyp-H. pylori erzeugte in AGS-Zellen nach etwa 1-2 Stunden die
Dissoziation der Zell/Zell-Kontakte und eine hohe Motilitat der Zellen (Segal et al.,
1999; Backert et al., 2000; Selbach et al., 2002). Nach etwa 4-6 Stunden entwickelten
die Zellen eine spindelférmige Morphologie und dinne bis zu 70 um lange Fortsatze
(Abb. 5B,C). Diese charakteristischen Veranderungen des Zytoskeletts werden in der
Literatur als ,,Kolibri* (hummingbird)- oder Elongationsphanotyp definiert (Segal et al.,
1999; Backert et al., 2001; 2004). Die Entfaltung des ,,Kolibri“-Phénotyps war in
Gegenwart der anti-Cortactin siRNS signifikant inhibiert (Abb. 5B,C). Diese Ergebnisse
zeigen, das Cortactin an der Ausbildung des Elongationsphanotyps beteiligt ist und
somit in der Infektion mit H. pylori von Bedeutung sein konnte.

Abb. 5 Rolle von Cortactin fur die
Ausbildung des H. pylori-induzier-
ten Elongationsphanotyps in AGS-
Zellen. AGS-Zellen wurden mit
Cortactin-siRNS oder einer Kontroll-
SiRNS transfiziert und nach 48
Stunden mit H. pylori fir 6 Stunden
infiziert. (A) Die Verminderung der
Cortactin-Expression wurde mittels
Westernblot-Analyse kontrolliert.
Die Westernblot-Analyse mit dem
a-GAPDH-Antikorper zeigt, dass der
Unterschied in der Expression nicht
auf weniger Gesamtprotein
zuriickzufuhren ist. (B) Die Anzahl
der elongierten Zellen wurde jeweils
aus zehn verschiedenen 0,25-mm?
groRBen Gesichtsfeldern quantifiziert
(P < 0,005 **). (C) Mikroskopische
Analysen zeigen, dass der H. pylori-
induzierte Phdnotyp in Gegenwart
von Cortactin-siRNS, aber nicht mit
der Kontroll-siRNS, inhibiert ist.

Elongationsphénotyp (in %)
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5.1.2 Aktivierungsstatus der Kinasen von Cortactin in der Infektion mit H. pylori

Humanes Cortactin besitzt mehrere bekannte Phosphorylierungsstellen und wird an den
Serinresten 113, 405 und 418 sowie an den Tyrosinresten 421, 470 und 486 durch die
Erk-, Pak- bzw. Src-Kinase phosphoryliert (Selbach & Backert, 2005; Abb. 6A). Da ich
im Verlauf der Experimente auch auf Cortactin-Konstrukte aus der Maus zuriickgreife,
ist an dieser Stelle zu bemerken, dass das Maus-Cortactin in zwei
Phosphorylierungsstellen variiert, den Tyrosinresten 466 und 482 (entsprechen den
Tyrosinresten 470 und 486 im humanen System). Um nun die Rolle der
Phosphorylierung von Cortactin wahrend der Infektion mit H. pylori naher zu
untersuchen, wurde zundchst die Aktivitat der Erk-, Pak- und Src-Kinase wahrend der
Infektion Gber einen Zeitraum von 0,5-8 Stunden verfolgt. Zu diesem Zweck wurden
entsprechende Proteinproben generiert und mit aktivierungsspezifischen Phospho-
Antikorpern im Westernblot analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die Aktivitat der
beiden Serin-/Threonin-Kinasen Erk und Pak wahrend der Infektion kontinuierlich
ansteigt, wahrend die Src-Kinase in Ubereinstimmung mit den oben genannten
Publikationen nur temporar zwischen 0,5-2 Stunden aktiv ist und dann inaktiviert wird
(Abb. 6B). Die Quantifizierung der Daten erfolgte densitometrisch und ist in Abb. 6C
zusammengefasst.  Die  starke  Auspragung des H.  pylori-induzierten
Elongationsphanotyps zwischen 6-8 Stunden zeigt eine deutliche Korrelation mit einer
hohen Aktivitat von Erk und Pak aber einer inhibierten Src-Kinaseaktivitat (Abb. 6D).
Diese Beobachtungen lassen die Hypothese zu, dass die Serinreste 113, 405 und 418 in
Cortactin moglicherweise wéhrend der Infektion phosphoryliert werden, wahrend die
Tyrosinreste 421, 466 und 482 durch die Inaktivierung von Src dephosphoryliert
werden.
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Abb. 6 Die Infektion von AGS-Zellen mit H. pylori fuhrt zur Aktivierung von Erk- und Pak-
Kinasen, sowie zur Inaktivierung von Src. (A) Schematische Darstellung der Cortactin-
Domanenstruktur, einschlieflich der bekannten Erk-, Pak- und Src-Phosphorylierungsstellen und
Interaktionspartner der C-terminalen SH3-Domane. (B) AGS-Zellen wurden mit H. pylori fur 30, 60, 120,
240 und 480 min infiziert und die Aktivitat der Kinasen Erk1/2, Pakl und c-Src wurde im Westernblot
mittels phosphospezifischer Antikorper analysiert. Wéhrend Erk und Pak im Zeitverlauf der Infektion
konstitutiv aktiviert werden, wird c-Src zunéchst aktiviert und anschlieBend (> 2h) inaktiviert. Die
Westernblot-Analyse mit dem o-GAPDH-Antikorper zeigt, dass gleiche Mengen Protein aufgetragen
wurden. Die Src- und GAPDH-Blots wurden freundlicherweise von Dr. Ina Tammer aus der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Backert zur Verfigung gestellt (Tammer et al., 2007). (C) Die Aktivitat der
Kinasen wurde zu jedem Zeitpunkt densitometrisch analysiert. Die Quantifizierung der Banden in den
Westernblots erfolgte unter Verwendung der Lumi-Image-Software™. (D) Die Anzahl der elongierten
Zellen wurde zu jedem Zeitpunkt der Infektion aus jeweils zehn verschiedenen 0,25-mm?2 grolRen
Gesichtsfeldern quantifiziert. Die Aktivierung von Erk1/2 und Pakl, sowie die Inaktivierung von c-Src
korreliert mit dem H. pylori-induzierten Elongationsphanotyp (P < 0,005 **).
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5.2 Herstellung von Cortactin-Mutanten und deren Funktion in der
Infektion

5.2.1 Mutagenese von Cortactin-GFP Konstrukten

A Cortactin-Deletionsmutanten

@D r Ainsindodomine v @BRR) | GFP-CortactinASH3
(GFRNTA) F-AxiBidedombne | Holx GFP-CortactinASH3/APRR
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B Cortactin-Serin-Phosphorylierungsmutanten
ry g

D
@@rf AinBindedomne  Heiix PRI su3 )  GFP-Cortactin $113D
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R p——
E)Th FAin-sindedomine weix @BRRID s} GFP-Cortactin S113A

L . oo
@R Avin sindedomine) woix @PRAD(sws)  GFP-Cortactin S113/405/418D

D
B S .
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D
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Abb. 7 Herstellung von GFP-markierten Cortactin-Mutanten flr die transiente Expression in
Wirtszellen. Wildtyp Maus-Cortactin wurde in den eGFP-C1-Vektor (Clontech) kloniert und
freundlicherweise von Ruth Wittelsberger aus der Arbeitsgruppe von PD Dr. Backert zur Verfiigung
gestellt. Die Cortactin-Domanenstruktur ist schematisch dargestellt und die entsprechenden Mutationen
sind eingefiigt. Insgesamt wurden 15 Cortactin-Mutanten generiert, die sich aus Deletionsmutanten
verschiedener Doménen (A), Serin-Phosphorylierungsmutanten (B), Tyrosin-Phosphorylierungsmutanten
(C) und Tyrosin-/Serin-Phosphorylierungsmutanten zusammensetzen. Es wurden sowohl phosphory-
lierungsinaktive Mutanten (S>A, Y>F) als auch phosphorylierungsaktive Mutanten (S>D, Y>D, sog.
phospho-mimicking Mutanten) kloniert.
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Um die funktionelle Rolle von Domanen und Phosphorylierungsstellen in Cortactin zu
untersuchen, habe ich nachfolgend 15 verschiedene Cortactin-Mutanten in einem GFP-
Fusionsvektor fir die transiente Expression in Wirtszellen erzeugt. Wie in Abb. 7
schematisch  dargestellt, sind hier amino-terminale und carboxy-terminale
Deletionsmutanten im Protein (A), Serin-Phosphorylierungsmutanten (B), Tyrosin-
Phosphorylierungsmutanten  (C) und  Tyrosin-/Serin-Phosphorylierungsmutanten
generiert worden. Bei den Punktmutationen in den oben genannten
Phosphorylierungsstellen wurden sowohl phosphorylierungsinaktive Mutanten (S>A,
Y>A) als auch phosphorylierungsaktive Mutanten (S>D, Y>D, sog. phospho-mimicking
Mutanten) erzeugt. Alle Mutationen wurden durch Sequenzierung Uberprift und die
unverénderte Expression im Westernblot mit anti-Cortactin bzw. anti-GFP-Antikdrpern
verifiziert (Daten nicht gezeigt).

5.2.2 Rolle von Cortactin ftir die Ausbildung des Elongationsphanotyps

Um die Funktion der einzelnen Domanen und Phosphorylierungsstellen in Cortactin fir
die Auspragung des Elongationsphanotyps wéhrend der Infektion mit H. pylori naher zu
untersuchen, wurden AGS-Zellen mit den oben beschriebenen Konstrukten fir 48
Stunden transfiziert und anschliefend mit Wildtyp H. pylori infiziert. Darliber hinaus
wurden noch weitere Cortactin-Mutanten verwendet (W22A - Bindungsdefekt fir den
Arp2/3-Komplex; Y421/466/482F - defizient in  Tyrosin-Phosphorylierung;
Y421/466/482D - tyrosinphosphorylierungsaktiv; S405/418A - serinphoshorylierungs-
inaktiv; S405/418D/ASH3 - serinphoshorylierungsaktiv, aber SH3-inaktiv), die von
Prof. Dr. Narcisa Martinez-Quiles von der Universitat Madrid (Martinez-Quiles et al.,
2004) zur Verfugung gestellt worden sind. Die aquivalente Expression jeder dieser
Konstrukte wurde im anti-GFP Westernblot nochmals tberprift. Nach 6-stindiger
Infektion wurde der Elongationsphanotyp in jedem der einzelnen Ansatze quantifiziert.
Wie in Abb. 8 zu sehen ist, wird der Elongationsphanotyp bei Uberexpression von
Wildtyp-Cortactin signifikant verstarkt (P < 0,05), was auf eine positive regulatorische
Funktion von Cortactin hinsichtlich des Phanotyps hindeutet. Die Expression der
W22A-, S113A-, S113D-, S113D/ASH3- und S405/418A-Mutanten hatte einen
signifikant inhibitorischen Effekt zur Folge, wahrend die Expression der S405D- und
S418D-Mutanten den Phanotyp signifikant verstarkten (Abb. 8). Letzterer Befund lasst
die Schlussfolgerung zu, dass die Phosphorylierung der Serinreste 405 und 418, aber
nicht 113, einen verstarkenden Einfluss auf den Phénotyp hat. Interessanterweise, war
dieser Effekt nicht bei der S405/418D-Doppelmutante ausgepragt, wéhrend die
S405/418D/ASH3-Mutante den Phanotyp weitgehend unterdriickt. Dieses Ergebnis lasst
vermuten, dass die SH3-Domane ebenso in der Signaltransduktion involviert ist, die
zum Phénotyp flhrt. Interessant ist darliber hinaus auch die Beobachtung, dass die
Phosphorylierung von Cortactin am Tyrosinrest 466 den Phanotyp signifikant verstarkt
und die Y466F-Mutante blockierend wirkt (Abb. 8). Zu bemerken ist auch, dass die
Experimente mit einer Reihe von Cortactin-Konstrukten (vor allem die
Deletionsmutanten, SH3- und Y421/466/482D-Mutanten) statistisch nicht auswertbar
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waren, weil sich die Mehrzahl der transfizierten Zellen vom Substrat ablésten (Abb. 8,
unten). Letztere Befunden zeigen damit aber auch ganz deutlich, das Cortactin unter
bestimmten Voraussetzungen eine wichtige Rolle in der Zelladhasion spielt.
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Abb. 8 Funktion der Expression von Cortactin-Mutanten fiir den Elongationsphénotyp in der
Infektion mit H. pylori. AGS-Zellen wurden mit den verschiedenen GFP-Cortactin-Konstrukten
transfiziert und nach 48 Stunden mit H. pylori fiir 6 Stunden infiziert. Die Anzahl der elongierten Zellen
wurde jeweils aus zehn verschiedenen 0,25-mm?2 groRen Gesichtsfeldern quantifiziert. Die Ergebnisse
sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten (P < 0,005 **, P < 0,05 *).
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5.3 Subzellulare Lokalisation von Cortactin wahrend der Infektion
mit H. pylori

5.3.1 Subzellulare Lokalisation von Tyrosin-phosphoryliertem Cortactin

Die subzellulare Lokalisation von Cortactin sowie der Phosphorylierungsstatus an den
einzelnen Tyrosin- und Serinresten des Proteins wahrend der Infektion mit H. pylori
sind unbekannt. Um dieser wichtigen Fragestellung nachzugehen, wurden AGS-Zellen
fir 6 Stunden mit Wildtyp H. pylori und der AcagA-Deletionsmutante infiziert, gefolgt
von einer biochemischen Trennung in Zytoplasma- und Membranfraktionen. Die
Proteinproben wurden prapariert, in ihrer Proteinmenge abgeglichen und anschlieRend
mit phosphospezifischen Antikorpern im Westernblot analysiert. Zunachst wurden die
Proben mit dem anti-Phosphotyrosin-Antikorper PY99 untersucht, der ein Gemisch von
vielen Tyrosin-phosphorylierten Proteinen erkennt (Santa Cruz). Das Ergebnis bestétigt
frihere Daten (Selbach et al., 2003), das Cortactin an seinen Tyrosinresten in CagA-
abhangiger Weise wahrend der Infektion dephosphoryliert wird (Abb. 9A/B). Als
Ladekontrolle wurden die Blots mit einem anti-Cortactin-Antikérper inkubiert, der
gleiche Signale in allen Proben zeigte (Abb. 9D). Als Kontrolle fir die Fraktionierung
wurde ein  membranspezifischer anti-Integrin-p1-Antikdrper  verwendet, der
erwartungsgemal nur Signale in der Membranfraktion aber nicht in der
Zytoplasmafraktion erbrachte (Abb. 9D). Um den Phosphorylierungsstatus an
spezifischen Tyrosinresten genauer zu verfolgen, wurden dieselben Proben mit den
ebenfalls kommerziell-verfugbaren phosphospezifischen anti-Cortactin-Y421 und anti-
Cortactin-Y482 Antikorpern analysiert (Abb. 9B, unten). Die densitometrische
Quantifizierung der Phospho-Banden im Westernblot ist in Abb. 9C dargestellt. Die
erzielten Ergebnisse stimmen mit dem oben gezeigten Phosphotyrosin-Blot tiberein und
zeigen, dass beide Tyrosinreste von Cortactin in nicht-infizierten AGS-Zellen
phosphoryliert sind und nach Infektion in CagA-abhéngiger Weise dephosphoryliert
werden. Interessant ist weiterhin, dass sich die subzellulare Lokalisation der
Hauptmenge von Cortactin im Zytoplasma und der Membran nach Infektion mit beiden
H. pylori-Stdimmen nicht signifikant &nderte (Abb. 9D) und dass sich die Population
von Cortactin, welche an den Tyrosinresten 421 und 482 phosphoryliert ist,
ausschlieBlich in der Membranfraktion befindet (Abb. 9B).
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Abb. 9 Cortactin wird wahrend der H. pylori-Infektion an den Tyrosinen 421 und 482
dephosphoryliert.  (A)  Domanenstruktur  von  Cortactin.  Die  untersuchten  Tyrosin-
Phosphorylierungsstellen sind rot hervorgehoben. (B) AGS-Zellen wurden mit H. pylori P1 Wildtyp oder
der P1AcagA Mutante fiir 6 Stunden infiziert und die zellularen Proteine in Membran- und
Zytoplasmaproteine fraktioniert. Parallel dazu wurden die Proteine nicht-infizierter Zellen fraktioniert.
Die Phosphorylierung von Cortactin an den eingezeichneten Tyrosinresten, sowie die subzellulére
Lokalisation des Proteins wurden mittels Westernblot unter Verwendung der entsprechenden
phosphospezifischen Antikdrper analysiert. Cortactin ist in nicht-infizierten Zellen an den Tyrosinresten
Y-421 und Y-482 phosphoryliert und in der Membran lokalisiert. Diese Tyrosine werden in der Infektion
mit Wildtyp H. pylori dephosphoryliert, nicht jedoch in der P1AcagA-Infektion. (C) Die Quantifizierung
der Banden in den Westernblots erfolgte unter Verwendung der Lumi-Image-Software™. Die Intensitét
der jeweils stérksten Bande pro Blot wurde als 100% definiert. (P < 0,005 **, n.s. nicht signifikant). (D)
Die Kontrolle mit dem a-Cortactin-Antikdrper zeigt, dass in allen Fraktionen &hnliche Mengen an
Cortactin vorhanden sind. Die Analyse mit dem o-Integrin-B1 dient zur Kontrolle der Reinheit der
Membranfraktion.
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Im né&chsten Experiment wurden die oben beschriebenen Fraktionen mit dem
kommerziell verfigbaren phosphospezifischen anti-Cortactin-Y-466-Antikorper analy-
siert (Abb. 10A/B). Die densitometrische Quantifizierung der Phospho-Banden im
Westernblot ist in Abb. 10C dargestellt. Die Ergebnisse zeigten Uberraschend, dass
phosphoryliertes Cortactin am Tyrosinrest 466 im Gegensatz zu den anderen
Populationen von Cortactin (phosphoryliert am Tyrosinrest 421 und 482) nicht in der
Membran sondern in der Zytoplasmafraktion befindet. Signifikante Unterschiede in der
Intensitat der Cortactin-Phosphobanden fir Tyrosin 466 wurden zwischen Wildtyp-
H. pylori und der cagA-Mutante nicht beobachtet (Abb. 10B/C).
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Abb. 10 Cortactin ist am Tyrosin-Y466 in AGS-Zellen phosphoryliert und &ndert sich wahrend der
H. pylori-Infektion nicht signifikant. (A) Doménenstruktur von Cortactin. Die untersuchte Tyrosin-
Phosphorylierungsstelle ist rot hervorgehoben. (B) AGS-Zellen wurden mit H. pylori P1 Wildtyp oder
P1AcagA fir 6 h infiziert und die zelluldren Proteine in Membran- und Zytoplasmaproteine fraktioniert.
Parallel dazu wurden die Proteine nicht-infizierter Zellen fraktioniert. Die Phosphorylierung von
Cortactin-Y-466, sowie die subzellulére Lokalisation wurden mittels Westernblot unter Verwendung des
entsprechenden phosphospezifischen Antikdrpers analysiert. Cortactin-PY-466 bleibt sowohl in der P1
Wildtyp- als auch in der P1AcagA-Infektion phosphoryliert und ist im Zytoplasma lokalisiert. (C) Die
Quantifizierung der Banden in den Westernblots erfolgte unter Verwendung der Lumi-Image-Software™.
Die Intensitét der jeweils starksten Bande pro Blot wurde als 100% definiert. (P < 0,005 **, n.s. nicht
signifikant).
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5.3.2 Subzellulare Lokalisation von Serin-phosphoryliertem Cortactin

Im nachfolgenden Experiment wurden die oben beschriebenen Proteinfraktionen mit
phosphospezifischen anti-Cortactin-Antikdrpern gegen die bekannten Serinreste 113,
405 und 418 untersucht (Abb. 11A). Die entsprechenden Antikérper sind nicht
kommerziell verfugbar und wurden auf Peptidbasis (siehe Material & Methoden)
hergestellt und fir meine Studien von PD Dr. Backert zur Verfligung gestellt. Wie in
Abb. 11B zu sehen, sind alle drei Serinreste in den nicht-infizierten Kontrollzellen nicht
phosphoryliert. Nach Infektion mit Wildtyp H. pylori wird die Phsophorylierung von
Cortactin an allen drei Serinresten induziert und diese Cortactin-Populationen befinden
sich ausschlieRlich in der Membranfraktion (Abb. 11B). Ahnliche Ergebnisse wurden
mit der P1AcagA-Mutante erzielt. Die densitometrische Quantifizierung aller Phospho-
Banden im Westernblot ist in Abb. 11C dargestellt. Daraus l&sst sich schlussfolgern, das
H. pylori die Phosphorylierung der Serinreste 113, 405 und 418 in Cortactin einer
CagA-unabhéngigen Weise induziert.

A » )

S113 Saos Sa1s Ya21 YdEG/Y482

[ I\

NH{TNTA | FAin Bnoedomane | Heix | Precn| St [coon ADbD. 11 Cortactin wird wahrend der
¢ - - H. pylori-Infektion an den Serinen 405,

Sernctin 418 und 113 phosphoryliert. (A)
Schematische Darstellung der Doménen-

= S & daq‘* struktur von Cortactin. Die Serin-
\&90 N Q\‘P Phosphorylierungsstellen sind rot hervor-

gehoben. (B) AGS-Zellen wurden mit

Mr [+ - + = + - |Zytoplasma H. pylori P1 Wildtyp oder P1lAcagA fir
Kba) ——% = ¥ — ¥ |Membran 6 Stunden infiziert und die Proteine in
100 —F | Membran- und Zytoplasmaproteine

: === & Cortactin-s®  fraktioniert. Parallel dazu wurden auch die
a-phospho-Cortactin (Ser-113) Proteine nicht-infizierter ~Kontrollzellen

fraktioniert. Die Phosphorylierung von

Cortactin an den bekannten Serinresten,
= - ~]"C°”a°"“‘5® sowie die subzellulare Lokalisation wurde
a-phospho-Cortactin (Ser-405) mittels Westernblot unter Verwendung der
entsprechenden phosphospezifischen
100 — > ) Antikorper analysiert. Cortactin wird in der
- - .Itcmactms@) P1 Wildtyp- und P1AcagA-Infektion an
a-phospho-Cortactin (Ser-418) den Serinresten 405, 418 und 113
phosphoryliert und ist in der Membran
C = lokalisiert. Die Phosphorylierung dieser
== B Serinreste ist demnach CagA-unabhéngig.
'_,iu_“—:_,_‘ Fomm (C) Die Quantifizierung der Banden in den
{ - 100 5253 Westernblots erfolgte unter Verwendung
555 der Lumi-Image-Software™. Die Intensitét
- 80 g‘z'g'g der jeweils starksten Bande pro Blot wurde
L 60 Saas  als 100% definiert. (P <0,005 **, ns.
82282 nicht signifikant).

- 40 PE4 G4

1 %ﬂ "2 $383

ol N 0 3888




5 ERGEBNISSE 63

5.4 Bindungspartner von Cortactin nach Infektion mit H. pylori

Nachdem die Frage beantwortet ist, welche Phospho-Formen von Cortactin nach
Infektion mit H. pylori in der Zelle vorhanden sind, sollte als nachstes geklart werden,
mit welchen Interaktionspartnern Cortactin anschlieBend interagiert. Wir erhoffen uns
dadurch Rickschlisse tber die Signalweg(e), die durch Cortactin nach Infektion
induziert werden. VVon besonderem Interesse waren fiir uns zunédchst die bekannten
Interaktionspartner wie der Aktin-Nukleator N-WASP, der den Arp2/3-Komplex bindet
und aktiviert, sowie filamentdses Aktin (F-Aktin). Um diese wichtige Frage zu klaren,
wurden AGS-Zellen fir 6 Stunden mit Wildtyp-H. pylori und der P1AcagA-
Deletionsmutante infiziert, gefolgt von einer Immunprazipitation (IP) mittels eines anti-
Cortactin-Antikorpers. Die Proteinproben in den Prazipitaten wurden prépariert, in ihrer
Proteinmenge abgeglichen und anschlieBend im Westernblot analysiert. Als
Ladekontrolle wurden die Blots mit einem anti-Cortactin-Antikdrper inkubiert, der
gleiche Mengen von Cortactin in allen Proben zeigte (Abb. 12, oben). Anschlieend
wurden die Westernblots mit spezifischen anti-N-WASP und anti-p-Aktin-Antikdrpern
inkubiert. Uberraschenderweise zeigen die erzielten Ergebnisse, dass N-WASP und
Aktinmolekile nur an Cortactin in der nichtinfizierten Kontrolle gebunden sind (Abb.
12A). Nur geringe oder keine Signale konnten fiir gebundenes N-WASP und Aktin in
den infizierten Proben mit P1-Wildtyp oder der P1AcagA-Mutante nachgewiesen
werden (Abb. 12A/B). Weitere Westernblot-Experimente mit Antikérpern von anderen
bekannten Cortactin-Interaktionspartnern (siehe Tabelle 1, Abb. 6A) zeigten, dass
offenbar auch keines dieser Proteine nach Infektion mit H. pylori an Cortactin bindet
(Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, das die
H. pylori-Infektion die Dissoziation des Cortactin/N-WASP-Komplexes in einer CagA-
unabhéngigen Weise induziert und gebundenes Aktin von Cortactin freisetzt.
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Abb. 12 Die Infektion mit H. pylori induziert die Dissoziation des Cortactin/N-WASP-Komplexes
und setzt Aktin frei. (A) AGS-Zellen wurden fir 6 Stunden mit P1 Wildtyp oder der P1AcagA Mutante
infiziert. Die Immunprézipitation (IP) mit einem anti-Cortactin-Antikorper schloss sich an. Die Lysate der
IP’s wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Westernblot-Analysen mit o-Cortactin, o-N-WASP und
o-Aktin zeigen, dass in nicht-infizierten Zellen (Mock) alle drei Proteine in einem Komplex vorliegen.
Dieser Komplex ist nicht in P1 Wildtyp oder P1AcagA-infizierten Zellen nachweisbar. (B) Die
Quantifizierung der Banden in den Westernblots erfolgte unter Verwendung der Lumi-Image-Software™.
Die Intensitat der jeweils starksten Bande pro Blot, also in der nicht-infizierten Kontrolle, wurde als
100% definiert (P < 0,005 **).

5.5 Identifizierung der Fokalen-Adhéasions-Kinase (FAK) als neuen
Interaktionspartner von Cortactin

5.5.1 FAK bindet an Cortactin wahrend der Infektion mit H. pylori

Die Ergebnisse aus den oben beschriebenen Experimenten lielen uns vermuten, dass
Cortactin nach Infektion mit H. pylori méglicherweise mit einem oder mehreren bisher
unbekannten Proteinen interagiert. Um diese Frage zu klaren, wurde die subzellulére
Lokalisation von Cortactin vor und nach Infektion mittels Immunfluoreszenz-
mikroskopie untersucht. Zu diesem Zweck wurden AGS-Zellen infiziert, fixiert und
Cortactin mit einem spezifischen monoklonalen anti-Cortactin Antikorper detektiert.
Abbildung 13A zeigt die charakteristische Verteilung von Cortactin in AGS-Zellen
(obere Reihe) oder in AGS-Zellen, die mit dem Wildtyp-Stamm P1 infiziert wurden
(untere Reihe). Besonders aufféllig sind Cortactin-Ansammlungen an der Basis und an
der Spitze der zellularen Fortsdtze nach H. pylori-Infektion (Abb. 13A, untere Reihe,
rot, Pfeile). An diesen Stellen ist Cortactin sehr stark mit der Fokalen-Adhésions-Kinase
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FAK, einem bekannten Markerprotein fur fokale Zellkontakte, assoziiert (Abb. 13A,
obere Reihe, griin). Im Gegensatz dazu befindet sich Cortactin in nicht-infizierten
Zellen hauptsachlich in kleinen, vesikelartigen Ansammlungen im Zytoplasma und der
Zellmembran (Abb. 13A; Selbach et al., 2003). In der nicht-infizierten AGS-Kontrolle
waren sporadisch auch Bereiche von ko-lokalisierenden FAK- und Cortactin-Signalen
zu sehen, diese waren allerdings weniger hdufig und weniger stark ausgepragt als in der
H. pylori-infizierten AGS-Zellen.
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Abb. 13 Cortactin ko-lokalisiert mit FAK nach Infektion mit H. pylori. (A) Immunfluoreszenzanalyse
von AGS-Zellen, die fir 6 Stunden mit P1 Wildtyp infiziert oder nicht infiziert wurden. Angeférbt
wurden Cortactin (rot) und FAK (grun). In nicht-infizierten Zellen ist Cortactin im Zytoplasma verteilt,
wahrend FAK in den fokalen Adhédsionen der Zelle lokalisiert ist. In H. pylori-infizierten Zellen ko-
lokalisiert Cortactin dagegen mit FAK an den Spitzen der langgestreckten Zellen (durch Pfeile markiert).
(B) AGS-Zellen wurden mit GFP-Cortactin und HA-FAK transfiziert und nach 48 Stunden mit H. pylori
P1 Wildtyp fur 6 Stunden infiziert und anschliefend GFP-immunoprazipitiert. Westernblot-Analysen mit
den angegebenen Antikorpern zeigen, dass Cortactin mit FAK einen Komplex bildet.
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Die bisherigen Befunde lassen die Hypothese zu, dass Cortactin in die fokalen
Zellkontakte rekrutiert wird und dort mit einem oder mehreren Proteinen interagiert.
Um diese Hypothese zu Gberprifen, wurden AGS-Zellen mit GFP-Cortactin und HA-
markierten FAK-Konstrukten transfiziert. AnschlieBend wurde mit H. pylori fur 6
Stunden infiziert, gefolgt von einer IP mittels eines anti-GFP Antikorpers. Die
Proteinproben in den Prazipitaten wurden wie beschrieben prépariert und im
Westernblot mit spezifischen anti-GFP- und anti-FAK-Antikorpern analysiert. Die
Ergebnisse zeigen GFP-Cortactin und HA-FAK in einem Immunkomplex und lassen
die Schlussfolgerung zu, dass beide Proteine mdglicherweise in der Zelle miteinander
interagieren (Abb. 13B). Diese Befunde sind insofern tberraschend, da FAK bisher in
keinem Zellsystem als ein Interaktionspartner von Cortactin identifiziert werden konnte
(Daly, 2004; Selbach & Backert, 2005; Buday & Downward, 2007).

5.5.2 FAK st essentiell fur die Ausbildung des Elongationsphénotyps

Bevor die Interaktion von Cortactin mit FAK im Detail untersucht werden sollte, wurde
Uberprift, ob FAK tatséchlich fir die Infektion mit H. pylori wichtig ist. Zu diesem
Zweck wurde die Expression von FAK in AGS-Zellen mit Hilfe von inhibitorischer
SiRNS herunterreguliert. Im Westernblot mit einem spezifischen anti-FAK-Antikorper
ist die deutliche Abnahme der Expression des Proteins ersichtlich (Abb. 14A).
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Abb. 14 Rolle von FAK fir die Ausbildung des H. pylori-induzierten Elongationsphéanotyps in
AGS-Zellen. AGS-Zellen wurden mit FAK-siRNS oder einer Kontroll-siRNS transfiziert und nach 48
Stunden mit H. pylori fur weitere 6 Stunden infiziert. (A) Die Verminderung der FAK-Expression wurde
mittels Westernblot-Analyse kontrolliert. Die Westernblot-Analyse mit dem a-GAPDH-Antikorper stellt
sicher, dass gleiche Mengen Protein aufgetragen wurden (Daten nicht gezeigt). Der a-FAK-Blot wurde
von Dr. Sabine Brandt zur Verfugung gestellt. (B) Die Anzahl der elongierten Zellen wurde jeweils aus
zehn verschiedenen 0,25-mm2 groBen Gesichtsfeldern quantifiziert (P < 0,005 **). Die Ergebnisse
zeigen, dass der H. pylori-induzierte Phénotyp in Gegenwart von FAK-siRNS, aber nicht mit der
Kontroll-siRNS, inhibiert ist.
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Die densitometrische Auswertung der Bandenintensitaten im Lumi-Imager zeigte, dass
die Expression von FAK um etwa 95% reduziert war (Daten nicht gezeigt). Zur
Absicherung wurde eine unspezifische Kontroll-siRNS (Santa Cruz) in die AGS-Zellen
transfiziert, die keinen Effekt auf die Expression von FAK zeigte (Abb. 14A).
AnschlieRend wurden die transfizierten Zellen mit dem H. pylori-Stamm P1 infiziert.
Die Infektion mit Wildtyp-H. pylori erzeugte den Elongationsphinotyp in den
Kontrollzellen. Die Entfaltung des Phanotyps war in Gegenwart der anti-FAK siRNS
signifikant inhibiert (Abb. 14B). Diese Ergebnisse bestatigen, das FAK an der
Ausbildung des Elongationsphénotyps beteiligt ist.

5.5.3 Die SH3-Doméane von Cortactin bindet an FAK
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Abb. 15 Die SH3-Domane von Cortactin ist fiir die Bindung an FAK essentiell. AGS-Zellen wurden
mit GFP-Cortactin und der GFP-CortactinASH3 Mutante transfiziert. Nach 48 Stunden wurde mit
H. pylori P1 Wildtyp (wt) fir 6 Stunden infiziert und anschlieBend GFP-immunoprézipitiert. (A) Die
Lysate der IP’s wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Einsatzmenge der GFP-Cortactin-
Konstrukte wurde unter Verwendung des o-GFP-Antikorpers im Westernblot kontrolliert. Die
Westernblot-Analyse mit o-FAK zeigt, dass in der H. pylori-Infektion FAK im Komplex mit GFP-
Cortactin Wildtyp (wt) vorliegt. FAK bildet weder mit den GFP-Cortactin-Deletionsmutanten, noch mit
GFP-Cortactin Wildtyp in nicht-infizierten Zellen einen Komplex. (B) Die Bandenintensitaten wurden
durch densitometrische Auswertung unter Verwendung der Lumi-Image-Software™ quantifiziert und die
relative Menge an gebundenem FAK pro eingesetzte Menge GFP-Cortactin berechnet
(GFP-Cortactin wt + P1 wt = 100 % gebundenes FAK, P < 0,005 **, P < 0,05 *).
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Um weitere Beweise fur die Interaktion von Cortactin und FAK zu sammeln und die
molekulare Basis hierfiir aufzuklaren, wurden IP-Experimente mit den verschiedenen
generierten GFP-Cortactin-Deletionsmutanten durchgefihrt (Abb. 7A). Eine von uns
favorisierte Hypothese ist, das Cortactin mit Hilfe seiner SH3-Doméane an eine der
beiden bekannten prolinreichen Regionen in FAK bindet (Sieg et al., 1999). Um dies zu
uberprifen, wurden entsprechende Cortactin-Konstrukte in AGS-Zellen fir 48 Stunden
transfiziert und mit H. pylori fiir 6 Stunden infiziert. Es folgte eine IP mittels anti-GFP
Antikorper; die Prézipitate wurden prapariert und im Westernblot Gberpruft. Der anti-
GFP-Blot in Abb. 15A zeigt, dass gleiche Mengen an GFP-Cortactin aus den AGS-
Zellen préazipitiert wurden. Der Blot wurde anschlieBend mit einem spezifischen anti-
FAK-Antikorper analysiert zum Nachweis von gebundenem FAK. Der resultierende
Westernblot zeigt, dass endogenes FAK im Komplex mit Cortactin nach Infektion mit
H. pylori vorliegt. In Ubereinstimmung mit der oben genannten Hypothese, war
dagegen kein Immunkomplex von der GFP-CortactinASH3-Mutante mit endogenem
FAK nachweisbar (Abb. 15A).

5.5.4 Rolle der Cortactin-Phosphorylierung fur die Interaktion mit FAK

Ein wichtiges Ergebnis der bisherigen Experimente ist, das endogenes FAK im
Komplex mit Cortactin nur nach Infektion mit H. pylori nachweisbar ist, ein Befund,
der moglicherweise auf den definierten Phosphorylierungsstatus von Cortactin wahrend
der H. pylori-Infektion zuriickzuftihren sein kdnnte. Um diese Hypothese zu tberprifen
wurden nachfolgend phosphorylierungsspezifische Konstrukte von GFP-Cortactin-
Mutanten in Gegenwart von HA-FAK fiir 48 Stunden transfiziert (Abb. 16). Diese
Proben wurden in diesem Experiment nicht mit H. pylori infiziert, sondern direkt
geerntet, gefolgt von einer IP mittels anti-HA-Antikorper. Die Prazipitate wurden
prapariert und im Westernblot Gberprift. Der anti-HA-Blot in Abb. 16A zeigt, dass
gleiche Mengen an HA-FAK in den verwendeten AGS-Zellen vorhanden sind. Der Blot
wurde anschlieBend mit einem spezifischen anti-GFP-Antikorper analysiert zur
Detektion von gebundenem GFP-Cortactin. Der entsprechende Westernblot zeigt wie
erwartet ein schwaches Signal fur nicht-modifiziertes Wildtyp GFP-Cortactin. Die
starksten Signale fur gebundenes GFP-Cortactin wurden fiir die phosphoserin-aktiven
S405D- und S418D-Mutanten detektiert, wahrend moderate Signale fiir die S405/418D-
Doppelmutante und die phosphotyrosin-inaktive Y421/466/482F-Mutante beobachtet
wurden (Abb. 16A/B). Keine Signale von gebundenem GFP-Cortactin wurden hingegen
fur die phosphoserin-inaktive  S405/418A- und die phosphotyrosin-aktive
Y421/466/482D-Mutante  nachgewiesen. Diese Befunde zeigen, dass die
Phosphorylierung von Cortactin an den Serinresten 405 oder 418 (aber nicht bei der
phosphoserin-aktiven S405/418D-Doppelmutante) die Interaktion von Cortactin mit
FAK positiv reguliert und durch Phosphorylierung an den Tyrosinresten 421, 466 und
482 negativ reguliert. Diese Ergebnisse sind in sehr guter Ubereinstimmung mit den
vorherigen Ergebnissen zur Regulierung des Elongationsphanotyps durch dieselben
Cortactin-Mutanten (Abb. 8) und stimmen mit den Beobachtungen zur Serin-



5 ERGEBNISSE 69

Phosphorylierung von Cortactin in der Membran wahrend der H. pylori-Infektion
ebenfalls Giberein (Abb. 11).
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Abb. 16 Die Phosphorylierung von Cortactin an Serinresten 405 oder 418 ist flr die Bindung an
FAK erforderlich. AGS-Zellen wurden mit HA-FAK Wildtyp (wt) und den verschiedenen GFP-
Cortactin-Phosphorylierungsmutanten ko-transfiziert und nach 48 Stunden mit einem HA-Antikorper
immunoprazipitiert. (A) Die Lysate der IP’s wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die
Einsatzmenge von HA-FAK wurde unter Verwendung des o-HA-Antikérpers im Westernblot
kontrolliert. Die Westernblot-Analyse mit a-GFP zeigt, dass sowohl GFP-Cortactin S405D, als auch
S418D an HA-FAK wt bindet. Die S—D-Mutanten ahmen somit eine Phosphorylierung an den
entsprechenden Serinresten nach. (B) Die Bandenintensitaten wurden durch densitometrische Auswertung
unter Verwendung der Lumi-Image-Software™ quantifiziert und die relative Menge an gebundenem
GFP-Cortactin pro eingesetzte Menge HA-FAK berechnet (GFP-Cortactin S405D + HA-FAK wt =
100 % gebundenes GFP-Cortactin, P < 0,005 **; P < 0,05 *).

5.5.5 Identifizierung der Cortactin-Bindungsdomane in FAK

5.5.5.1 Die prolinreichen Regionen 1 und 2 in FAK binden nicht an Cortactin

Die 0.g. Beobachtung, dass die SH3-Domane von Cortactin fur die Interaktion mit FAK
notwendig ist, lie} uns postulieren, dass mindestens eine der beiden bekannten PxxP-
Motive in den prolinreichen Doménen von FAK (PR1 und PR2) fir die Interaktion mit
Cortactin zustandig sein konnte (Abb. 17A). Es ist bekannt, dass PR1 und PR2 mit den
SH3-Domanen von p130Cas bzw. GRAF interagieren konnen (Sieg et al., 2000). Um
die genannte Hypothese zu tberpriifen, wurden FAK-defiziente knockout-Fibroblasten
(FAK'-Zellen) fur 48 Stunden mit HA-FAK-Wildtyp bzw. HA-FAKAPR1- oder HA-
FAKAPR1/APR2-Konstrukten transfiziert, die uns von Prof. Dr. Christoph Hauck
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(Universitat Konstanz) zur Verfligung gestellt wurden. Die HA-FAKAPR1- und die
HA-FAKAPR1/APR2-Mutante sind nicht mehr in der Lage, p130Cas bzw. GRAF zu
binden (Sieg et al., 2000). Die transfizierten Zellen wurden fir weitere 6 Stunden mit H.
pylori infiziert, gefolgt von einer IP von FAK mittels anti-HA-Antikorper. Die
Prézipitate wurden prépariert und im Westernblot Uberpruft. Der anti-HA-Blot in Abb.
17B zeigt, dass ahnliche Mengen an HA-FAK aus den FAK”-Zellen vorhanden sind.
Der Blot wurde anschlieBend mit einem spezifischen anti-Cortactin-Antikorper
analysiert zur Detektion von gebundenem endogenem Cortactin. Der entsprechende
Westernblot und die densitometrische Auswertung der Banden zeigten unerwartet starke
Signale fir gebundenes Wildtyp-FAK bzw. die FAKAPR1/APR2-Mutante (Abb.
17B/C). Die Menge an gebundenem Cortactin mit der FAKAPR1-Mutante war sogar
signifikant hoher als bei den beiden anderen Konstrukten (Abb. 17B/C). Da diese
Ergebnisse sehr tberraschend sind, wurde das Experiment in den FAK™-Zellen
wiederholt und die IP mit einem anti-Cortactin-Antikorper durchgefuhrt. Die
Westernblots wurden anschlieBend mit anti-Cortactin- und anti-HA-Antikorpern
analysiert. Die Bindung der FAKAPR1- und FAKAPR1/APR2-Mutante an endogenes
Cortactin war auch hier signifikant und in funf unabhdngigen Experimenten
reproduzierbar (Abb. 18A/B). Ahnliche IP-Ergebnisse wurde fir die Bindung von
endogenem Cortactin an transfizierte HA-FAK-Konstrukte in AGS-Zellen beobachtet
(Abb. 19A/B). Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, das beide PR-Regionen
nicht direkt an der Bindung von Cortactin beteiligt sind, sondern im Falle einer
Mutation in PR1 in FAK™-Zellen war die Bindung in einigen Experimenten sogar
verstarkt zu beobachten.



5 ERGEBNISSE 71

Fokale-Adhisions-Kinase (FAK) Bindung
von Cortactin:
Wildtyp Yao7 PR1  PR2
NH2-| FERM ‘ Kinase-Doméane ‘ [ ] ‘ FAT ]-COOH ERETES
M
erPKPJ
FAKAPR1 \';39?
NHJ FERM | Kinase-Domane | I [ [ FAT I-COOH +++
AA
nzPPKP 872 PPKKPP
FAKAPR1/PR2 Yagr \/
NHJ FERM | Kinase-Domane | | ‘ [ |’COOH ++
B IP: o-HA \;z‘?j'
PPA
e F F
St AR IR ANE AR
Mr Y oFF o OFF ¥
kDa)[—— =+ + + Ip1wt

130 ST p| <HA-FAK

Einsatzmenge: a-HA

100 - e - < Cortactin
a-Cortactin
C x%k
* I *

+ 100 :'531

Te
L g0 82

28ee
L =

60 %Eﬁé
3:01

20 x$¢@

[= N =1

L 0

Abb. 17 Die Bindung von Cortactin an transfiziertes HA-FAK in FAK”-Fibroblasten ist
unabhéngig von den prolinreichen Regionen PR1 und PR2. (A) Schematische Darstellung der
verwendeten FAK-Konstruke: FAK wt, FAKAPR1 und FAKAPR1/PR2 und deren Fahigkeit Cortactin zu
binden. FAK st eine 125 kDa Protein-Tyrosin-Kinase und besteht aus einer N-terminalen FERM (4.1-
Protein, Ezrin, Radixin, Moesin)-Doméne, einer zentralen Kinase-Doméne, prolinreichen Regionen (PR1
und PR2) und einer C-terminalen FAT (focal-adhesion targeting)-Domdne. Tyrosin-397 ist die
Autophosphorylierungsstelle von FAK, die fir die Aktivierung der Kinaseaktivitat entscheidend ist. In
den FAK-Mutanten APR1 und APR1/PR2 wurden die entsprechend gekennzeichneten Proline durch
Alaninreste ausgetauscht (Sieg et al., 2000). Alle FAK-Konstrukte wurden von Prof. Dr. Christof Hauck
zur Verfiigung gestellt. Bindung von Cortactin; +++: stark ; ++: maBig stark. (B) FAK™-Fibroblasten
wurden mit den verschiedenen HA-FAK-Konstrukten transfiziert und nach 48 Stunden mit H. pylori P1
wt fir 6 Stunden infiziert und anschlieBend HA-immunoprézipitiert. Die Lysate der IP’s wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und die Einsatzmenge der HA-FAK-Konstrukte wurde unter Verwendung des o.-
HA-Antikdrpers im Westernblot  kontrolliert. Die Westernblot-Analyse mit o-Cortactin zeigt, dass
Cortactin in H. pylori-infizierten Zellen sowohl an HA-FAK wt, als auch an die beiden Mutanten HA-
FAKAPR1 und HA-FAKAPR1/PR2 bindet. In nicht-infizierten Zellen ist hingegen keine Bindung
nachweisbar. (C) Die Bandenintensitaten wurden durch densitometrische Auswertung unter Verwendung
der Lumi-Image-Software™ quantifiziert und die relative Menge an gebundenem Cortactin pro
eingesetzte Menge HA-FAK berechnet (HA-FAKAPR1 + P1 wt = 100 % gebundenes Cortactin,
P < 0,005 **; P < 0,05 *).
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Abb. 18 Die Bindung von Cortactin an transfiziertes HA-FAK in FAK”-Fibroblasten ist
unabhangig von den prolinreichen Regionen PR1 und PR2-das reverse Experiment. FAK™-Zellen
wurden mit HA-FAK-wt, HA-FAKAPR1 oder HA-FAKAPR1/PR2 transfiziert und nach 48 Stunden mit
H. pylori P1 Wildtyp (wt) fiir 6 Stunden infiziert und anschlieRend Cortactin-immunoprazipitiert. (A) Die
Lysate der IP’s wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Einsatzmenge an Cortactin wurde unter
Verwendung des o-Cortactin-Antikdérpers im Westernblot Kkontrolliert. Die Westernblot-Analyse mit
o-HA zeigt, dass HA-FAKAPR1 und HA-FAKAPR1/PR2 an Cortactin binden. (B) Die
Bandenintensitaten wurden durch densitometrische Auswertung unter Verwendung der Lumi-Image-
Software™ quantifiziert und die relative Menge an gebundenem HA-FAK pro eingesetzte Menge
Cortactin berechnet (HA-FAKAPR1 + P1 wt = 100 % gebundenes HA-FAK, P < 0,005 **, n.s. nicht
signifikant).
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Abb. 19 Die Bindung von Cortactin an transfiziertes HA-FAK in AGS-Zellen ist unabhangig von
den prolinreichen Regionen PR1 und PR2. AGS-Zellen wurden mit den verschiedenen HA-FAK-
Konstrukten transfiziert und nach 48 Stunden mit H. pylori P1 Wildtyp (wt) fiir 6 Stunden infiziert und
anschlieBend HA-immunoprézipitiert. (A) Die Lysate der IP’s wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und die Einsatzmenge der HA-FAK-Konstrukte wurde unter Verwendung des a-HA-Antikorpers im
Westernblot kontrolliert. Die Western Blot-Analyse mit a-Cortactin zeigt, dass Cortactin an alle HA-
FAK-Konstrukte bindet, unabhdngig davon, ob die Proline der PR-Regionen gegen Alanin ausgetauscht
wurden oder nicht. (B) Die Bandenintensitdten wurden durch densitometrische Auswertung unter
Verwendung der Lumi-Image-Software™ quantifiziert und die relative Menge an gebundenem Cortactin
pro eingesetzte Menge HA-FAK berechnet (HA-FAKAPR1/PR2 + P1 wt = 100 % gebundenes Cortactin,
n.s. = nicht signifikant).

5.5.5.2 FAK bindet an Cortactin durch ein bisher nicht-identifiziertes PxxP-Motiv

Die Ergebnisse zur Bindung von Cortactin an FAK-Mutanten flir die beiden
beschriebenen prolinreichen Regionen PR1 und PR2 waren sehr iberraschend. Da aber
die SH3-Domane von Cortactin unzweifelhaft fur die Bindung an FAK essentiell ist
(Abb. 15), wurde die FAK-Aminoséauresequenz auf weitere PxxP-Motive untersucht,
die bislang moglicherweise nicht identifiziert wurden und deshalb unentdeckt geblieben
sind. Interessanterweise ergab diese Sequenzanalyse die Prasenz von zwei weiteren
PxxP-Motiven, die nachfolgend als PR3 und PR4 bezeichnet wurden. Diese Motive sind
tatséchlich bisher nicht in der Literatur beschrieben und befinden sich in der Ndhe von
PR1 und PR2 (Abb. 20A).
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Abb. 20 Die PR3-Region in FAK ist fur die Bindung an Cortactin essentiell. (A) Schematische
Darstellung der Doménenstruktur von FAK und dessen prolinreichen Regionen. Neben den bereits
bekannten prolinreichen Regionen PR1 und PR2 (grau unterlegt dargestellt) wurden in dieser Studie zwei
weitere prolinreiche Regionen in FAK identifiziert, die mit PR3 und PR4 bezeichnet wurden (gelb
unterlegt dargestellt). Zur Herstellung weiterer Mutanten wurden in dieser Arbeit die Proline der PR3-
und PR4-Region ebenfalls zu Alanin ausgetauscht. (B) AGS-Zellen wurden mit den verschiedenen HA-
Fak-Mutanten transfiziert und nach 48 Stunden mit H. pylori P1 Wildtyp (wt) fir weitere 6 Stunden
infiziert und anschlieBend HA-immunoprazipitiert. Die Einsatzmenge der HA-Fak-Konstrukte wurde
mittels des a-HA-Antikoérpers im Westernblot kontrolliert. Die Westernblot-Analyse mit a-Cortactin
zeigt, dass die HA-FAKAPR1/PR3-Mutanten kaum Cortactin bindet und somit die prolinreiche Region
PR3 an der Interaktion beteiligt ist. (C) Die Bandenintensitdten wurden durch densitometrische
Auswertung unter Verwendung der Lumi-Image-Software™ quantifiziert und die relative Menge an
gebundenem Cortactin pro eingesetzte Menge HA-Fak berechnet (HA-FakAPR1 + P1 wt = 100 %
gebundenes Cortactin; P < 0,005 **; P < 0,05 *; n.s. nicht signifikant).



5 ERGEBNISSE 75

Um die Hypothese zu tberpriifen, das PR3 und/oder PR4 an der Bindung von Cortactin
involviert sind, wurden beide Prolinreste in jedem der zwei Motive gegen Alanine im
Hintergrund der APRI1-Mutante ausgetauscht (Abb. 20A). Die resultierenden
Konstrukte wurden als HA-FAKAPR1/APR3- und HA-FAKAPR1/APR4-Mutanten
bezeichnet. Beide Konstrukte wurden anschlieBend fir 48 Stunden in AGS-Zellen
transfiziert und dann fir weitere 6 Stunden mit H. pylori infiziert, gefolgt von einer IP
von FAK mittels anti-HA-Antikorper. Die Prazipitate wurden prapariert und im
Westernblot uberpruft. Der anti-HA-Blot in Abb. 20B zeigt, das &hnliche Mengen an
HA-FAK in den untersuchten AGS-Zelllysaten vorhanden sind. Der Blot wurde
anschlieRend mit dem anti-Cortactin-Antikorper analysiert zur Detektion von
gebundenem endogenem Cortactin. Der entsprechende Westernblot und die
densitometrische Auswertung der Banden zeigen erneut die stdrksten Signale fur
gebundenes Cortactin mit der FAKAPR1-Mutante als auch in der FAKAPR1/APR4-
Doppelmutante, aber nicht mit der FAKAPR1/APR3-Doppelmutante (Abb. 20B/C).
Diese Beobachtungen lassen die Hypothese zu, dass die PR3-Region und nicht die PR4-
Region direkt an der Bindung von Cortactin beteiligt ist.

5.5.5.3 Die Bindung von Cortactin ist mit erhohter FAK-Kinaseaktivitat assoziiert

Die bisherigen Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass die Bindung von Cortactin an
FAK wahrend der H. pylori-Infektion flr die Ausbildung des Elongationsphé&notyps von
Bedeutung sein konnte. Nachfolgend sollte nun die Frage geklart werden, welchen
Einfluss die verschiedenen Mutationen in den prolinreichen Regionen auf die Kinase-
Aktivitdt von FAK wahrend der Infektion mit H. pylori haben. Um diese Frage zu
beantworten, wurden die mit einem HA-Antikorper prézipitierten HA-FAK-Konstrukte
aus Abb. 20 mit einem aktivierungsspezifischen anti-Phospho-FAK Antikorper
untersucht. Nach Stimulierung wird FAK am Tyrosinrest 397 autophosphoryliert, was
als ein Mald fur die FAK-Kinaseaktivitat herangezogen wird (Mitra & Schlaepfer,
2006). Der entsprechende Westernblot wurde folglich mit einem Antikorper inkubiert,
der die phosphorylierte Form am Tyrosin 397 erkennt. Die densitometrische
Auswertung der Banden zeigt die starksten Signale fir aktiviertes FAK bei der
FAKAPR1- und der FAKAPR2-Mutante (Abb. 21A/B). Moderate FAK-Aktivitat wurde
dagegen fir Wildtyp-FAK und die FAKAPR1/APR2-Mutante nach Infektion
beobachtet, wahrend die Kinaseaktivitit bei den FAKAPR1/APR3- und
FAKAPR1/APR4-Doppelmutanten in Gegenwart von H. pylori nur sehr gering ist —
ahnlich dem Wildtyp-FAK in der nicht-infizierten Kontrolle (Abb. 21A/B). Interessant
ist hier, dass die nachgewiesene FAK-Aktivitat bei den Konstrukten mit dem
Bindungsvermdégen von Cortactin korreliert (Abb. 20). Ausgenommen davon ist nur die
FAKAPR1/APR4-Doppelmutante, die eine starke Bindung an Cortactin aufweist, aber
nur Uber wenig FAK-Aktivitat zeigt. Diese Beobachtungen lassen die Hypothese zu,
dass die Bindung von Cortactin einen stimulierenden Einfluss auf die Aktivitit von
FAK hat. Neben der prolinreichen Region PR3 in FAK, die flr die Assoziation mit
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Cortactin entscheidend ist, spielen somit noch weitere Faktoren eine Rolle, die in
zukiinftigen Studien untersucht werden missen.
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Abb. 21 Die Bindung von Cortactin an FAK ist assoziiert mit erhohter FAK-Kinaseaktivitat. AGS-
Zellen wurden mit den verschiedenen HA-FAK-Mutanten transfiziert und nach 48 Stunden mit H. pylori
P1 Wildtyp fur weitere 6 Stunden infiziert und anschlieBend mit dem anti-HA-Antikérper immuno-
prazipitiert. (A) Die Einsatzmenge der HA-FAK-Konstrukte wurde im Westernblot kontrolliert. Es
wurden dieselben Proben verwendet wie in Abb. 20B gezeigt. Die Aktivitdt der FAK-Kinase wurde im
Westernblot mittels a-phospho-FAK (Tyr-397)-Antikorper analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass HA-
FAKAPR1 und HA-FAKAPR?2 in der Infektion mit H. pylori sehr stark aktiviert werden. Bei den anderen
FAK-Konstrukten war hingegen keine bzw. nur eine schwache Aktivitdt nachweisbar. (B) Die Aktivitat
der FAK-Kinase wurde densitometrisch analysiert. Die Quantifizierung der Bandenintensitdten im
Westernblot erfolgte unter Verwendung der Lumi-Image-Software™. (HA-FAKAPR1 = 100 % FAK-
Aktivitat, P < 0,005 **; n.s. nicht signifikant).

5.5.6 Das H. pylori CagA-Protein spielt eine wichtige Rolle fur die Cortactin-
FAK-Interaktion und erhdhte FAK-Aktivitat

Bisher wurde die Bindung von FAK an Cortactin unter zu Hilfenahme von
tberexprimierenden Transfektionskonstrukten gezeigt. Eine weitere wichtige Frage war
deshalb, ob die endogenen Proteine wéhrend der H. pylori-Infektion miteinander
interagieren und ob das bakterielle CagA-Protein hierbei eine Rolle spielt. Zu diesem
Zweck wurden AGS-Zellen mit Wildtyp-H. pylori und einer isogenen AcagA-Mutante
unter identischen Bedingungen flr 6 Stunden infiziert. Die infizierten Zellen wurden
geerntet, gefolgt von einer IP mittels anti-Cortactin-Antikorper. Die Immunprazipitate
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wurden prapariert und im Westernblot Gberprift. Die Expression von Cortactin wird
offenbar durch die Infektion von H. pylori stimuliert und das CagA-Protein scheint
hierbei involviert zu sein (Daten nicht gezeigt). Es war deshalb sehr schwierig
identische Mengen des Proteins in einer IP zu bekommen. Der anti-Cortactin-Blot in
Abb. 22A ist Ausdruck dessen und zeigt deshalb unterschiedliche Mengen des Proteins.
Die Cortactin-Mengen wurden folglich densitometrisch gemessen, um quantifizierte
Daten fir die Prézipitation von FAK pro Einsatzmenge Cortactin zu erhalten (Abb.
22B). Die Quantifizierungsdaten zeigen, dass endogenes Cortactin nach Infektion mit
H. pylori sehr stark an endogenes FAK bindet und dass diese Bindung in der Infektion
mit der AcagA-Mutante signifikant herabgesetzt, aber nicht vollstandig blockiert ist. Die
Aktivitdt des an Cortactin gebundenen FAK wurde im Immunoblot mit dem
phosphospezifischen anti-FAK-PY-397 Antikdrper bestimmt und ist mehr als 100-fach
hoher in der Wildtyp-Infektion im Vergleich zur nichtinfizierten Kontrolle, wéhrend der
Wert fiir die AcagA-Mutante bei etwa 42% des Wildtyps liegt (Abb. 22B). Diese Daten
zeigen eindeutig, das (i) die endogenen FAK- und Cortactin-Proteine nach Infektion mit
H. pylori interagieren, das (ii) diese Interaktion mit erhdhter FAK-AKktivitat korreliert
und das (iii) diese Aktivitdt bei Infektion mit der AcagA-Mutante signifikant
abgeschwacht ist.
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5.6 ldentifizierung von Vav2 als neuen Interaktionspartner von
Cortactin

5.6.1 Phosphorylierung von Cortactin am Tyrosinrest 466 ist ausreichend fur die
Interaktion mit Vav2

Die Daten aus den Kapiteln 5.3.1-5.3.2 zeigen in der H. pylori-Infektion, das neben der
Serin-phosphorylierten Form von Cortactin in der Membran auch eine am Tyrosinrest
466 phosphorylierte Form im Zytoplasma der infizierten Zellen spezifisch angereichert
ist. Diese Daten sprechen fiir ein Modell, in dem die Serin-phosphorylierte Form von
Cortactin in der Membranfraktion im Komplex mit FAK vorliegt und deren
Kinaseaktivitat stimuliert, doch welche Funktion hat die Tyrosin-phosphorylierte Form
von Cortactin? Ein bedeutender Phénotyp in der H. pylori-Infektion ist die induzierte
hohe Zellmotilitdt und Cortactin wird in mehreren Publikationen mit dynamischen
Aktin-zytoskeletalen Veranderungen in Verbindung gebracht (Daly, 2004; Selbach &
Backert, 2005). Wir haben deshalb postuliert, das die am Tyrosinrest 466
phosphorylierte Form von Cortactin entweder direkt mit einer kleinen Rho-GTPase
(z.B. Racl) bzw. uber ein Guanin-Austauschfaktor (GEF) interagieren konnte. Ein sehr
guter Kandidat fur ein solches GEF war z.B. Vav2, ein spezifischer Bindungspartner
und Aktivator von Racl, der in seiner Sequenz Uber eine SH2-Doméne fiur die
Interaktion mit phosphorylierten Tyrosinresten verfugt (Hornstein et al., 2004; Abb.
24A). Ich habe deshalb IP-Experimente von entsprechenden Proteinproben aus Abb. 22
(vor und nach Infektion mit H. pylori-Stdimmen) mit einem anti-Cortactin-Antikorper
durchgefiihrt und die Westernblots mit anti-Racl- und anti-Vav2-Antikdrpern
analysiert. Der resultierende Westernblot zeigt eine starke Bande flr prézipitiertes Racl
in der Infektion mit Wildtyp-H. pylori und eine Bande mit 65% verminderter Intensitat
bei der AcagA-Mutante (Abb. 23A/B). Dieses Ergebnis war in vier unabhangigen
Experimenten reproduzierbar nachweisbar, dagegen wurde keine Bande im anti-Vav2-
Blot beobachtet (Daten nicht gezeigt). Dieser Befund l&sst uns vermuten, dass Cortactin
direkt oder indirekt mit Racl interagieren kann. Die Abwesenheit eines Signals fur
Vav2 ist moglicherweise auf eine geringe Expression des Proteins in der Zelle
zurlickzufuhren oder das Protein wird nur schwach von den kommerziell-verfligbaren
Antikdrpern erkannt (z.B. Vav2-Antikérper der Firma Santa Cruz). In
Ubereinstimmung mit dieser Hypothese haben die Ergebnisse von Westernblots nur
ganz schwache Banden von Vav2 im totalen Zellysat ergeben (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 23 Cortactin bildet einen Immunkomplex mit der Rho-GTPase Racl wahrend der Infektion
mit H. pylori. (A) AGS-Zellen wurden fiir 6 Stunden mit P12 Wildtyp (wt) oder der P12AcagA-Mutante
infiziert. AnschlieBend wurde die Immunprézipitation (IP) mit einem anti-Cortactin-Antikorper
durchgefiihrt (Ergebnisse von diesem Experiment wurden bereits in Abb. 22A gezeigt). Die Lysate der
IP’s wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Westernblot-Analysen mit o-Cortactin und a-Racl zeigen,
dass in mit P12 Wildtyp-infizierten Zellen Cortactin und Racl in einem Komplex vorliegen. Dieser
Komplex ist nicht in nicht-infizierten Zellen und nur in einem geringeren MaRe in P12AcagA-infizierten
Zellen nachweisbhar. (B) Die Bandenintensitaten wurden durch densitometrische Auswertung unter
Verwendung der Lumi-Image-Software™ quantifiziert und die relative Menge an gebundenem Racl pro
eingesetzte Menge Cortactin berechnet (P12 wt = 100 % gebundenes Racl).

Kleine Rho GTPasen wie Racl benétigen fur ihre Aktivierung die Interaktion mit einem
GEF (Hall, 1998; Jeanteur, 1999). Bisher gibt es keine Berichte dartber, dass Cortactin
selbst als ein GEF funktionieren konnte (Daly, 2004; Selbach & Backert, 2005).
Deshalb wurde eine genaue Analyse der Aminoséuresequenz von Cortactin
durchgefihrt, die allerdings auch keine Hinweise auf Homologien zu einem bekannten
GEF ergaben. Wir haben deshalb postuliert, dass Cortactin moglicherweise nicht direkt
mit Racl interagiert sondern indirekt tiber die Bindung zu Vav2 (Abb. 24A). Um diese
Hypothese zu Gberprifen, wurde HA-fusioniertes Vav2 in AGS-Zellen in Gegenwart
der hergestellten GFP-Cortactin-Konstrukte transient exprimiert. Die transfizierten
Zellen wurden nach 48 Stunden geerntet, gefolgt von einer IP mittels anti-HA-
Antikorper. Die Immunprézipitate wurden prapariert und im Westernblot Gberprift. Die
Prasenz von GFP-Cortactin im IP-Ansatz wurde mit einem anti-GFP-Antikorper
nachgewiesen. Der Westernblot und die densitometrische Auswertung in Abb. 24B/C
zeigen, das Wildtyp-Vav2 nicht mit Wildtyp-GFP-Cortactin interagiert. Dagegen
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wurden starke Banden fiur die phosphorylierungsaktive Cortactin Y421/466/482D-
Mutante aber nicht fir die phosphorylierungsdefiziente Y421/466/482F-Mutante
nachgewiesen. Um zu berprifen, ob der phosphorylierte Tyrosinrest 466 wie vermutet
direkt an der Bindung zu Vav2 beteiligt ist, habe ich die entsprechenden Y466D- und
Y466F-Mutanten von GFP-Cortactin hergestellt und im Experiment verwendet.
Interessant ist, dass die phosphorylierungsaktive Y466D-Mutante sogar mit hoherer
Effizienz an Vav2 bindet als die Y421/466/428D-Mutante (Abb. 24B/C). In den
entsprechenden IPs waren reproduzierbar immer zwei GFP-Cortactin-Banden bei etwa
125 und 130 kDa nachweisbar. Die Natur dieser beiden Banden ist nicht eindeutig
nachgewiesen, konnte aber durch ein unterschiedliches Muster in der Tyrosin- bzw.
Serin-Phosphorylierung des Proteins zu erkldren sein (Daly, 2004; Selbach & Backert,
2005). Interessant ist auch, das Cortactin in der IP mit der Y466F-Mutante ebenfalls
beobachtet wurde, aber nur die obere 130 kDa-Bande sichtbar ist (Abb. 24B). Diese
Befunde konnten daraufhin deuten, dass zwei verschiedene Formen von Cortactin an
Vav2 binden. Dariliber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass der phosphorylierte
Tyrosinrest 466 in Cortactin ausreichend fur die beobachtete Interaktion mit Vav2 ist.
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Abb. 24 Die Phosphorylierung von Cortactin am Tyrosinrest 466 ist ausreichend fir die
Interaktion mit Vav2. (A) Schematische Darstellung der Domanenstruktur von Vav2. (B) AGS-Zellen
wurden mit HA-Vav2 Wildtyp und GFP-Cortactin  wt oder mit GFP-Cortactin-Tyrosin-
Phosphorylierungsmutanten ko-transfiziert und nach 48 Stunden erfolgte die Immunoprézipitation mit
einem anti-HA-Antikorper. Die Einsatzmenge von HA-Vav2 wurde im Westernblot unter Verwendung
des a-HA-Antikorpers kontrolliert. Die Westernblot-Analyse mit dem o-GFP-Antikdrper zeigt, dass die
phosphotyrosin-aktiven Y421/466/482D- und Y466D-Cortactin-Mutanten an  HA-Vav2 binden,
wohingegen keine Bindung bei der phosphotyrosin-inaktiven Y421/466/482F-Mutante nachweisbar ist.
Eine schwéchere Bindung zeigt sich zwischen HA-Vav2 und GFP-Cortactin-Y466F. (C) Die
Bandenintensitaten wurden durch densitometrische Auswertung unter Verwendung der Lumi-Image-
Software™ quantifiziert und die relative Menge an gebundenem GFP-Cortactin pro eingesetzte Menge
HA-Vav2 berechnet (GFP-Cortactin Y466D = 100 % gebundenes HA-Vav2, P < 0,005 **; P < 0,05 *,
n.s. nicht signifikant).
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5.6.2 Interaktion von Vav2 mit anderen Wirtszellproteinen

Neben der nachgewiesenen Interaktion von Vav2 bzw. FAK mit Cortactin, wurde nach
weiteren Interaktionpartnern der beteiligten Proteine in Abhangigkeit von der H. pylori-
Infektion gesucht. Zu diesem Zweck wurden AGS-Zellen fur 6 Stunden mit Wildtyp-
H. pylori sowie isogenen AcagA- und AvirBl1l-Mutanten unter identischen
Bedingungen infiziert. Die infizierten Zellen wurden geerntet, gefolgt von einer IP
mittels anti-Vav2-Antikérper. Die Immunprézipitate wurden prépariert und im
Westernblot Uberpruft. Die Expression von Vav2 war ahnlich in allen Proben und
entsprechende Blots wurden mit Antikdrpern gegen verschiedene Proteine inkubiert.
Ein sehr interessantes Ergebnis wurde im anti-FAK-Blot erzielt, wo Signale fir die
nicht-infizierte Kontrolle und die CagA-sekretionsdefiziente AvirB11-Mutante
nachgewiesen wurden (Abb. 25A/B). Keine FAK-Banden wurden hingegen in der
Infektion mit Wildtyp-H. pylori und der AcagA-Mutante beobachtet (Abb. 25A/B).
Diese Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass Vav2 in nicht-infizierten Zellen (oder in
der Infektion mit der AvirBll-Mutante) im Komplex mit FAK vorliegt. Dieser
Komplex wird durch die Infektion mit Wildtyp-H. pylori in CagA-unabhangiger Weise
zerstort und beide Proteine liegen anschlieRend in separaten Komplexen mit Cortactin
vor, entweder mit der Serin-phosphorylierten Form (FAK) oder der Tyrosin-
phosphorylierten Form (Vav2).
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5.6.3 Induktion von Racl-abhangiger Zellmotilitat wahrend der H. pylori-
Infektion

Die o0.g. Ergebnisse sprechen fur ein Modell, in dem am Tyrosinrest 466
phosphoryliertes Cortactin im Zytoplasma spezifisch an VVav2 bindet, und anschlieRend
die kleine GTPase Racl in den Komplex rekrutiert und aktiviert. Um zu demonstrieren,
dass Racl tatsachlich wahrend der Infektion mit H. pylori aktiviert wird, wurde
aktiviertes GTP-Racl im so genannten CRIB-Pulldown préapariert und im Westernblot
mit einem anti-Racl Antikdrper nachgewiesen. Abbildung 26A zeigt, dass H. pylori
Racl tber einen Zeitraum von 3 Stunden kontinuierlich aktiviert. Die Rac1-Aktivierung
korreliert zeitlich mit der Entstehung des Elongationsphanotyps zwischen 2-3 Stunden
nach Infektion (Abb. 26B).
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Abb. 26 Aktivierung von Racl wéhrend der H. pylori-Infektion. (A) AGS-Zellen wurden mit
H. pylori fur 30, 60, 120 und 180 min infiziert und aktiviertes GTP-Racl wurde im CRIB-GST-Pulldown
préapariert. Die Westernblot-Analyse der Pulldowns mit a.-Racl (oben) zeigt, dass wahrend der H. pylori-
Infektion Racl kontinuierlich aktiviert wird. Die Analyse der Zelllysate mit dem a-Racl-Antikorper
(unten) zeigt, dass Uberall gleiche Mengen an Racl vorhanden sind. Die a-Racl-Blots wurden von Dr.
Sabine Brandt zur Verfiigung gestellt. (B) Die Racl-Aktivitat wurde zu jedem Zeitpunkt densitometrisch
analysiert. Die Quantifizierung der Banden in den Westernblots erfolgte unter Verwendung der Lumi-
Image-Software™. Die Anzahl der elongierten Zellen wurde zu jedem Zeitpunkt der Infektion aus jeweils
zehn verschiedenen 0,25-mm? groRen Gesichtsfeldern quantifiziert (180 min = 100 % Racl-Aktivitat,
P < 0,005 **).

Frihere Berichte aus der Gruppe von PD Dr. Steffen Backert zeigten, das ein
funktionelles Ausschalten von Racl durch dominant-negative Konstrukte oder
bestimmte GTPase-inaktivierende Toxine (z.B. ToxB oder TcdBF) mit einer
Blockierung der Zellmigration und des Elongationsphanotyps einhergehen (Brandt et
al., 2007). Um nun zu zeigen, welchen Einfluf} die Phosphorylierung von Cortactin am
Tyrosinrest 466 auf die Racl-abhéngige Zellmotilitdt hat, wurden die
phosphorylierungsaktives GFP-Cortactin Y466D und phosphorylierungsinaktives GFP-
Cortactin Y466F fur 48 Stunden in konfluente AGS-Zellen transfiziert, gefolgt von
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einer Infektion mit H. pylori in einem so genannten Wundheilungs-Assay
(woundhealing oder scratch-wound migration Assay). Mit einem solchen Assay
untersucht man die F&higkeit von Zellen, eine kinstliche Wunde zu schlielRen, die man
durch das Zuftigen eines schmalen Ritzes in den Zellrasen bringt. Wie in Abb. 27A zu
sehen, sind die AGS-Kontrollzellen ohne H. pylori-Infektion nicht in der Lage, die
kinstliche Wunde nach 24 Stunden Inkubation zu schliefen. Die Fahigkeit zum
Wundverschluss wurde wie im Material & Methodenteil beschrieben quantifiziert und
ist signifikant erhoht, wenn phosphorylierungsaktives GFP-Cortactin Y466D in den
Zellen exprimiert ist, wahrend die Expression von phosphorylierungsinaktivem GFP-
Cortactin Y466F diese Fahigkeit unterdriickt (Abb. 27B). Diese Daten zeigen eindeutig,
dal Racl von H. pylori wéhrend der Infektion zeitabhé&ngig aktiviert wird und das die
Racl-abhéngige Zellmigration durch Cortactin (phosphoryliert am Tyrosinrest 466)
positiv stimmuliert wird.
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Abb. 27 Untersuchung des Migrationsvermdgens von H. pylori-infizierten AGS-Zellen in
Abhangigkeit von der Expression von phosphorylierungaktiven/-inaktiven GFP-Cortactin. (A)
Phasenkontrastmikroskopie von AGS-Zellen nach 0 bzw. 24 Stunden (B) Dargestellt ist die
Quantifizierung der Spaltreduktion der verschiedenen Zellen. Im Vergleich zur Kontrolle ist die
Geschwindigkeit der Spaltreduktion in den GFP-Cortactin Y466D-Zellen signifikant erhéht. Die
Spaltreduktion der GFP-Cortactin Y466F-Zellen ist vergleichbar mit der Reduktion in den Kontrollzellen.
Ausgewertet wurden drei unabhéngige Versuchsansatze (n=3). Pro Spalt wurde ein Mittelwert aus zehn
Messungen gebildet. Die Phasenkontrastaufnahmen stellen einen représentativen Versuchsansatz dar.
(P < 0,005 **; P < 0,05 *).
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6 DISKUSSION

Helicobacter pylori ist ein sehr erfolgreiches Pathogen in der Evolution, das die
Magenschleimhaut des Menschen bei etwa 50% der Weltbevolkerung besiedelt. Die
Infektion mit H. pylori ist die Ursache von 80-90 % der Gastritiden, nahezu aller
Zwolffingerdarmgeschwiire und etwa 80 % aller Magengeschwire (Peek, Jr. & Blaser,
2002; Monack et al., 2004; Backert & Meyer, 2006; Suerbaum & Josenhans, 2007).
Epidemiologische Studien zeigten, dass H. pylori-Stimme, welche die cag-
Pathogenitétsinsel und das CagA-Protein exprimieren, héaufiger Erkrankungen wie
Gastritis, Magengeschwiire und sogar Magenkrebs ausldsen als Stamme, denen die
Pathogenitatsinsel fehlt. CagA wird in das Zytoplasma von in vitro kultivierten
Wirtszellen transloziert und durch Src- und Abl-Kinasen phosphoryliert (Selbach et al.,
2002; Stein et al., 2002; Tammer et al., 2007). Obwohl CagA keine Sequenzhomologie
zu einem bekannten eukaryontischen oder prokaryontischen Protein hat, scheint es in
seiner dreidimensionalen Struktur und Funktion ein eukaryontisches Protein
nachzuahmen  und  zelluldire  Signaltransduktionsprozesse  in infizierten
Magenepithelzellen direkt zu beeinflussen (Blaser & Atherton, 2004; Backert & Meyer,
2006; Backert & Selbach, 2008; Hatakeyama, 2008). Die Infektion von gastrischen
Epithelzellen mit CagA-positiven H. pylori-Stdimmen in vitro fihrt zu Aktin-
zytoskelettalen Veranderungen und zur Dissoziation der Zell/Zell-Verbindungen. Uber
die molekularen Mechanismen der H. pylori-induzierten Signalwege war zu Beginn der
vorliegenden Arbeit wenig bekannt.

Ziel meiner Arbeiten war die Aufklarung der Funktion des Aktin-bindenden
Proteins Cortactin und dessen Signalkaskaden wahrend der Infektion von gastrischen
Epithelzellen mit H. pylori in vitro. Cortactin ist ein multifunktionelles Protein und
spielt in diversen Signalwegen von gesunden und Karzinomzellen eine bedeutende
Rolle (siehe Kapitel 1.5); Gber die molekulare Regulierung des Proteins ist allerdings
nur sehr wenig publiziert (Daly, 2004; Selbach & Backert, 2005). Die Verwendung der
gastrischen Epithelzelllinie AGS als Infektionsmodell und die Anwendung von
molekularbiologischen, biochemischen und zellbiologischen Methoden in meiner
Arbeit, fihrten zu wichtigen neuen Erkenntnissen zur molekularen Funktion des
Proteins. Im Verlauf dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cortactin Gber CagA-
abhéngige und CagA-unabhédngige Signalwege im Phosphorylierungsmuster an jeweils
drei Tyrosin- und Serinresten veréndert wird. Dies fuhrt dazu, dass die subzellulére
Lokalisation von Cortactin wahrend der Infektion variiert wird. Folglich wird auch das
Vermdgen von Cortactin zur Bindung und Aktivierung weiterer Signalfaktoren
nachhaltig beeinflusst. Insgesamt wurden in dieser Arbeit zwei neue Interaktionspartner
von Cortactin identifiziert und die entsprechende Interaktion, Signaltransduktion sowie
phanotypische Veranderungen im Detail beschrieben.
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6.1 Regulierung von Cortactin durch Kinasen der Erk-, PAK- und
Src-Familie

Cortactin spielt eine wichtige Rolle bei der Dynamik und Regulation des Aktin-
Zytoskeletts. Das Protein wurde vor Uber 15 Jahren als Aktinfilament-Bindeprotein und
Hauptsubstrat der onkogenen Tyrosin-Kinase v-Src (viral sarcoma) entdeckt (Wu et al.,
1991; Wu & Parsons, 1993) und gilt mittlerweile als ein zentrales Signalprotein, das an
zahlreichen Aktin-basierten zelluldren Prozessen beteiligt ist, wie z.B. an Zelladhasion
(Vuori & Ruoslahti, 1995), Endozytose (Schafer et al., 2002; Cao et al., 2003; Lynch et
al., 2003; Sauvonnet et al., 2005), Zellwanderung (Huang et al., 1998; Huang et al.,
2003; Liu et al., 1999), Tumorinvasion (Weaver, 2008), synaptischer Organisation
(Redecker et al., 2001; Racz & Weinberg, 2004) und Zellmorphogenese (Hou et al.,
2003; Liu et al., 1999). Bei diesen Prozessen wirkt Cortactin als Adaptorprotein fir eine
Vielzahl von bekannten Interaktionspartnern und beeinflusst somit verschiedene
Signaltransduktionswege. Diese Funktionen werden durch die einzelnen Doménen des
Proteins ausgetbt und durch extrazellulare Stimuli ausgelést (Abb. 28A).

Die prolinreiche Region in Cortactin trennt die C-terminale SH3-Doméne von
der Helix- und der F-Aktin-Bindungsdomane. Sie enthalt drei Tyrosin-Reste (an
Position 421, 466 und 482), die durch die Src-Kinase phosphoryliert werden kénnen
(Huang et al., 1998). Daruber hinaus gibt es drei Serin-Phosphorylierungsstellen — zwei
fur die MAP-Kinase Erk (S405, S418; Campbell et al., 1999) und eine PAK-
Phosphorylierungsstelle (S113) im ersten Sequenzmotiv der F-Aktin-Bindedomane
(Webb et al., 2006). Man vermutet, dass diese Phosphorylierungsstellen eine
regulatorische Funktion fur die Aktivitat von Cortactin besitzen; in vivo Daten hierzu
gab es vor der Studie allerdings nicht. Nach einem in vitro Modell von Martinez-Quiles
et al. (2004) ist die SH3-Doméane von nicht-phosphoryliertem Cortactin teilweise
verdeckt und somit fur die Interaktion mit anderen Proteinen nicht frei zuganglich (Abb.
28B, oben). Interessanterweise enthélt die prolinreiche Region von Cortactin zwei
benachbarte PxxP-Motive, die als Bindestellen fur die eigene oder andere SH3-
Domaénen dienen kdnnen. Demnach konnte die eigene SH3-Domane ,,umklappen* und
eine intramolekulare Bindung mit seiner prolinreichen Region eingehen (Abb. 28B,
oben). Da sowohl die Serin- als auch die Tyrosin-Phosphorylierungsstellen von
Cortactin auch in dieser Prolin-reichen Region lokalisiert sind, kdnnte die SH3-Domane
infolge der Phosphorylierung wieder freigesetzt werden. In der Tat konnte in in vitro-
Experimenten gezeigt werden, dass durch die Phosphorylierung der Serinreste 405 und
418 in Cortactin die Bindung von N-WASP an die SH3-Domane stark erhoht war
(Martinez-Quiles et al., 2004). Im Gegensatz dazu wurde diese Aktivitat durch die
Phosphorylierung der Tyrosine 421, 466 und 482 stark reduziert und unterdriickte sogar
die Aktivitdt von Serin-phosphoryliertem Cortactin (Martinez-Quiles et al., 2004).
Diese Befunde sprechen dafiir, dass die Phosphorylierung der Serine die PxxP/SH3-
Interaktion unterbricht, eine Konformationsanderung hervorruft und so die SH3-
Doméne flr Effektormolekdle, wie N-WASP, frei zuganglich macht (Abb. 28B, Mitte).
Die Phosphorylierung der Tyrosine hingegen konnte eine andere Konformation
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hervorrufen, die die Interaktionen von Effektormolekilen mit der SH3-Domane
beendet. Die Tyrosinreste 421, 466 und 482 liegen sehr nahe an der SH3-Doméne.
Daher haben wir postuliert, das Interaktionspartner aus sterischen Grinden nicht mehr
an die SH3-Domane von Tyrosin-phosphoryliertem Cortactin binden kénnten (Abb.
28B, unten). Nach diesem Modell konnte die Erk/Src-Phosphorylierung von Cortactin
als ein molekularer ,Schalter agieren, der die Bindung und Aktivierung von
Effektormolekilen kontrolliert (Martinez-Quiles et al., 2004; Selbach & Backert, 2005).
Ziel dieser Arbeit war es folglich, dieses Modell wéahrend der Infektion mit H. pylori zu
uberprifen und die molekulare Funktion von Cortactin aufzuklaren.

Um die Rolle der Phosphorylierung von Cortactin wahrend der Infektion mit
H. pylori naher zu untersuchen, wurde zunachst die Aktivitat der Erk-, PAK- und Src-
Kinase wahrend der Infektion bestimmt. Mit Hilfe von aktivierungsspezifischen
Phospho-Antikorpern konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat der beiden Serin-
/Threonin-Kinasen Erk und PAK wahrend der Infektion kontinuierlich bis 8 Stunden
ansteigt, wéhrend die Src-Kinase, in Ubereinstimmung mit friineren Publikationen
(Selbach et al., 2003; Tsutsumi et al., 2003), nur temporér zwischen 0,5-2 Stunden aktiv
ist und dann inaktiviert wird. Die Aktivierung der Erk- und PAK-Kinasen wahrend der
H. pylori-Infektion ist in der Literatur bereits beschrieben. Die Erk-Kinase wird durch
mehrere Signalwege aktiviert, z.B. lber die EGF-Rezeptor—>Ras—c-Raf—Erk oder
Shp-2—Rapl—b-Raf—>Mek—Erk Signalkaskaden (Blaser & Atherton, 2004; Backert
& Meyer, 2006; Backert & Selbach, 2008; Hatakeyama, 2008). Hier spielen
verschiedene bakterielle Faktoren eine Rolle, unter anderem auch CagA und bisher
unbekannte cagPAl-abhéngige Signalkomponenten. Die PAK-Kinase hingegen wird
durch einen Racl/Cdc42—PAK-Signalweg aktiviert, wobei der bakterielle Faktor noch
unbekannt ist (Naumann & Crabtree, 2004; Backert et al., 2002). Im Gegensatz dazu
wird die Src-Kinase nur zu sehr frihen Zeitpunkten der Infektion durch das pilus-
assoziierte CagL-Protein Uber einen CagL—Integrin B1—FAK-—Src-Signalweg
aktiviert (Kwok et al., 2007). Parallel wird das CagA-Protein durch einen Typ IV-
Sekretionsapparat in die Wirtszellen eingeschleust und durch die Src-Kinase
phosphoryliert. Phosphoryliertes CagA kann hierbei direkt mit seiner Kinase c-Src
interagieren (Selbach et al., 2003). Diese Interaktion fuhrt nach etwa 2 Stunden
Infektion zu einer deutlichen Abnahme der c-Src-Autophosphorylierung am Tyrosinrest
416 und zur Inaktivierung der Kinaseaktivitat durch Phosphorylierung des negativen
Regulierungsmotives am Tyrosinrest 527 (Selbach et al., 2003). Dartiber hinaus
interagiert phosphoryliertes CagA mit der SH2-Doméne von Csk und stimuliert somit
die Csk-Kinaseaktivitat, die dann den Tyrosinrest 527 in Src phosphoryliert (Tsutsumi
et al., 2003). Somit wird c-Src Uber einen klassischen Regelkreis mit negativer
Ruckkopplung inhibiert (Selbach et al.,, 2003). Zusammenfassend lassen die
Beobachtungen zur Kinaseaktivitat von Erk und PAK die Hypothese zu, dass die
Serinreste 113, 405 und 418 in Cortactin mdoglicherweise wahrend der Infektion
phosphoryliert werden, wéhrend die Tyrosinreste 421, 466 und 482 durch die
Inaktivierung von Src dephosphoryliert werden.
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Abb. 28 Modell fiir die Generierung und Funktion von serin- und tyrosinphosphorylierten Formen
von Cortactin durch ein Wechselspiel verschiedener Kinasen. (A) Schematische Darstellung der
Cortactin-Domanenstruktur, einschlieRlich der bekannten Erk-, PAK- und Src-Phosphorylierungsstellen
and den Serinresten 113, 405 und 418 sowie den Tyrosinresten 421, 466 und 482. Die beschriebenen
Kinase-Signalwege und ausgewdahlte Interaktionspartner fiir die SH3-Domane sind eingezeichnet. (B) Es
wurde postuliert, dass die C-terminale SH3-Domane im Komplex mit der eigenen prolinreichen Region
PRR in der nicht-phosphorylierten Form von Cortactin vorliegt und somit nicht zugénglich ist fir
Interaktionspartner (Martinez-Quiles et al., 2004; Selbach & Backert, 2005). In dieser prolinreichen
Region liegen die Serin-Phosphorylierungsstellen 405 und 418. In vitro Daten zeigten, dass die SH3-
Doméne nach Phosphorylierung an diesen Serinresten ,,aufklappt® und somit fur Interaktionspartner mit
sog. PxxP-Motiven zugénglich wird. Die Bindungsfahigkeit von Signalfaktoren wie N-WASP an die
SH3-Doméne in vitro ist blockiert durch die Tyrosin-Phosphorylierung von Cortactin. Die Tyrosinreste
421, 466 und 482 liegen sehr nahe an der SH3-Domdne. Daher wird angenommen, dass
Interaktionspartner aus sterischen Grunden nicht mehr an die SH3-Domaéne binden kdnnen. Es besteht
allerdings die Mdglichkeit, dass nun andere Interaktionspartner, z.B. mit einer SH2-Domdne, an diese
phosphorylierten Tyrosinreste binden kénnten. Diese Interaktionspartner nach Infektion mit H. pylori
waren allerdings zu Beginn der Studie nicht bekannt.
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6.2 Phosphorylierungsmuster und subzellulare Lokalisation von
Cortactin

Die subzellulére Lokalisation von Cortactin sowie der Phosphorylierungsstatus an den
einzelnen Tyrosin- und Serinresten wurden in nachfolgenden Fraktionierungs-
experimenten vor und nach der Infektion mit H. pylori untersucht. Die entsprechenden
Daten sind in Abb. 29A/B zusammengefasst. Zunachst wurden die Proben mit dem anti-
Phosphotyrosin-Antikdrper PY99 analysiert, der ein Gemisch von phosphorylierten
Tyrosinresten in verschiedenen Proteinen erkennt (Santa Cruz). Das erzielte Ergebnis
bestétigte friihere Daten, das Cortactin an seinen Tyrosinresten in CagA-abhéngiger
Weise wahrend der Infektion dephosphoryliert wird (Selbach et al., 2003). Mit Hilfe
von kommerziell-verfiigbaren Antikérpern gegen jedes der einzelnen phosphorylierten
Tyrosine ergab allerdings sehr Uberraschend, dass der PY99-Antikdrper den
phosphorylierten Tyrosinrest 466 in Cortactin nicht erkennt. Wahrend die Tyrosinreste
421 und 482 tatséchlich in den Kontroll-Zellen phosphoryliert sind und nach Infektion
in CagA-abhangiger Weise dephosphoryliert werden, wurde die am Tyrosinrest 466
phosphorylierte Form von Cortactin in friheren Studien Ubersehen (Selbach et al.,
2003). In der jetzigen Studie konnte somit gezeigt werden, dass phosphoryliertes
Cortactin am Tyrosinrest 466 wahrend der Infektion nicht dephosphoryliert, sondern
sogar stabilisiert wird. Interessant ist weiterhin, dass nachgewiesen werden konnte, dass
dieses am Tyrosinrest 466 phosphorylierte Cortactin-Molekil nicht gleichzeitig an
Serinresten phosphoryliert ist. Dieses Cortactin-Molekil wird spezifisch im Zytoplasma
angereichert, waéhrend die anderen Tyrosin-phosphorylierten Cortactin-Formen
ausschlie3lich in der Membran zu finden sind.

Im nachfolgenden Experiment wurden dieselben Membran- und Zytoplasma-
fraktionen mit phosphospezifischen anti-Cortactin-Antikdrpern gegen die bekannten
Serinreste 113, 405 und 418 untersucht. Die entsprechenden Antikorper sind nicht
kommerziell verfligbar und wurden zu diesem Zweck auf Peptidbasis hergestellt, im
Labor von PD Dr. Backert auf ihre Spezifitat Gberprift und fur meine Studien von PD
Dr. Backert zur Verfiigung gestellt. Nach Infektion mit Wildtyp H. pylori wird die
Phosphorylierung von Cortactin an allen drei Serinresten induziert und diese Cortactin-
Populationen befinden sich ausschlieflich in der Membranfraktion (Abb. 29B).
Ahnliche Ergebnisse wurden nicht nur mit Wildtyp-H. pylori, sondern auch mit der
P1AcagA-Mutante erzielt. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass H. pylori die
Phosphorylierung der Serinreste 113, 405 und 418 von Cortactin in einer CagA-
unabhéngigen Weise induziert.
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Abb. 29 Phosphorylierungsmuster und subzelluldre Lokalisation von Cortactin vor und nach
Infektion mit H. pylori. Schematische Darstellung der Cortactin-Domanenstruktur, einschlieBlich der
bekannten Erk-, PAK- und Src-Phosphorylierungsstellen an den Serinresten 113, 405 und 418 sowie den
Tyrosinresten 421, 466 und 482. Die Daten der Westernblots mit phosphospezifischen Antikorpern in der
zelluldren Fraktionierung aus dem Kapitel 5.3 sind hier zusammengefasst. Die Ergebnisse fiir die nicht-
infizierten AGS-Kontrolle (A) und fur AGS-Zellen nach 6-stindiger Infektion mit Wildtyp H. pylori (B)
sind dargestellt.

6.3 Molekulare Basis der Interaktion von Cortactin mit FAK

Nachdem die Frage beantwortet worden ist, welche Phospho-Formen von Cortactin
nach Infektion mit H. pylori in der Zelle vorhanden sind, sollte als nachstes geklart
werden, mit welchen Bindungspartnern Cortactin interagiert. Wir erhoffen uns dadurch
Riickschlisse tber gebundene Effektorproteine und die Signalwege, die durch Cortactin
wahrend der Infektion induziert werden. Zu Beginn der Experimente war fiir uns vor
allem der bekannte Interaktionspartner und Aktin-Nukleator N-WASP, der den Arp2/3-
Komplex bindet und aktiviert, sowie filamentoses Aktin (F-Aktin) von besonderem
Interesse. Beide Proteine waren allerdings mit Cortactin nur in der nicht-infizierten
Kontrolle assoziiert und nicht nach Infektion nachweisbar. Stattdessen haben wir in der
vorliegenden Arbeit jeweils einen neuen Interaktionspartner fiir Serin- und Tyrosin-
phosphoryliertes Cortactin wahrend der Infektion mit H. pylori identifiziert. Ich
diskutiere nachfolgend zuerst den Interaktionspartner FAK. Die Beobachtung, das FAK
mit Cortactin interagieren kann, ist sehr Uberraschend, da FAK bisher in keinem
Zellsystem als ein Interaktionspartner von Cortactin identifiziert werden konnte (Daly,
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2004; Selbach & Backert, 2005; Buday & Downward, 2007). Die generierten Daten zur
FAK/Cortactin-Interaktion sind einem Modell zusammengefasst (Abb. 30A).

Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass Cortactin nach
Infektion mit H. pylori sehr stark mit der Fokalen-Adhé&sions-Kinase FAK, einem
bekannten Markerprotein fir fokale Zellkontakte, assoziiert ist. Im Gegensatz dazu
befindet sich Cortactin in nicht-infizierten Zellen hauptsachlich in Kkleinen,
vesikelartigen Ansammlungen im Zytoplasma und der Zellmembran (Selbach et al.,
2003; diese Studie). Wir haben deshalb vermutet, dass Cortactin wéhrend der Infektion
in die fokalen Zellkontakte rekrutiert wird und dort mit FAK direkt interagieren konnte.
Um diese Hypothese zu tberprifen, wurde eine Reihe von Experimenten durchgefiihrt,
die dies letztlich eindeutig bestatigten. Die Interaktion beider Proteine wurde in der IP
der endogenen Cortactin- und FAK-Proteine als auch nach IP von Uberexprimierten
GFP- und HA-markierten Proteinen nachgewiesen.

Um weitere Beweise fir die direkte Interaktion von Cortactin und FAK zu
erhalten, wurden IP-Experimente mit den verschiedenen generierten GFP-Cortactin-
Deletionsmutanten durchgefiihrt. Eine zu Beginn der Arbeiten von uns favorisierte
Hypothese war, dass Cortactin mit Hilfe seiner SH3-Domdne an eine der beiden
bekannten prolinreichen Regionen in FAK bindet. Um dies zu tberpriifen, wurde eine
entsprechende GFP-CortactinASH3-Mutante in AGS-Zellen transfiziert und die
resultierenden Westernblots von IPs zeigten, dass endogenes FAK in einem Komplex
mit Cortactin in Abhangigkeit von der Prasenz der SH3-Domane vorliegt. Die stérksten
Signale fir an FAK gebundenes GFP-Cortactin wurden fur die Phosphoserin-aktiven
S405D- und S418D-Mutanten detektiert, wahrend moderate Signale fiir die S405/418D-
Doppelmutante und die Phosphotyrosin-inaktive Y421/466/482F-Mutante beobachtet
wurden. Keine Signale von gebundenem GFP-Cortactin wurden hingegen fur die
Phosphoserin-inaktive S405/418A- und die Phosphotyrosin-aktive Y421/466/482D-
Mutante nachgewiesen. Diese Befunde demonstrieren, dass die Phosphorylierung von
Cortactin an den Serinresten 405 oder 418 (aber nicht bei der Phosphoserin-aktiven
S405/418D-Doppelmutante) die Interaktion mit FAK positiv reguliert und durch
Phosphorylierung an den Tyrosinresten 421, 466 und 482 negativ reguliert. Diese
Ergebnisse stimmen sehr gut mit den Beobachtungen zur positiven und negativen
Regulierung des Elongationsphanotyps nach Uberexpression derselben Cortactin-
Mutanten in der H. pylori-Infektion tberein. Daruber hinaus sind diese Befunde auch in
sehr guter Ubereinstimmung mit den Daten zur Serin-Phosphorylierung von
membranstandigem Cortactin wahrend der Infektion. AbschlieRend sei hierzu bemerkt,
dass die Phosphorylierung von Cortactin am Serinrest 113 keine Bedeutung flr die
Interaktion mit FAK und die Ausbildung des H. pylori-induzierten Elongationsph&notyp
hatte. Die Phosphorylierung dieser Aminosaure hat somit offenbar eine andere Funktion
in der Zelle, die in spateren Studien untersucht werden sollte.
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Abb. 30 Modell fur die Funktion der Serin- und Tyrosin-phosphorylierten Formen von Cortactin

fir die Aktivierung der FAK-Kinase bzw. der Vav2—Racl-induzierten Zellmigration.
Schematische Darstellung der Cortactin-Domanenstruktur, einschlieBlich der bekannten Erk-, PAK- und
Src-Phosphorylierungsstellen. Zwei Signalwege (A und B) werden durch die Serin- und Tyrosin-
phosphorylierte Formen von Cortactin aktiviert, die nachfolgend beschrieben werden. Interaktionen von
bestimmten Proteinen sind durch rote Doppelpfeile gekennzeichnet. (A) Uber einen CagA-unabhangigen
Signalweg werden die Erk- und PAK-Kinasen durch H. pylori aktiviert. Diese Kinasen phosphorylieren
Cortactin an den Serinresten 113, 405 bzw. 418. Die phosphorylierten Serinreste 405 oder 418, aber nicht
113, spielen eine zentrale Rolle fur die Interaktion der Cortactin SH3-Doméne mit der Fokalen-
Adhésions-Kinase FAK. Als Interaktionsmotiv in FAK wurde die prolinreiche Region PR3 identifiziert.
Die Interaktion von Cortactin mit FAK induziert die Phosphorylierung von FAK am Tyrosinrest 397 und
die Kinaseaktivitat von FAK wird signifikant erhoht. (B) In der nicht-infizierten Zelle ist Cortactin an den
Tyrosinresten 421, 466 und 482 durch basale Src-Aktivitat phosphoryliert. Nach Infektion mit H. pylori
fur 2 Stunden wird die Src-Kinase Uber einen CagA-abhangigen Signalweg inaktiviert (Selbach et al.,
2003). Die Tyrosinreste 421 und 482 in Cortactin werden folglich nicht mehr phosphoryliert und werden
zeitabhangig dephosphoryliert. Die Phosphorylierung von Tyrosinrest 466 in Cortactin ist dagegen nicht
davon betroffen und wird in der phosphorylierten Form sogar stabilisiert. Wir postulieren, dass diese
Stabilisierung durch konstitutive Aktivierung der Abl-Kinase in der H. pylori-Infektion erreicht wird
(Tammer et al., 2007), die ebenfalls als Tyrosinkinase von Cortactin beschrieben wurde (Boyle et al.,
2007) und den Tyrosinrest 466 phosphorylieren kénnte. Phosphoryliertes Tyrosin 466 geht dann eine
Bindung mit der SH2-Domane des GEFs Vav2 ein, welches die kleine Rho GTPase Racl aktiviert, die
ebenfalls im Komplex vorhanden ist. Die Aktivierung von Racl durch Cortactin resultiert in einer
Zell/zZell-Dissoziation und erhdhten Zellmigration der infizierten Zellen.
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FAK besitzt zwei bekannte PxxP-Motive (PR1 und PR2), die mit den SH3-
Doménen von p130Cas bzw. GRAF interagieren kdnnen (Sieg et al., 2000). Mit der
Hilfe von FAK PxxP-Mutanten haben wir Uberraschend beobachtet, dass keine dieser
beiden Motive fur die Bindung an Cortactin essentiell ist. Im Gegenteil, in einigen
Experimenten wurden sogar groflere Mengen an gebundenen Cortactin gefunden.
Daraufthin wurde die FAK-Aminosauresequenz auf die mogliche Prasenz weitere PxxP-
Motive untersucht. Interessanterweise ergab diese Sequenzanalyse die Anwesenheit von
zwei weiteren PxxP-Motiven, die nachfolgend als PR3 und PR4 bezeichnet wurden.
Beide Prolinreste in jedem der zwei Motive wurden anschlieBend gegen Alanine im
Hintergrund der APR1-Mutante ausgetauscht. IP-Experimente zeigten, dass PR3 aber
nicht PR4 an der direkten Interaktion mit Cortactin involviert ist (Abb. 30A).
Interessant ist weiterhin, dass diese Interaktion die Kinaseaktivitat von FAK signifikant
stimuliert. Moderate FAK-Aktivitdt wurde dagegen fur Wildtyp-FAK und die
FAKAPR1/APR2-Mutante nach Infektion beobachtet, wéhrend die Kinaseaktivitat bei
den FAKAPR1/APR3- und FAKAPR1/APR4-Doppelmutanten in Gegenwart von
H. pylori nur sehr gering ist — &hnlich dem Wildtyp-FAK in der nicht-infizierten
Kontrolle. Allerdings ist die Bindung von Cortactin an FAK per se nicht ausreichend
fur die Aktivierung von FAK, weil auch eine starke Bindung der FAKAPR1/APR4-
Doppelmutante an FAK gefunden wurde, die aber nur wenig FAK-AKktivitat erzeugte.
Diese Ergebnisse lassen zusammenfassend darauf schlielen, dass die Bindung von
Cortactin an FAK tber eine klassische Interaktion einer SH3-Domane mit einem PxxP-
Motiv hergestellt wird. Daruber hinaus kann postuliert werden, dass diese Interaktion
wahrend der H. pylori-Infektion fiir die Ausbildung des Elongationsphanotyps von
Bedeutung ist. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurde beobachtet, dass der
knockdown der FAK- oder Cortactin-Expression mit Hilfe von SiRNS einen
blockierenden Einfluss auf den Phanotyp hatte. Moglicherweise wird der turnover der
fokalen Adhasionsstellen der Zellen durch die FAK/Cortactin-Interaktion wéhrend der
Infektion mit H. pylori empfindlich gestort, was in der zelluldren Elongation miindet.
Weiterhin ist zu bemerken, dass die Interaktion von FAK mit Cortactin abhéngig vom
CagA-Protein ist, weil diese Interaktion nach Infektion mit einer H. pylori AcagA-
Mutante nur abgeschwacht beobachtet wurde. Dieser Befund lasst uns schlussfolgern,
dass neben der CagA-unabhdngigen Serin-Phosphorylierung von Cortactin noch
mindestens ein weiterer CagA-abhéngiger Signalweg beteiligt ist. Dieser Signalweg
muss in zukinftigen Studien n&her untersucht werden.

6.4 Molekulare Basis der Interaktion von Cortactin mit Vav2 und
Racl

Neben der Serin-phosphorylierten Form von Cortactin, die mit FAK interagiert, konnte
gezeigt werden, dass auch eine am Tyrosinrest 466 phosphorylierte Form im
Zytoplasma der infizierten Zellen spezifisch angereichert ist. Es wurde deshalb
postuliert, dass die am Tyrosinrest 466 phosphorylierte Form von Cortactin entweder
direkt mit einer kleinen Rho-GTPase (z.B. Racl) bzw. uber ein Guanin-Austauschfaktor
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(GEF), wie Vav2, interagieren konnte. Kleine Rho GTPasen wie Racl bendtigen fir
ihre Aktivierung die Interaktion mit einem GEF (Hall, 1998; Jeanteur, 1999) und es gibt
keine Hinweise, dass Cortactin selbst als ein GEF funktionieren konnte (Daly, 2004;
Selbach & Backert, 2005). Vav2 ist ein ein spezifischer Bindungspartner und Aktivator
von Racl, der in seiner Sequenz Uber eine SH2-Domadne fiur die Interaktion mit
phosphorylierten Tyrosinresten verfugt (Romero & Fischer, 1996; Hornstein et al.,
2004). Folglich wurde eine Reihe von IP-Experimenten von endogenem Cortactin, Racl
und Vav2, sowie mit entsprechenden Cortactin- und Vav2-Konstrukten vor und nach
Infektion mit H. pylori durchgefiihrt. IPs mit einem anti-Cortactin-Antikdrper zeigten
im Westernblot starke Banden fur prézipitiertes Racl in der Infektion mit Wildtyp-H.
pylori und eine Bande mit 65% verminderter Intensitat bei der AcagA-Mutante. Dieses
Ergebnis war in vier unabhdngigen Experimenten reproduzierbar nachweisbar und
bestatigte unsere Hypothese, dass Cortactin tatsachlich entweder direkt oder indirekt mit
Racl interagieren kann. Ein Problem in der Untersuchung von Vav2 in AGS-Zellen
war, dass im Westernblot nur schwache Signale fur dieses Protein detektierbar sind. Die
Abwesenheit eines Signals fir endogenes Vav2 in der Cortactin-IP konnte auf eine
geringe Expression des Proteins in der Zelle zuriickzufiihren sein. Wir kénnen auch
nicht ausschlielen, dass das Protein nur schwach von den kommerziell verfligbaren
Antikorpern der Firma Santa Cruz erkannt wird. In der vorliegenden Arbeit wurde
dieses Problem durch die Expression von HA-markierten Vav2-Konstrukten in
infizierten AGS-Zellen gel6st. Die Ergebnisse hierzu sind zusammenfassend in Abb.
30B dargestellt.

HA-fusioniertes Vav2 wurde in AGS-Zellen in Gegenwart der hergestellten
GFP-Cortactin-Konstrukte transient exprimiert. Die IP-Ergebnisse zeigen, dass
Wildtyp-Vav2 in der nicht-infizierten Zelle nicht mit Wildtyp-GFP-Cortactin
interagiert, sondern dort in einem Komplex mit FAK vorliegt. Dagegen wurden nach
Infektion starke Banden fur die phosphorylierungsaktive Cortactin Y421/466/482D-
Mutante, aber nicht fur die phosphorylierungsdefiziente Y421/466/482F-Mutante
nachgewiesen. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass der phosphorylierte
Tyrosinrest 466 in Cortactin direkt an der Bindung zu Vav2 beteiligt ist. Entsprechende
Y466D- und Y466F-Mutanten von GFP-Cortactin wurden hergestellt und im
Experiment verwendet. Die phosphorylierungsaktive Y466D-Mutante bindet sogar mit
hoherer Effizienz an Vav2 als die Y421/466/482D-Mutante. Diese Ergebnisse zeigen
eindeutig, dass der phosphorylierte Tyrosinrest 466 in Cortactin ausreichend flr die
beobachtete Interaktion mit VVav2 ist.

In den entsprechenden IPs waren immer zwei GFP-Cortactin-Banden bei etwa
125 und 130 kDa reproduzierbar beobachtet worden. Die Herkunft dieser beiden
Banden ist nicht eindeutig nachgewiesen, konnte aber durch ein unterschiedliches
Muster in der Tyrosin- bzw. Serin-Phosphorylierung des Proteins zu erkldren sein
(Daly, 2004; Selbach & Backert, 2005). Das Erkennungsmuster der
phosphospezifischen Cortactin-Antikdrper ist hierbei allerdings sehr komplex, so dass
diese zwei Banden nicht einer bestimmten Phosphorylierung an einer Aminosaure allein
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zuzuordnen sind. Mdglicherweise sind auch noch weitere Phosphorylierungen oder
andere posttranslationale Modifikationen von Cortactin involviert, die zu einem
spateren Zeitpunkt untersucht werden sollten.

Zusammenfassend sprechen die erzielten Ergebnisse fur ein Modell, in dem am
Tyrosinrest 466 phosphoryliertes Cortactin im Zytoplasma spezifisch an Vav2 bindet,
und anschlieBend die kleine GTPase Racl in den Komplex rekrutiert und aktiviert (Abb.
30B). Tatséachlich konnte in sog. Wundheilungs-Assays abschliefend nachgewiesen
werden, dass phosphorylierungsaktives GFP-Cortactin ' Y466D, aber nicht GFP-
Cortactin ' Y466F, die Zellmigration und den damit verbundenen Wundverschluss
signifikant aktiviert. Diese Befunde korrelieren sehr gut mit den Ergebnissen der CRIB-
GST-Pulldown Assays, in denen gezeigt werden konnte, dass Racl wéhrend der
Infektion mit H. pylori Gber einen Zeitraum von 3 Stunden kontinuierlich aktiviert wird.
Frihere Berichte aus unserer Arbeitsgruppe stimmen mit diesen Ergebnissen und
SchluBfolgerungen sehr gut berein. Das funktionelle Ausschalten von Racl durch
dominant-negative Konstrukte oder die Verwendung bestimmter GTPase-inaktivierende
Toxine (z.B. ToxB oder TcdBF) resultierten in einer Blockierung der H. pylori-
induzierten Zellmigration sowie des Elongationsphanotyps (Brandt et al., 2007). Diese
Daten zeigen eindeutig, dass Racl von H. pylori wéhrend der Infektion zeitabhangig
aktiviert wird und das die Racl-abhdngige Zellmigration durch Cortactin
(phosphoryliert am Tyrosinrest 466) signifikant stimuliert wird.

6.5 Mdgliche Bedeutung von Cortactin fur H. pylori

Eine standig wachsende Anzahl von pathogenen Mikroorganismen nutzt das Aktin-
Zytoskelett des eukaryontischen Wirtes fur seine Zwecke zielgerichtet aus (siehe
Kapitel 1.5.2). Dadurch ermdglichen sie pathogene Prozesse, wie z.B. die Anheftung
und die Invasion in die Wirtszelle, die Bewegung innerhalb und zwischen den Zellen,
die Bildung von Vakuolen sowie die Unterdriickung oder Vermeidung der Phagozytose
(Galan & Collmer, 1999; Gruenheid & Finlay, 2003; Cossart & Sansonetti, 2004;
Rottner et al., 2005; Selbach & Backert, 2005; Backert & Selbach, 2005). Die
Pathogen-induzierte Manipulation des Aktin-Zytoskeletts in der Wirtszelle ist ein
hochkomplexes Szenario, an dem unter anderem die kleinen GTPasen der Rho-Familie,
Phosphoinositide und Aktin-Bindeproteine beteiligt sind. Cortactin scheint allerdings
ein bevorzugtes Angriffsziel von einer Vielzahl von Mikroben zu sein (Selbach &
Backert, 2005), was moglicherweise auf seine zentrale Rolle in der zellulédren
Signaltransduktion zuriickzufuhren ist (Weed & Parsons, 2001; Daly, 2004). Studien
uber die molekulare Grundlage von Infektionen mit Pathogenen wie EPEC, Shigella
und Vaccina-Virus, haben gezeigt, dass Cortactin eine entscheidende Rolle in der
Invasion, Aktin-basierten Bewegung und Aktinpodest-Bildung spielt. Die Infektion mit
H. pylori erscheint hierbei allerdings als ein Sonderfall. Helicobacter pylori induziert in
vivo und in vitro die Zell/Zell-Dissoziation, die mit einer lokalen Zerstérung der
epithelialen Barrierefunktion und entziindlichen Prozessen im Magen einhergeht. Diese
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Beobachtungen resultieren unter bestimmten Umstdnden in der Entstehung und
Progression diverser H. pylori-assoziierter Erkrankungen des Menschen, wie chronische
Gastritis, Ulkuskrankheit oder Magenkarzinom. Der Vorteil dieser Prozesse fiur die
Bakterien selbst ist allerdings nach wie vor ein groRes Rétsel (Amieva & El Omar,
2008). Ziel von H. pylori ist es sicherlich nicht, seinen Wirt zu toten, sondern
lebenslang im Magen zu uberleben, bis er einen neuen Wirt gefunden hat. Deshalb
konnte postuliert werden, dass H. pylori durch induzierte Signalwege hin zum Cortactin
die lokale Zerstorung des epithelialen Gewebes ermdglicht. Warum hat H. pylori eine
solche Strategie? Maoglicherweise will H. pylori in tiefere Gewebsschichten als die
Magenschleimhaut vordringen, um sich z.B. dort eine weitere Nische fir sein
Uberleben zu sichern oder um dort an lebenswichtige Nahrstoffe zu gelangen, die im
Magenlumen nicht verfugbar sind (Necchi et al., 2007; Backert & Selbach, 2008;
Wessler & Backert, 2008; Amieva & El Omar, 2008). Daruber hinaus wurde z.B. im
Menschen und Tiermodell gezeigt, dass H. pylori durch diverse Signaltransduktions-
prozesse eine starke Entziindungsreaktion hervorruft, die H. pylori selbst aber nicht
eliminieren kann (Blaser & Atherton, 2004; Backert & Meyer, 2006; Backert &
Selbach, 2008; Hatakeyama, 2008). Diese entzindlichen Prozesse kdnnten es H. pylori
ermoglichen, andere Bakterien als ,lastige Konkurrenten zu eliminieren, die den
Magen mit der Nahrung passieren, um somit eine persistente Infektion zu gewéhrleisten
(Hornsby et al., 2008). Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die hier
dargestellten Ergebnisse zur Forschung an Cortactin nicht nur wichtige und
grundlegende Erkenntnisse zur allgemeinen Funktion des Proteins in der
eukaryontischen Zelle liefern, sondern auch wichtige neue Erkenntnisse zur
Pathogenese von H. pylori.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Cortactin ist ein multifunktionelles Protein und hat eine wichtige Funktion in diversen
Signalkaskaden der eukaryontischen Zelle. Das Protein wurde als Aktinfilament-
Bindeprotein und Hauptsubstrat der onkogenen v-Src-Kinase entdeckt und gilt
mittlerweile als ein zentrales Signalprotein, das an zahlreichen Aktin-basierten
zelluléren Prozessen beteiligt ist. Cortactin spielt bei der Zelladhasion, Endozytose,
Zellwanderung, Tumorinvasion, Zellmorphogenese und in mikrobiellen Infektionen
eine bedeutende Rolle; Uber die Regulation des Proteins auf molekulare Ebene ist
allerdings nur sehr wenig bekannt. Ziel dieser Arbeit war es folglich, die molekulare
Funktion von Cortactin im AGS-Infektionsmodell aufzukléren. Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass Cortactin Uber zwei Signalwege im Phosphorylierungsmuster an jeweils
drei Tyrosin- und Serinresten verandert wird. Ein Wechsel in der Phosphorylierung
flhrt dazu, dass die Lokalisation von Cortactin in der Zelle variiert. Folglich wird auch
das Vermdgen von Cortactin zur Bindung und Aktivierung weiterer Signalfaktoren
nachhaltig beeinflusst. Insgesamt wurden in dieser Arbeit zwei neue Interaktionspartner
von Cortactin identifiziert (Fokale Adhasions-Kinase FAK und Guanin-Austauschfaktor
Vav2) und die entsprechende Interaktion, Signaltransduktion sowie phéanotypische
Veranderungen wurden im Detail untersucht. Zusammenfassend wurden fiinf wichtige
Erkenntnisse gewonnen: (1) Cortactin wird Uber zwei Serin-/Threonin-Kinasen (Erk
und Pak) an drei Serinresten phosphoryliert (S-113, S-405 und S-418); (2) Serin-
phosphoryliertes Cortactin interagiert Uber seine SH3-Domane mit einer bisher
unbekannten prolinreichen Region in FAK, die als PR3 bezeichnet wurde, und
stimuliert somit die Kinaseaktivitat von FAK; (3) Cortactin wird an zwei Tyrosinresten
(Y-421 und Y-482) in der Infektion dephosphoryliert, wahrend ein weiterer Tyrosinrest
(Y-466) in seiner Phosphorylierung stabilisiert wird; (4) Tyrosin-phosphoryliertes
Cortactin interagiert mit der SH2-Domaéne von Vav2 und aktiviert somit die kleine Rho
GTPase Racl und (5) der Cortactin/Vav2/Racl-Komplex induziert die Zell/Zell-
Dissoziation und eine erhdhte Zellmigration. Diese Prozesse spielen offenbar bei der
Infektion mit Mikroben und bestimmten Krankheiten des Menschen eine besondere
Rolle, z.B. bei der chronischen Gastritis, der Ulkuskrankheit und dem Magenkarzinom.
Die Resultate zur Cortactin-abh&ngigen Signaltransduktion geben somit wichtige neue
Ansatzpunkte flr die Funktion und Bedeutung dieses wichtigen Signalproteins.
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