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Zusammenfassung
Formine und Spir-Proteine gehören zu den Regulatoren des Aktincytoskeletts. Diese konser-
vierten Multidomänen-Proteine regulieren den Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt der
Aktin-Polymerisation, die Nukleation. Formine und Spir-Proteine nukleieren lineare Aktinfila-
mente. Erstere vermitteln die Nukleation mit Hilfe der „formin homolgy 2“- (FH2-) Domäne
und bleiben während der Polymerisation mit dem Plus-Ende der Aktinfilamente assoziiert.
Spir-Proteine vermitteln die Nukleation mit Hilfe des WASP-Homologie-Domäne 2- (WH2-)
Clusters und verbleiben anschließend an den Minus-Enden der Aktinfilamente. Formine der
Cappuccino-Unterfamilie und Spir-Proteine werden in den gleichen Geweben von Drosophila
bis zu den Säugetieren entwicklungsspezifisch exprimiert. Dies weist auf eine funktionelle
Kooperation der Proteine beider Klassen hin. In dieser Arbeit wurde eine Interaktion von
Spir-Proteinen und Forminen der Cappuccino-Untergruppe in Drosophila und Säugern in in
vitro Bindungsstudien und in in vivo Kolokalisationsstudien analysiert. Zudem wurden die
endogenen Expressionsmuster der Spir-Proteine und Formine untersucht.
In Drosophila sind cappuccino und spire für die Etablierung der Polarität in der Oocyte und
während der Embryonalentwicklung wichtig. Zur Klärung der Frage, ob die Proteine
p150-Spir und Cappuccino (Capu) in vivo kolokalisiert sind, wurden diese als rekombinante
Proteine heterolog in murinen NIH/3T3 Fibroblasten exprimiert. p150-Spir und p150-Spir-CT,
welches die modifizierte FYVE-Zinkfingerstruktur und die Spir-Box umfasst, wiesen die
typische Verteilung am trans-Golgi-Netzwerk, den post-Golgi Vesikeln und dem Recycling
Endosom auf. Capu, sowie N-terminal verkürztes Capu-FH1-FH2 und C-terminal verkürztes
Capu-NT waren bei ektopischer Expression diffus im Cytoplasma verteilt. In
Koexpressionsstudien konnte eine nahezu vollständige Translokation von Capu an die
subzellulären p150-Spir Punkte gezeigt werden. Die für diese Translokation verantwortlichen
Protein-Regionen wurden durch Analysen mit verkürzten Spir- und Cappuccino Proteinen
näher bestimmt. C-terminales Capu, welches die FH1- und FH2-Domänen umfasst, war im
Gegensatz zu N-terminalem Capu, ausreichend für die Translokation an p150-Spir. Nicht
ausreichend für eine Translokation von Capu war das N-terminal verkürzte p150-Spir-CT. In
in vitro Bindungsstudien wurde daher eine mögliche Interaktion von Capu-FH1-FH2 und
C-terminal verkürztem p150-Spir-NT analysiert. Mit einem 6x-His pull down aus Lysat von
ektopisch Myc-Capu-FH1-FH2 exprimierenden murinen NIH/3T3 Zellen konnte gezeigt
werden, daß die „KInase Non-catalytic C-lobe Domain“- (KIND-) von p150-Spir ausreichend
ist, um die FH1-FH2-Region von Cappuccino zu binden. Ein auf die Region des WH2-Cluster
verkürztes p150-Spir-Protein interagierte nicht mit Myc-Capu-FH1-FH2. Eine indirekte
Bindung über einen eukaryontischen Multi-Protein-Komplex konnte durch positive
Ergebnisse einer Bindungsstudie mit bakteriell exprimiertem GST-Capu-FH1-FH2 und His-
p150-Spir-NT ausgeschlossen werden. Dies weist auf eine direkte Interaktion von Drosophila
p150-Spir-KIND und Capu-FH1-FH2 hin. Die konservierte KIND-Domäne befindet sich im N-
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terminalen Abschnitt von KIND-Proteinen und ist ein potentielles Protein-Interaktionsmodul,
dessen Funktion bisher nicht geklärt ist.
In situ Hybridisierungen am Maus-Zentralnervensystem zeigten ein überlappendes
Expressionsmuster von spir-1 und formin-2. Diese Arbeit befasste sich mit der Fragestellung,
ob die Säugerproteine Spir-1 und Formin-2 analog zu den Drosophila Homologen in vivo und
in vitro interagieren. Für in vivo Kolokalisationsstudien mit rekombinantem Spir-1, VKIND, N-
terminal verkürztem Formin-2-FH2 (Fmn2-FH2) sowie Diaphanous1-FH2 (Dia1-FH2) wurden
diese ektopisch in murinen NIH/3T3 Fibroblasten exprimiert. VKIND wurde als Kontrollprotein
der KIND-Familie und Dia1 als Vertreter der autoregulatorischen Formin-Untergruppe ge-
nutzt. Spir-1 weist die für Drosophila p150-Spir-typische cytoplasmatische, punktförmige Lo-
kalisation auf. Fmn2-FH2 und Dia1-FH2 waren bei transienter Expression diffus im Cyto-
plasma verteilt. Koexpressionsstudien deuten aufgrund eines nahezu identischen punktierten
cytoplasmatischen Lokalisationsmusters auf eine Rekrutierung der Fmn2-FH2-Domäne an
Spir-1 hin. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die KIND-Domäne von Spir-1 als Translokati-
onsdomäne der Fmn2-FH2-Domäne eingegrenzt werden. Hierzu wurden die KIND-Domäne
von Spir-1 und VKIND mit einem Membran-bindenden CAAX-Motif fusioniert und jeweils mit
Fmn2-FH2 und Dia-FH2 koexprimiert. Es konnte eine Translokation von Fmn2-FH2, nicht
jedoch von Dia1-FH2, an Plasmamembran-gebundenes Spir-1-KIND-CAAX gezeigt werden.
Weder von Fmn2-FH2 noch von Dia1-FH2 war eine Translokation an Membran-gebundenes
VKIND-KIND-CAAX zu beobachten. In den folgenden in vitro Glutathione S-Transferase-
(GST-) Bindungsstudien konnte eine spezifische Interaktion von Fmn2-FH2 mit Spir-1-KIND
bestätigt werden. Transient in NIH/3T3 Zellen exprimiertes rekombinantes Fmn2-FH2 und
Fmn2-FH1-FH2 wurden von GST-Spir-1-KIND und nicht von GST oder GST-VKIND-KIND
gebunden. Bei analogen Untersuchungen mit Dia1-FH1-FH2 und Dia1-FH2 interagierten
diese nicht mit GST, GST-VKIND-KIND und GST-Spir-1-KIND. In einem GST-Spir-1-KIND
pull down mit bakteriell exprimiertem 6x-His-Fmn2-FH1-FH2 und einer Ko-Gelfiltration von
nativem 6x-His-Spir-1-KIND mit 6x-His-Fmn2-FH2 über eine Superdex-Säule konnte gezeigt
werden, daß es sich um eine direkte Interaktion von Spir-1-KIND mit Fmn2-FH2 handelt. Die
Gelfiltrations-Analysen weisen auf eine Dimerisierung der Fmn2-FH2-Domäne hin. Dies wür-
de eine Analogie zur dimeren FH2-Struktur anderer Formine darstellen.
In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde die endogene Expression von Spir und Forminen
in Maus und Drosophila biochemisch und immuncytochemisch untersucht. In in situ
Hybridisierungsstudien wurde die RNA-Expression von Drosophila capu und spire in
Oocyten und Embryonen nachgewiesen. Zur Untersuchung der endogenen Drosophila
Proteine wurden Embryonenlysate der Treiberlinie 67.15 analysiert. Diese exprimieren wie
der Wildtyp kein transgenes p150-Spir oder Cappuccino. Endogenes Spir wurde im Immun-
Blot gegen polyklonales anti-p150-Spir-Antiserum mit einem Molekulargewicht von <150 kD
nachgewiesen und entspricht der Größe von p150-Spir (1020 AS) bzw. Spir „long form“
(990 AS). Cappuccino wurde in einem analogen Immun-Blot gegen polyklonales anti-Capu-
Antiserum mit einem Molekulargewicht von >150 kD und 125 kD detektiert und entspricht
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den vorhergesagten Molekulargewichten der Capu-Isoformen. Bei einer Ko-
Immunpräzipitationen (KoIP) mit dem anti-p150-Spir-Antiserum aus Wildtyp W1118
Embryonenlysat wurde Capu mit einem Molekulargewicht von 150 kD koimmunpräzipitiert.
Zudem wurde eine Spir-Expression im Drosophila L3-Larvengehirn untersucht. Transgenes
Myc-p150-Spir konnte mit Hilfe des Gal4/UAS-Systems in Nervenzellen des Pilzkörpers und
des Ventralganglions exprimiert werden. Jedoch war außerhalb der ektopischen Expression
kein endogenes Spir detektierbar.
Eine schwache spir-1 und formin-2 Expression wurde in der Körnerzellschicht des Cerebel-
lums von adulten Mäusen beobachtet. Zudem wurde die Protein-Expression von Spir-1 im
Maus-Gehirn nachgewiesen. In dieser Arbeit wurde im Immun-Blot gegen anti-Fmn2-FH2-
Antiserum (IG 467) endogenes Formin-2 mit einem Molekulargeicht von >200 kD im Cerebel-
lum, nicht jedoch in der Lunge, im Colon, in den Ovarien oder in NIH/3T3 Fibroblasten detek-
tiert. Alle folgenden Untersuchungen zur endogenen Spir-1 und Fmn2 Expression wurden
mit primären murinen cerebellären Körnerzellkulturen der postnatalen Tage P5-9 durchge-
führt. Eine RNA-Expression von spir-1 und formin-2 konnte mittels RT-PCR während P7 und
P9 nachgewiesen werden. Im Immun-Blot gegen den anti-Spir-1-Antikörper konnten zwei
Proteine von ca. 95 kD und 50 kD in P5-9 Lysaten nachgewiesen werden. In einer KoIP mit
dem anti-Spir-1-Antikörper und anschließendem Immun-Blot gegen einen anti-Fmn2-
Antikörper (von M. Dettenhofer, Boston) konnte kein Fmn2 detektiert werden. Bei einer ana-
logen KoIP mit dem unaufgereinigten anti-Spir-1-Antiserum konnte ein kopräzipitiertes Prote-
in von >150 kD mit dem anti-Fmn2-Antikörper detektiert werden, ebenso bei einer GST-Spir-
1-KIND Bindungsstudie. Eine mit dem anti-Fmn2-Antikörper durchgeführte KoIP war negativ
für Spir-1. In Körnerzellen wurde mit dem anti-Fmn2-Antikörper eine schwache Fmn2-
Färbung an cytoplasmatischen Strukturen, an Nervenzellfortsätzen und Regionen starker
Aktin-Färbung der Plasmamembran beobachtet. Mit Hilfe des anti-Spir-1-Antikörpers wurde
endogenes Spir-1 am Trans-Golgi-Netzwerk, dem Axon und den Dendriten der Körnerzellen
nachgewiesen. In immun-cytochemischen Doppel-Färbungen konnte eine punktförmige
cytoplasmatische Verteilung von Spir-1 und Fmn2 gezeigt werden. Im perinukleären Raum
war eine Kolokalisation von Spir-1 und Fmn2 zu beobachten. In Kern distalen Regionen, den
Dendriten und dem Axon ist keine Kolokalisation mehr zu erkennen. Insgesamt weisen die
Körnerzell-Untersuchungen darauf hin, daß erstens endogenes Fmn2 nur sehr schwach
exprimiert wird bzw. der anti-Fmn2-Antikörper nicht sensitiv genug für eine Detektion ist und
zweitens, daß Spir-1 und Fmn2 nicht vollständig kolokalisiert sind.
In dieser Arbeit wurde erstmals eine direkte Interaktion von Spir-KIND mit der FH2-Domäne
von nicht-autoinhibitorischen Forminen nachgewiesen, welche von Drosophila bis zur Maus
konserviert ist. Diese Bindung könnte ein erster Hinweis für die Funktion der KIND-Domäne
sein. So konnte in weiteren Untersuchungen in Kooperation mit M. Quinlan und D. Mullins
(San Francisco) eine inhibitorische Wirkung der gebundenen KIND-Domäne auf die
nukleierende Aktivität der Formin-FH2-Domäne gezeigt werden.
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Summary
Formin and Spir proteins belong to the regulators of the actin cytoskeleton. These conserved
multi-domain proteins initiate actin nucleation, the rate limiting step of actin polymerisation.
Both classes of proteins mediate the nucleation of unbranched actin filaments. Formins
nucleate actin by means of the formin homology 2 (FH2) domain. During polymerisation they
remain associated with the barbed-end of the actin filament as “leaky”-capping proteins. Spir-
proteins mediate nucleation via a cluster of four WASP homology domains 2 (WH2) and
subsequently cap the pointed-end of the actin filament. Cappuccino-subfamily formins and Spir
proteins are co-expressed in a specific developmental manner in defined tissues of distinct
species from Drosophila up to mammals. This indicates a functional cooperation of the two
classes of nucleators. The work presented here focused on a potential protein interaction of
Cappuccino-subfamily formins and Spir proteins both in Drosophila and mouse. The
interaction was analyzed using in vitro binding assays and in vivo colocalization studies.
Furthermore, the endogenous expression patterns of Formins and Spir proteins were
examined.
Drosophila cappuccino and spire are required to establish the polarity of oocytes and for the
embryonic development. In this work a potential colocalization of recombinant p150-Spir and
Cappuccino proteins was assessed by heterologous expression in murine NIH/3T3
fibroblasts. As reported previously, full length p150-Spir and truncated p150-Spir-CT which
contains the modified FYVE zinc finger and the Spir-box had a typical punctuated localization
that corresponds to the trans-Golgi network, post-Golgi vesicles and the recycling endosome.
Full length Capu as well as N-terminal truncated Capu-FH1-FH2 and C-terminal truncated
Capu-NT were uniformly distributed throughout the cytoplasm. Co-expressed Capu was
translocated to discrete, subcellular punctae that coincide exactly with the localization of
p150-Spir. Truncation mutants of p150-Spir and Cappuccino were used to map the domains
required for this colocalization. In contrast to N-terminal Capu, the C-terminal Capu
encompassing the FH1 and FH2 domains was sufficient for a translocation to p150-Spir
punctae. For the translocation of Capu N-terminal truncated p150-Spir-CT was not sufficient
either. In vitro binding assays were carried out to further elucidate whether the observed
translocation was due to an interaction of Capu-FH1-FH2 and C-terminal truncated p150-
Spir-NT. A 6x-His-Spir-KIND pull down assay with lysate of ectopically Myc-Capu-FH1-FH2
expressing NIH/3T3 cells indicates an interaction of the KInase Non-catalytic C-lobe Domain
(KIND) of p150-Spir and Capu-FH1-FH2. A truncation mutant of p150-Spir which contained
the region of the WH2 cluster was not sufficient to bind Myc-Capu-FH1-FH2. To exclude an
indirect binding via additional eukaryotic proteins of the NIH/3T3 lysate, a GST pull down
assay with exclusively bacterially expressed GST-Capu-FH1-FH2 and 6x-His-p150-Spir-NT
proteins was performed. The results also revealed a positive binding. Taken together the
data suggest a direct interaction of Drosophila p150-Spir and Cappuccino. The function of
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KIND which is located at the N-terminal part of KIND-family proteins is not yet known. It has
been proposed that KIND is a putative protein interaction domain.
Mammalian spir-1 and formin-2 have a nearly identical expression pattern in the nervous
system of mice. Therefore one task of this work was to analyze a possible interaction of
these mammalian homologues of Drosophila p150-Spir and Cappuccino in vivo and in vitro.
To investigate the subcellular localization, recombinant Spir-1, VKIND, N-terminal truncated
Formin-2-FH2 (Fmn2-FH2) and Diaphanous1-FH2 (Dia1-FH2) were ectopically expressed in
NIH/3T3 mouse fibroblasts. VKIND was chosen as a control protein for the KIND-family
proteins and Dia1 as a representative of the auto-regulatory formin-subfamily. As shown for
Drosophila p150-Spir full length Spir-1 had a typical punctated cytoplasmic localization.
Fmn2-FH2 and Dia1-FH2 were diffusely distributed throughout the cytoplasm. Transiently co-
expressed mammalian hu-Spir-1 and mFmn2-FH2 were located in perinuclear punctae that
coincide exactly with the localization of Spir. Co-expression studies revealed an identical
punctated localization of both proteins which suggest that the FH2-domain is recruited to
Myc-Spir-1. In this study the KIND domain of Spir-1 was mapped as interaction domain for
Fmn2-FH2 by means of translocation studies. KIND truncation mutants of Spir-1 and VKIND
were fused to a membrane-binding CAAX motif and co-expressed with Fmn2-FH2 and Dia1-
FH2, respectively. Fmn2-FH2 but not Dia1-FH2 was translocated to the plasma membrane-
bound Spir-1-KIND-CAAX. Neither Fmn2-FH2 nor Dia1-FH2 was translocated to the plasma
membrane-bound VKIND-KIND-CAAX. In order to verify a specific interaction of Fmn2-FH2
and Spir-1-KIND an in vitro Glutathione S-Transferase (GST) pull down assay was
performed. In NIH/3T3 cells transiently overexpressed recombinant Fmn2-FH2 and Fmn2-
FH1-FH2 were pulled down by GST-Spir-1-KIND and not by GST and GST-VKIND-KIND.
Dia1-FH1-FH2 and Dia1-FH2 did not bind to any of the GST proteins in an analogous pull
down assay. A GST-Spir-1-KIND pull down assay with bacterially expressed 6x-His-Fmn2-
FH2 as well as a co-gelfiltration on a Superdex column with native 6x-His-Spir-1-KIND and
6x-His-Fmn2-FH2 confirmed a direct interaction of the two domains. The gelfiltration analysis
revealed a dimerization of the Fmn2-FH2 domain. The data suggest an analogy to the FH2
dimerization of other formins.
A main aspect of this work was to examine the patterns of endogenous Spir and Formin ex-
pression in murine cells and Drosophila tissues by immunostaining and immunoblotting ex-
periments. In situ hybridization studies demonstrate an expression of Drosophila capu and
spire RNA in oocytes and embryos. To verify an expression of the endogenous proteins em-
bryo lysates of the Drosophila 67.15 driver strain were analyzed. Like wild-type strains they
do not express any transgenic p150-Spir or Cappuccino. A protein of <150 kD was detected
by immunoblotting against polyclonal anti-p150-Spir antibodies. The molecular weight corre-
sponds to p150-Spir (1020 aa) and Spire long form (990 aa), respectively. Cappuccino was
detected by analogous immunoblotting against polyclonal anti-Capu antibodies. The detected
>150 kD and 125 kD proteins correspond to the predicted molecular weights of the Capu
isoforms. A co-immunoprecipitation (CoIP) with embryo lysates of the Drosophila wildtype
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strain W1118 against the anti-p150-Spir antibodies revealed a co-binding of a 150 kD pro-
tein, which was detected by the anti-Capu antibodies. Furthermore the brain of stage L3 Dro-
sophila larvae was analyzed for p150-Spir expression. The UAS-Gal4 enhancer trap system
was used to target expression of Myc-p150-Spir transgenes within neurons of the mushroom
bodies and the ventral nerve cord. Apart from the ectopical expression no endogenous p150-
Spir expression could be found.
In situ hybridizations showed a weak spir-1 and formin-2 expression in the granular layer of
the cerebellum. Also an expression of endogenous Spir-1 protein in mouse brain was con-
firmed. In the present work endogenous Fmn2 was detected by immunoblotting against poly-
clonal anti-Fmn2-FH2 (IG 467) antibodies. The antibodies recognized a >200 kD protein in
cerebellum, but not in lung, ovaries or NIH/3T3 fibroblasts. To address an endogenous ex-
pression of Spir-1 and Formin-2 in neurons of mice cerebella, the following biochemical and
immunostaining experiments were carried out with primary post-natal day P5-P9 granular
cells. First, RNA expression of spir-1 und formin-2 was confirmed by RT-PCR. Subsequently,
two proteins of 95 kD and 50 kD were detected by immunoblotting against polyclonal anti-
Spir-1 antibodies. A co-immunoprecipitation against the anti-Spir-1 antibodies was per-
formed. The following immunoblotting analysis against polyclonal anti-Fmn2 antibodies (gift
of M. Dettenhofer, Boston) did not show any co-immunoprecipitated Formin-2. A >150 kD
protein which was detected by immunoblotting with the anti-Fmn2 antibodies was bound in a
CoIP against the unpurified anti-Spir-1 antisera and a GST-Spir-1-KIND pull down, though. In
analogy a co-immunoprecipitation with the anti-Fmn2 antibody was assessed. Again no co-
immunoprecipitated Spir-1 could be detected. To study the subcellular localization of
Formin-2 granular cells were stained with the anti-Fmn2 antibodies. A weak staining was
observed for the cytoplasm, actin-stained areas of the plasma membrane and projections of
the cells. Spir-1 was detected at the trans-Golgi network, axon and dendrites with the anti-
Spir-1 antibodies. Double-labeling of Spir-1 and Formin-2 revealed an apparent colocaliza-
tion around the nucleus but not in more distant regions of the nucleus, in axons and den-
drites. Taken together the data obtained from these granular cell studies indicate that first,
Fmn2 is just weakly expressed or the anti-Fmn2 antibody does not exhibit much sensitivity
and second that Spir-1 and Formin-2 are not completely colocolized.
In the presented work a direct interaction between the actin nucleators of the Spir and non-
autoregulatory formin classes was determined which is conserved across phyla. The binding
sites were narrowed down to the KIND domain of Spir and the FH2 domain of formins. This
finding implies for the first time a function for the KIND domain as a protein-protein binding
module. Further studies in cooperation with M. Quinlan and D. Mullins (San Francisco)
indicate an inhibitory function of the KIND domain on the nucleation activity of the FH2
domain.
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1 Einleitung
Das Cytoskelett oder „Zellskelett“ ist ein Proteinnetzwerk im Cytoplasma eukaryontischer
Zellen, welches aus drei Typen von Filamenten besteht: den Aktinfilamenten (Mikro-
filamenten), Mikrotubuli sowie den Intermediärfilamenten. Diese sind aufgrund ihrer Durch-
messer von 6 nm (Aktin), 10 nm (Intermediärfilamente) und 23 nm (Mikrotubuli) definiert. Die
Nutzung des Begriffs „Skelett“ stammt wahrscheinlich von dem (Fluoreszenz-) mikroskopi-
schen Erscheinungsbild der Filamente. Der Begriff ist jedoch insoweit irreführend, da es sich
insbesondere im Falle der Aktinfilamente und Mikrotubuli um weitestgehend dynamische
Strukturen handelt, welche kontinuierlich auf- und abgebaut werden. Beide Filamenttypen
sind an verschiedenen zellulären Funktionen, wie Polarisation, Zellteilung, Motilität oder
intrazellulärem Transport beteiligt und unterliegen daher einer gezielten Regulation. Zu den
wichtigen Regulatoren des Aktincytoskeletts gehören die Aktinnukleatoren. Diese regulieren
den Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt der Aktinpolymerisation, die Nukleation. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde eine Interaktion der mechanistisch unterschiedlichen Aktin-
nukleatoren der Spir- und Formin-Familie in Säugern und Drosophila untersucht.

1.1 Das Aktincytoskelett

Das Aktincytoskelett gliedert sich in einzelne cytoskelettale Kompartimente, welche aufgrund
ihrer verschiedenen Funktionen unterschiedlicher Regulation unterliegen15-17. Das Aktin-
cytoskelett läßt sich strukturell in zwei Gruppen aufteilen, welche in stabilen Aktinfilamenten
bzw. dynamischen Aktinfilamenten organisiert sind. Bei der mikroskopischen Betrachtung
des Aktincytoskeletts einer Zelle fallen zwei unterschiedliche Anordnungen der
Mikrofilamente auf: Erstens ein im 70°-Winkel Y-artig verzweigtes, locker verbundenes Aktin-
filamentnetzwerk und zweitens parallele, unverzweigte, teilweise in Bündeln angeordnete
Aktinfilamente. Beide Anordnungen können je nach Kompartiment und Funktion aus stabilen
oder dynamisch organisierten Aktinfilamenten bestehen. Im folgenden wird ein kurzer
Überblick über das stabile und dynamische Aktincytoskelett gegeben.

1.1.1 Das stabile Aktincytoskelett

Stabile Aktinfilamente sind u. a. Teil des Gleitfilamentsystems im Muskel, von Streßfasern
und spielen eine Rolle beim Organellentransport, wie beim Transport von Mitochondrien in
sprossenden Hefen. Außerdem unterstützen das stabil quervernetzte Aktinnetzwerk die
Zellmembran. Stabil quervernetzte Aktinbündel stützen die Stereocilien, auch bekannt als
Stereovilli (lange Fortsätze auf der Epithelzelloberfläche), in den Sinneszellen der Schnecke
des Innenohrs18.
Streßfasern sind kontraktile Aktomyosinbündel, welche eine zentrale Rolle bei der Substrat-
adhäsion über Fokalkontakte und bei der Bewegung, insbesondere beim Nachziehen (Re-
traktion) des hinteren Zellpols bei der Migration spielen19-23. Sie bestehen aus relativ kurzen,
unverzweigten Aktinfilamenten mit alternierender Polarität24. Die Streßfasern sind durch
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-Aktinin und wahrscheinlich weitere Aktin-bündelnde Proteine quervernetzt25,26. Wie auch
bei Myofibrillen der Muskelzellen ist Myosin II periodisch entlang der Streßfasern verteilt27.
Die Aktinfilamente in Streßfasern haben niedrige Turnover-Raten, weswegen sie auch als
stabile Aktinfilamente klassifiziert werden. Allerdings ist ihre Assoziation mit -Aktinin hoch
dynamisch. Die progressive Entfernung von -Aktinin während der Kontraktion ist beispiels-
weise für die Bewegung von Myosin entlang der quervernetzten Aktinfilamente wichtig28,29.

1.1.2 Das dynamische Aktincytoskelett

Die dynamische Reorganisation des Aktincytoskeletts sowie die Polarität der Aktinfilamente
sind essentiell für viele gerichtete zelluläre Prozesse, wie z. B. Zellmigration, Phagozytose,
Cytokinese und intrazellulärem Transport30. In höheren Lebewesen ist das Aktincytoskelett
auch die treibende Kraft für morphogenetische Prozesse, wie Epithelfaltung und neuronale
Wegfindung31. Ein gut erforschter Aspekt des dynamischen Aktincytoskeletts stellt die Bil-
dung von protrusiven Strukturen migrierender Zellen dar.
Das Lamellipodium ist der nur 200 nm breite, flache Leitsaum der Zelle (10-100 m) mit
kurzen, verzeigten Aktinfilamenten, die mit ihren schnell wachsenden Plus-Enden zur Zell-
membran gerichtet sind und den Zellvorschub bewirken32-35. Die Polymerisation neuer Fila-
mente wird durch den Arp2/3-Komplex vorangetrieben, welcher Aktin an den Seiten bereits
vorhandener Filamente nukleiert36,37. Die Elongation der Filamente wird dann durch die Bin-
dung von Capping-Proteinen inhibiert, um ein Netz aus kurzen, starren Filamente aufrecht-
zuerhalten und die Polymerisierung am Zellvorsprung (Protrusion) in der Nähe der Plasma-
membran zu konzentrieren38,39.
Filopodien sind dünne Stäbchen-ähnliche Zelloberflächenfortsätze, welche lange, parallele
Aktinfilamentbündel beinhalten. Ihnen werden sensorische- und Erkundungseigenschaften
zugeschrieben40. Sie entstehen am dendritischen Lamellipodiennetzwerk durch Entfernen
der Capping-Proteine und folgender Elongation einer ausgewählten Teilmenge der Aktinfila-
mente durch Formine41-44. Proteine der Ena/VASP-Familie und Formine scheinen eine zen-
trale Rolle beim Entfernen der Capping-Proteine und der Bündelung der unverzweigten Ak-
tinfilamente zu spielen42,45.

1.2 Aktin Struktur und Dynamik

In der Zelle kommt Aktin in zwei Formen vor, als monomeres, globuläres Aktin (G-Aktin) wel-
ches reversibel zu filamentösem Aktin (F-Aktin) polymerisieren kann. Die Aktindynamik wird
in der Zelle streng reguliert.

1.2.1 Monomeres Aktin

Monomeres Aktin (43 kD) ist ein globuläres Protein und wurde mittels hochauflösender Ver-
fahren, wie Protein-Kristallographie oder kernmagnetischer Resonanz (NMR) bereits gut
untersucht. Hochauflösende Strukturbilder von G-Aktin mit vielen Interaktionspartnern sind
bekannt46. Ein Aktinmonomer umfaßt vier Domänen. Die Domänen I und II bilden mit den
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Domänen III und IV einen Bindungsspalt mit ATPase Aktivität, in welchem ATP und Magne-
sium mit sehr hoher Affinität binden47. Je nach kokristallisiertem Interaktionspartner und ver-
wendetem Agens zur Stabilisierung des G-Aktins ist dieser Bindungsspalt mehr oder weniger
weit offen. Die beobachteten Aktinstrukturen können somit als „offen“, wie bei Profilin:ATP-
Aktin48 bzw. „geschlossen“, wie u. a. in einer weiteren Profilin:ATP-Aktin Struktur49 sowie
ADP-Aktin50 klassifiziert werden. Allerdings inhibieren die Interaktionspartner/Agenzien durch
ihre stabilisierende Funktion den Nukleotidaustausch, möglicherweise durch eine Verengung
des Bindungsspalts, so daß alle bis auf eine der untersuchten Strukturen „geschlossen“
sind46. Die Autoren schlagen ein oszillierendes Aktin Monomer vor, welches von der ge-
schlossenen ADP-gebundenen Form über die offene ATP-gebundene Form zu einer weite-
ren geschlossenen ATP-gebundenen Form den Nukleotidaustausch vollzieht. Profilin kataly-
siert diesen Austausch51,52.

1.2.2 Filamentöses Aktin

F-Aktin besteht aus zwei Strängen von Aktinpolymeren, die zu einer Doppel-Helix verdrillt
sind53. Alle Monomere weisen die gleiche Kopf-zu-Schwanz Orientierung im Filament auf,
welche eine strukturelle Polarität generiert. Die atomare Struktur von F-Aktin ist noch nicht
aufgeklärt. Allerdings gibt es einige Modelle, von denen das Holmes-Modell bereits 1990
veröffentlicht wurde und allgemein anerkannt und weiterentwickelt worden ist. Die Polymere
werden durch schwache nicht-kovalente Wechselwirkungen zusammengehalten. Jedes Mo-
nomer hat mit vier weiteren Kontakt, wodurch das hohe Maß an Kooperativität bei der Poly-
merisation erklärt werden kann54. Wie oben beschrieben, unterscheiden sich die beiden En-
den der Aktinfilamente strukturell und durch die unterschiedlichen Protein-Interaktionspartner
auch funktionell30,55. Die Polarität kann durch Dekoration der Aktinfilamente mit schwerem
Meromyosin (HMM), welches die globuläre Kopfstruktur des verkürzten Myosins enthält, ge-
zeigt werden. Gibt man HMM oder nur das globuläre S1 Kopffragment des Myosins in Abwe-
senheit von ATP zu Aktinfilamenten, binden sie diese in einem Winkel von 45°, wodurch ein
pfeilförmiges Minus- (pointed- oder spitzes -) Ende und ein Plus (barbed- oder stumpfes -)
Ende in elektronenmikroskopischen (EM) Aufnahmen sichtbar wird56,57.
Die strukturellen Unterschiede zwischen Minus- und Plus-Ende resultieren nicht nur aus der
Orientierung der Monomere im Filament, sondern auch aufgrund verschiedener Zustände
des gebundenen Nukleotids und der Konformation der Aktinuntereinheiten. Mindestens zwei
Konformationsänderungen des Monomers sind bei der Einfügung in das Aktinfilament be-
schrieben worden. Die erste findet direkt bei der Inkorporation des monomeren Aktins in das
Filament statt, bei welcher Profilin freigesetzt und ATP hydrolysiert wird58. Die zweite findet
nach der langsameren Freisetzung des Phosphatrestes statt und ist durch die Präferenz von
Filament-bindenden Proteinen für ADP.P-Aktin bzw. ADP-Aktin zu erkennen. Der Aktin-
depolymerisierende Faktor ADF/Cofilin bindet bevorzugt an ADP-Aktin59. Damit läßt sich die
Reifung der Untereinheiten entlang des F-Aktins beobachten.
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1.2.3 Aktindynamik

G-Aktin bindet ein Molekül ATP und kann unter ATP-Hydrolyse in einem mehrstufigen Pro-
zeß zu langen Filamenten, dem F-Aktin polymerisieren. Man unterscheidet die Polymerisati-
onsschritte Nukleation, Elongation und Fließgleichgewicht (Abb. 1).
Der initiale Nukleationsschritt, die Assoziation eines Dimers und anschließende Ausbildung
eines stabilen Trimers zu einem Nukleus, ist energetisch ungünstig und läuft sehr langsam
ab. Die Nukleation ist daher der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Aktinpolymerisati-
on. In der Elongationsphase werden Aktinmonomere an beide Filamentenden zugefügt.
Jedoch unterscheiden sich die Assoziations- ( on) und Dissoziationsraten ( off) an beiden En-
den. Übersteigt die Assoziations- die Dissoziationsrate, verlängert sich das Filamentende.
Die Elongationsrate hängt von der Konzentration an G-Aktin ab60. Bei der kritischen Konzen-
tration an monomerem Aktin (~0,1 M) stellt sich ein Fließgleichgewicht ein, bei welchem
das Netto-Filamentwachstum endet. Assoziations- und Dissoziationsrate sind angeglichen,
und die G-Aktin Konzentration bleibt konstant. Da die kritische Konzentration für das Minus-
Ende oder pointed end (0,5-0,7 M) 5- bis 10fach höher ist als für das Plus-Ende oder bar-
bed end (0,05-0,1 M), wächst es langsamer bzw. gibt im Fließgleichgewicht kontinuierlich
Aktinmonomere ab, während das Plus-Ende im selben Maße wächst18,61. In diesem soge-
nannten „Tretmühlenmechanismus“ wandern inkorporierte Aktinmonomere vom Minus- zum
Plus-Ende57.

Abb. 1: Schema der Aktinpolymerisations-Kinetik.
Die Aktinpolymerisation verläuft in drei Stufen. Die Nukleation (N) ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt,
welcher sich als lag-Phase in der Polymerisationskurve darstellt. Anschließend folgt die schnelle Elongation (E)
bis zu zum Erreichen der kritischen Konzentration an freiem G-Aktin. Im Fließgleichgewicht (GG) bleibt die Netto-
Filamentlänge aufgrund des Tretmühlenmechanismus konstant.

In der Zelle liegt die Konzentration an monomerem Aktin über der kritischen Konzentration,
so daß auch eine spontane Nukleation und Polymerisation stattfinden könnte. Allerdings ist
die Nukleation kinetisch ungünstig und wird in der Zelle im Normalfall durch eine Reihe von
Monomer-sequestrierender (absondernder) Proteine und Aktinnukleatoren reguliert62,63.



1 Einleitung

11

1.3 Aktinnukleatoren

Das Aktincytoskelett wird durch viele Proteine reguliert. Diese binden monomeres und fila-
mentöses Aktin und regulieren somit Struktur, Dynamik und die zeitlich-räumliche Organisa-
tion des Aktincytoskeletts. Die Aktivität dieser Proteine wird genau über verschiedene Signal-
transduktionswege geregelt. Wie bereits unter 1.3.1 beschrieben, erfolgt die spontane Nu-
kleation von Aktin sehr langsam, da sie energetisch ungünstig ist. Für die notwendige konti-
nuierliche Umstrukturierung des Aktincytoskeletts müssen Aktinfilamente jedoch schnell po-
lymerisiert und depolymerisiert werden. Daher sind regulierbare Aktinnukleatoren für die Be-
schleunigung der geschwindigkeitsbestimmenden Nukleation essentiell. Wichtige Aktin-
nukleatoren sind: der „Actin Related Protein“- (Arp)2/3-Komplex, die Formin-Proteinfamilie
und Spir-Proteinfamilie.

1.3.1 Arp2/3-Komplex und WASP-Proteine

1.3.1.1 Arp2/3-Komplex
Der Arp2/3-Komplex ist, ebenso wie einige Proteine der Formin-Familie, bereits gut charak-
terisiert. Er spielt eine wichtige Rolle bei der Protrusion von eukaryontischen Zellen. Außer-
dem wird er von einigen intrazellulären pathogenen Bakterien zur Fortbewegung im Cyto-
plasma der Wirtszelle genutzt64,65. Im derzeit favorisierten „dendritischen Nukleations-Modell“
wird vorgeschlagen, daß der aus den sieben Proteinen Arp2, Arp3 und ARPC1-5 (p16, p20,
p21, p34 und p40) bestehende Komplex lokal die Bildung neuer Aktinfilamente stimuliert. Er
bindet seitlich an bereits existierende Filamente und induziert eine Verzweigung30,36,37,66-68.
Die atomare Struktur des Arp2/3-Komplexes wurde kristallographisch aufgeklärt. Arp2 und
Arp3 weisen eine ähnliche Faltung wie Aktin auf. Sie bilden im aktivierten Zustand ein Hete-
rodimer aus, welches dem freien Plus-Ende eines Aktinfilaments gleicht. Als „Pseudo-
Nukleus“ katalysiert Arp2/3 so die Aktinpolymerisation69-71. Die Nukleationsaktivität des
Arp2/3-Komplexes allein ist jedoch gering. Er muß durch „nucleation promoting factors“
(NPFs), den Wiskott-Aldrich-Syndrom-Proteinen (WASP) und „WASP family verprolin homo-
logy proteins“ (WAVE)-Proteinen, in Anwesenheit von F-Aktin aktiviert werden37,72-75.

1.3.1.2 Regulation der Arp2/3 Nukleationsaktivität durch WASP/WAVE-Proteine
Zur Aktivierung des Arp2/3-Komplexes sind mindestens zwei Signaltransduktionswege be-
kannt, welche mit der Aktivierung der kleinen Rho-GTPasen beginnen. Zusätzlich kann die
Aktivität des Wiskott-Aldrich-Syndrom-Proteins (WASP) durch Phosphorylierung erhöht wer-
den. Die GTP-gebundenen und damit aktivierten Rho-GTPasen Cdc42 und Rac induzieren
die Aktivität der Multidomänenproteine der WASP-Familie, welche dann den Arp2/3 Komplex
aktivieren73,76. Im folgenden wird ein Überblick über die Domänen-Struktur der Proteine der
WASP-Familie gegeben und anschließend auf die regulatorischen Besonderheiten der zwei
Untergruppen dieser Proteinfamilie eingegangen.
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Abb. 2: Schema der Domänenorganisation von Proteinen der WASP Familie
Alle WASP/WAVE-Proteine sind durch ein konserviertes C-terminales VCA-Modul charakterisiert. Das VCA-
Modul besteht aus der Verprolin Homologie- (V-) oder WASP Homologie 2- (WH2-) Domäne, gefolgt von einer
Cofilin Homologie- oder „central“- (C-) Domäne und einer „acidic“- (A-) Domäne. N-terminal des VCA-Moduls
befindet sich ein Poly-Prolin-Bereich. WASP und N-WASP enthalten eine zentrale „GTPase binding domain“
(GBD) und eine N-terminale „WASP homology domain 1“ (WH1). Die WAVE-Proteine enthalten dagegen eine N-
terminale „WAVE homology domain“ (WHD).

Die Proteine der WASP-Familie sind ca. 65 kD groß und weisen gemeinsame biochemische
Eigenschaften durch eine konservierte C-terminale Struktur auf77. Abb. 2 gibt einen
schematischen Überblick über die Domänenorganisation der WASP/WAVE-Proteine. Das C-
terminale VCA-Modul besteht aus einer V- (Verprolin Homologie-) oder WH2- (WASP
Homologie 2-) Domäne, gefolgt von einer C- (Cofilin Homologie- oder „central“-) Domäne
sowie einer A- („acidic“-) Domäne78. Die V- oder auch WH2-Domäne bindet G-Aktin und ist in
vielen Aktin-bindenden Proteinen, wie auch den Spir-Proteinen, zu finden13,79. Die CA-
Domäne bindet den Arp2/3-Komplex60,70,75. Das VCA- oder auch WA-Modul stellt die
kleinstmögliche benötigte Region für die Arp2/3-Komplex Aktivierung dar60,73. N-WASP
enthält im Gegensatz zu WASP- und den WAVE-Proteinen zwei anstatt nur einer V-Domäne
und ist der stärkste Aktivator der Aktinpolymerisierung80. Alle WASP-Familie-Proteine weisen
N-terminal von der VCA-Domäne einen Poly-Prolin-Bereich auf. Dieser stellt eine
Interaktionsoberfläche für verschiedene Signalwege dar und beeinflußt über die Bindung von
SH3- („src homology 3“-) Adaptorproteinen die Aktindynamik60,81-84. Profilin bindet an die
Poly-Prolin-Domäne und treibt so die Aktinpolymerisation an85-87. Profilin ist ein von Hefe bis
zu höheren Metazoen konserviertes Protein und bindet Aktinmonomere im Verhältnis 1:1.
Hierbei hat Profilin eine höhere Affinität zu ATP-G-Aktin als zu ADP-G-Aktin und katalysiert
den Nukleotid-Austausch von ADP zu ATP30. Darüberhinaus sequestriert Profilin G-Aktin
vom Minus-Ende, stimuliert das schnelle Wachstum am Plus-Ende und senkt gleichzeitig die
kritische G-Aktin Konzentration im Fließgleichgewicht88-91. Die Dissoziation von Aktin wird
möglicherweise durch die sauren Phospholipide Phosphatidylinositolphosphat (PIP) und
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) stimuliert92,93. Profilin:ATP-Aktin bindet an die
Poly-L-Prolin-Domänen weiterer Aktin-regulierender Proteine, wie "vasodilator-stimulated
phosphoprotein" (VASP) und Formine und nimmt somit indirekt Einfluß auf Aktinnukleation
und Aktinpolymerisation94-96.
Die Proteine der WASP-Familie werden aufgrund unterschiedlicher N-Termini in zwei Kate-
gorien eingeteilt, in WASP-ähnliche Proteine (WASP und neuronales N-WASP) und „WASP
family verprolin homology proteins“ (WAVE1-3)-Proteine78. WASP und N-WASP enthalten
eine zentrale „GTPase binding domain“ (GBD) und eine N-terminale „WASP homology
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domain 1“ (WH1), welche auch als „Ena-VASP homology domain 1“ (EVH1) bezeichnet
wird97,98. WAVE-Proteine werden aufgrund ihrer Entdeckung in Dictyostelium auch als Scar-
(„suppressor of cAMP receptor“-) Proteine bezeichnet99,100. WAVE-Proteine enthalten eine
konservierte „WAVE homology domain“ (WHD), welche auch als „Scar homology domain“
(SHD) bezeichnet wird.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen WASP- und WAVE-Proteinen besteht in ihrer
Aktivierbarkeit, insbesondere durch kleine Rho-GTPasen. WASP und N-WASP sind direkte
spezifische Effektoren von Cdc12, während WAVE-Proteine aufgrund einer fehlenden GBD
nur indirekt über Rac1 aktiviert werden97,101,102.
WASP-Proteine liegen im ruhenden Zustand in einer autoinhibierten Form vor: Durch eine
intramolekulare Bindung der GBD an das VCA-Modul wird eine Aktivierung des Arp2/3-
Komplex verhindert103. Dieser inaktive Zustand wird durch das „WASP interacting protein“
(WIP), ein Protein der Aktin-bindenden Verprolin-Familie, stabilisiert104-106. Die kooperative
Bindung von aktivem Cdc42 an das „Cdc42/Rac-interactive-binding“- (CRIB-) Motiv der GBD
und dem Phospholipid „phosphatidyl inositol-4,5-bisphosphate“ (PIP2) an die basische Regi-
on des VCA-Moduls demaskiert die VCA-Region und aktiviert hiermit die WASP-
Proteine82,103,107. Nach teilweiser Aktivierung von WASP durch Cdc42 können Tyro-
sinphosphorylierungen an Y291 in der GBD sowie Serinphosphorylierungen an S483 und
S484 im VCA-Modul die Affinität für den Arp2/3-Komplex verstärken und die Aktinpolymeri-
sation somit erhöhen102,108-112. Außerdem kann die Phosphorylierung von Y291 die nukleäre
Lokalisation von N-WASP mindern und so die subzelluläre Lokalisation beeinflussen112.
Durch Bindung der SH2/SH3 Adaptorproteine „growth factor receptor bound 2“ (Grb2) und
„non-catalytic region of tyrosine kinase“ (Nck) an WASP-Proteine werden diese subzellulär
an Stellen mit hoher Aktindynamik rekrutiert. Möglicherweise können Grb2 und Nck zusätz-
lich die aktive Konformation von N-WASP unterstützen60,113-115.
WAVE-Proteine sind nicht auto-inhibitorisch und werden indirekt über Effektorproteine durch
die GTPase Rac aktiviert. Sie stimulieren die Ausbildung breiter Lamellipodien und membra-
ne ruffles87. Zwei Effektorproteine von Rac sind in diesem Signaltransduktionsweg bekannt.
Das SH3-Adaptorprotein „insulin receptor tyrosine kinase substrate p53“ (IRSp53) bindet an
WAVE2116-118. Ein anderer Signalweg aktiviert über „p53-inducible mRNA 121” (PIR121) den
pentameren WAVE1- bzw. WAVE2-Komplex. Diese bestehen aus WAVE, Abl-interactor
(Abi), „Nck-associated protein” (Nap), PIR121 and „haematopoietic stem progenitor cell 300”
(HSPC300)119-121. Unklar ist, ob der pentamere WAVE-Komplex Rac abhängig Arp2/3 akti-
viert, oder ob durch Bindung von Rac der Komplex dissoziiert und dann ein WA-
VE/HSPC300-Dimer Arp2/3 aktiviert119,122-124.

1.3.2 Formine

Die Proteine der Formin-Familie sind in einer Vielzahl von Arten konserviert, von der Hefe bis
zum Menschen sowie in Pflanzen. Formine nukleieren lineare Aktinfilamente, welche meist in
parallelen Arrays gebündelt sind. Sie bleiben während der Polymerisation mit dem Plus-Ende
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der Aktinfilamente assoziiert und verhindern so das Binden von Capping-Proteinen, wodurch
lange Aktinfilamente entstehen. Hierdurch unterscheiden diese sich grundlegend von ande-
ren Aktinnukleatoren, welche am Minus-Ende der Aktinfilamente verbleiben. Formine beein-
flußen verschiedene intrazelluläre Strukturen125. So spielen Formine z. B. eine wichtige Rolle
bei der Cytokinese126,127, bei der Filopodien Formation, bei der Ausbildung der Zell-Polarität
und beim Organellen-Transport in Hefe128-130 sowie bei der Zell-Adhäsion und Streßfaser-
Ausbildung29,131-133. Auch bei der Endocytose134,135, der Transkriptionsaktivierung über den
„serum response factor“ (SRF)/SRF Kofaktor MAL136-139, der Embryogenese140-142 und der
Mikrotubuli Stabilisierung143-145 sind Formine involviert.
Die Proteine der Formin-Familie können in zwei Gruppen unterteilt werden, in auto-
inhibitorische „Diaphanous-related formins“ (Drfs) und in nicht auto-regulatorisch Formine. Zu
den Drfs gehören neben den gut untersuchten, namensgebenden Diaphanous- (Dia-) Protei-
nen auch die „dishevelled-associated activator of morphogenesis“ (DAAM) und „formin-
related gene in leukocytes“- (FRL-) Proteine146. In der phylogenetischen Analyse der charak-
teristischen „formin homolgy 2“-Domäne der Metazoen-Formine können, zu den oben ge-
nannten, vier weitere Untergruppen unterschieden werden: „formin homology domain-
containig protein“ (FHOD), „inverted formin“ (INF), „formin“ (FMN) und Delphilin147. In den
letzten Jahren wurden mehrere Übersichtsartikel zur Formin-Forschung veröffent-
licht1,94,125,147-152. Im folgenden werden Besonderheiten zweier Proteine der FMN-Gruppe,
Formin-2 (Fmn2) und Cappuccino (Capu) ausführlicher besprochen.

1.3.2.1 Formin-Struktur und -Polymerisationsmechanismus
Formine sind sehr große, meist über 1000 Aminosäurereste lange Multidomänen-Proteine.
Allen Forminen gemeinsam ist die „formin homolgy 2“- (FH2-) Domäne, welche im Regelfall
am C-Terminus lokalisiert ist. Zusätzlich sind die meisten Formine über eine Linker-Region
mit einer weiteren „formin homology 1“- (FH1-) Domäne verbunden, welche sich N-terminal
zur FH2-Domäne befindet (Abb. 3).
Die ca. 400 Aminosäurereste lange FH2-Domäne, einschließlich Linker-Region, ist notwen-
dig und hinreichend um Aktin zu nukleieren und mit hoher Affinität während der Elongation
gebunden zu halten146,153-155. Durch die Bindung der Formine an die Plus-Enden der Aktinfi-
lamente wird die Inhibition der Polymerisation durch Capping-Proteine und Gelsolin verhin-
dert, welche ebenfalls mit hoher Affinität an Plus-Enden von F-Aktin binden2. Verschiedene
aktuelle Studien legen eine Dimerisierung der FH2-Domäne nahe10,11,156,157. Die Kristallstruk-
tur von Bni1-FH2 zeigt eine Donut-ähnliche Gestalt, wobei sich zwei längliche Untereinheiten
zu einem stabilen, aber flexiblen zirkulären Dimer mit einer großen zentralen Öffnung zu-
sammenlagern10. Eine Kokristallisation von Bni1-FH2 mit (alleine nicht polymerisationsfähi-
gem) „tetramethyl-rhodamine-labeled actin“ (TMR-Aktin) zeigt eine Filament-ähnliche Struk-
tur des Aktin, bei welchem jede FH2-Untereinheit zwei Aktinuntereinheiten bindet, wobei die
vorletzte Aktin-Untereinheit von beiden FH2-Untereinheiten gebunden wird158. Das könnte
ein Hinweis darauf sein, daß der Nukletionsmechanismus nicht auf der Stabilisierung eines
Dimers, sondern eines Trimers basiert.
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Abb. 3: Schema der Domänenorganisation von Formin-Proteinen
Alle Formine lassen sich durch die Formin-Homologie-Domänen FH1 und FH2 charakterisieren. Murines
Diaphanous 1 (m Dia1, NP_031884.1) ist Vertreter der „Diaphanous-related formins“- (Drf-) Unterfamilie, welche
zusätzlich die autoregulatorischen Strukturen „GTPase binding domain“ (GBD), „Diaphanous-inhibitory domain“
(DID), „dimerization domain“ (DD) und „Diaphanous-autoregulatory domain“ (DAD) aufweisen. Die FMN-
Untergruppe, vertreten durch murines Formin-2 (m Fmn2, AAF72883) und Drosophila Cappuccino (AAC46925.1),
ist durch ein Fehlen von autoinhibitorischen Strukturen gekennzeichnet.

Aktuell wird das folgende Modell der Aktin-Polymerisation durch die FH2-Domäne vorge-
schlagen (Abb. 4): Das FH2-Homodimer rotiert während der Elongation entgegengesetzt zur
F-Aktin-Helix und wirkt so einem Verdrehungsstreß und Supercoil-Formationen entge-
gen155,158,159. Das FH2-Dimer oszilliert zwischen einem „offenen“ und einem „geschlossenen“
Konformations-Zustand und erlaubt oder verhindert so die Einfügung eines neuen Aktinmo-
nomers in das Aktinfilament158,160.

Abb. 4: vorgeschlagener Aktin-Polymerisationsmechanismus von Forminen.
Es wird ein konservierter Mechanismus für die Aktinpolymerisation durch Formine angenommen, bei welchem die
Geschwindigkeitsrate der Polymerisation je nach Formin unterschiedlich ist. Das Formin-FH2 Dimer umschließt
das Plus-Ende des F-Aktins und oszilliert zwischen einem „offenen“ und einem „geschlossenen“ Zustand.
(A) Pofilin-Aktin bindet an die Prolin-reiche FH1-Domäne. Die Polymerisation wird jedoch durch die
„geschlossene“ Konformation des Formin-Dimers verhindert. (B) Die „offene“ Konformation des Formin-Dimers
ermöglicht die Polymerisation. Sie wird um ein Vielfaches durch die Rekrutierung von Profilin-Aktin über die FH1-
Domäne gegenüber einer Assoziation von freiem Aktin an das Plus-Ende des Aktinfilaments beschleunigt148.

Die nur schwach konservierte FH1-Domäne ist sehr Prolin-reich und variiert innerhalb der
Formin-Proteinfamilie in der Länge (15-229 Aminosäurereste) sowie dem Prolin-Anteil (35-
100%)147. Diese Prolin-reiche Region stellt eine potentielle Bindungsstelle für eine variieren-
de Anzahl (0-16) an Profilin bzw. Profilin:ATP-Aktin dar6,161-164. Die Dissoziationskonstante
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(Kd) für Profilin ist hoch und liegt bei ~ 5 M. Jedoch ist die Profilin-Konzentration der Zelle
sehr hoch, so daß Profilin einen physiologisch relevanten Liganden darstellt. Pyrene-Aktin-
Assays und TIRF-Mikroskopie zeigen eine teils erhebliche Beschleunigung der in vitro Aktin-
Polymerisationsrate durch Formin-FH1-FH2-Konstrukte in Profilin-Aktin Anwesenheit im Ver-
gleich zu Kontrollstudien ohne die Formin-FH1-Domäne auf95,165. Die Rekrutierung von ATP-
G-Aktin aus Profilin-Aktinkomplexen durch die FH1-Domäne und eine anschließende Wei-
tergabe des Aktins an die FH2-Domäne ist eine mögliche Interpretation dieser Studien
(Abb. 4). Außerdem ist die FH1-Domäne durch den hohen Prolin-Anteil potentielle Interakti-
onsdomäne für SH3-Domänen oder WW-Motiven anderer Proteine147,151.

1.3.2.2 Regulation
In den meisten Organismen wurden mehrere Formin-Unterfamilien gefunden. Ein Grund für
diese Diversität könnte die Notwendigkeit der strengen zeitlichen und räumlichen Kontrolle
der Formine darstellen, welche über verschiedene regulatorische Mechanismen vermittelt
wird.
So gehört die Formin-Unterfamilie der Drfs (Dia, DAAM und FRL) zu den Effektoren der
Rho-GTPasen164,166,167. Ihre FH1-FH2-Domänen werden beidseitig von insgesamt mehreren
regulatorischen Domänen flankiert (Abb. 2). Am C-Terminus befindet sich die „Diaphanous-
autoregulatory domain“ (DAD), während die größere N-terminale regulatorische Region aus
der „GTPase binding domain“ (GBD) gefolgt von der „Diaphanous-inhibitory domain“ (DID)
und „dimerization domain“ (DD) besteht. Die Kristallstruktur der DID-DD-Region (auch als
„formin homolgy 3“- (FH3-) Domäne bezeichnet) von mDia1 zeigt, daß diese ein stabiles Di-
mer bildet, welches mit der GBD eine helikale Einheit formt168. Die 20-30 Aminosäurereste
lange DAD bindet im autoinhibierten Grundzustand des Drfs an die DID. Diese inhibitorische
Konformation wird durch die dimerisierende DD verstärkt157,169. Die inhibitorische intramole-
kulare Interaktion zwischen DID und DAD kann durch die Bindung einer aktivierten Rho-
GTPase an die GBD/DID-Region größtenteils wieder gelöst werden157,169. Obwohl Bindungen
von Rho bzw. DAD an die DID sich gegenseitig ausschließen, zeigen Kristallstrukturen aus
RhoC bzw. RhoA in Komplexen mit GBD/DID von mDia1, daß deren Bindung an diese Re-
gionen nur teilweise überlappend mit der Bindungsregion der DAD mit der DID ist168,170.
Bei der Untergruppe der FHOD-Proteine wurde gezeigt, daß eine Interaktion der
C-terminalen (DAD)-Region mit der N-terminalen FH3-Region zu einer Autoinhibition von
FHOD1 führt171,172. Diese monomere FH3-Domäne hat allerdings keine ausgeprägte
Homologie zu den FH3-Domänen der Drfs und liegt N-terminal benachbart zu einer Rac1
GBD. Die Bindung von nicht-GTP-gebundenem Rac1 führt zu einer Aktivierung von FHOD1
durch eine Lösung der inhibitorischen intramolekularen Interaktion137,171,172. Aktiviertes
FHOD1 induziert die Bildung von Streßfasern und eine Verstärkung der „serum response
element“ (SRE) Transkription172-174.
Bei Proteinen der FMN-, INF- und Delphilin-Untergruppe sind keine autoinhibitorischen
Regionen bekannt, zu möglichen Regulationsmechanismen der FMN-Untergruppe siehe
1.3.2.3. Delphilin wird selektiv in Parallelfaser-Synapsen der Purkinjezellen des
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Cerebellums exprimiert und bindet mit seiner N-terminale PDZ-Domäne an den glutamate
receptor delta2 (GluRdelta2) Rezeptor. Diese Interaktion wird durch eine Phosphorylierung
des GluRdelta2 Rezeptor durch „cAMP-dependent protein kinase“ (PKA) reduziert. Die
physiologische Funktion der Delphilin-GluRdelta2 ist jedoch noch ungeklärt175-178.

1.3.2.3 Die Cappuccino-Untergruppe der Formine
Zu der Formin-Proteinfamilie gehört die bisher wenig untersuchte Cappuccino- oder FMN-
Untergruppe, welche unter anderem die zwei Säuger-Homologe Formin-1 (FMN1) und
Formin-2 (FMN2) umfaßt. Primitive Wirbeltiere wie die Seescheide Ciona savignyi besitzen,
wie Säuger, zwei formin Gene, während Drosophila melanogaster nur ein Ortholog von
formin-2, cappuccino (capu) exprimiert. Da sich die vorliegende Arbeit mit der funktionellen
Charakterisierung und Regulation der zwei Vertreter Fmn-2 und Cappuccino dieser Gruppe
befaßt, soll hier ausführlicher auf diese eingegangen werden.

Cappuccino

Zu Beginn der Entwicklung von Drosophila bilden sich innerhalb der Oocyte zwei Gradienten
aus morphogenen Substanzen aus, die die anteroposteriore und die dorsoventrale Achse
definieren (Gradiententheorie). Die maternalen Ei-Polaritäts-Gene sind für diese frühe Mu-
sterbildung wesentlich179. Nachdem beide Achsen etabliert sind, setzt in der späten Oogene-
se (in Stadium S10b) eine Nährzell-Strömung ein, bei welcher das Nährzell-Cytoplasma in
die Oocyte einströmt und die Nährzellen anfangen zu schrumpfen. Die entstandene Gesamt-
strömung vermischt Nährzell-Cytoplasma und Ooplasma. Das Stadium S10b ist dadurch
charakterisiert, daß in den Nährzellen eine Reorganisation des Aktincytoskeletts von der
Membran zum Nukleus hin und eine Reorganisation der Mikrotubuli an den Kortex der Oocy-
te stattfinden180,181. Im folgenden wird der cappuccino Phänotyp beschrieben.
In Mutagenese-Experimenten wurden die maternalen Gene cappuccino und spire (siehe
1.3.3) identifiziert. Diese gehören neben staufen, mago nashi, valois und oskar zu der poste-
rioren Gruppe der Maternal-Effekt Gene. In Eikammern von cappuccino und spire Mutanten
werden Komponenten des posterioren Pols, wie das Vasa-Protein, die G-Protein alpha Un-
tereinheit Gi alpha, Staufen und oskar mRNA nicht richtig lokalisiert4,14,182. Neben der poste-
rioren Musterbildung werden cappuccino und spire auch für die dorsoventrale Musterbildung
benötigt. So wird gurken mRNA nicht richtig in der dorsal-anterioren Region der Oocyte,
sondern ringförmig am anterioren Ende der Oocyte lokalisiert183. Die Folge ist ein dorsalisier-
ter Phänotyp von Ei und Embryo4. capu Transkripte wurden in den Ovarien schon im Germa-
rium in Region 2, in Nährzellen der Eikammer in den Stadien S1-S13, in der Oocyte in den
Stadien S4-S9 und schwach in den Follikelzellen der Stadien S4-S11 detektiert14. In cappuc-
cino Mutanten kommt es in der Mitte der Oogenese (Stadium S8) zu einer verfrühten subkor-
tikalen Bündelung der Mikrotubuli in der Oocyte, welche von Mikrotubuli-abhängigen
ooplasmatischen Strömen und einer Fehllokalisation von Staufen begleitet wird14,184. Der
beobachtete Phänotyp ist nahezu identisch mit dem chickadee- und spire-Mutanten Phäno-
typ4,184. Chickadee kodiert für Drosophila Profilin und interagiert mit Cappuccino6. Der beo-
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bachtete Mutanten Phänotyp der anormalen Mikrotubuli Verteilung kann auch durch
Cytochalasin D induziert werden. Das legt den Schluß nahe, daß Komponenten des Aktin-
cytoskeletts diese Mikrotubuli Reorganisation vor dem Stadium S10b zumindest teilweise
hemmen, und die Aktinnukleatoren Cappuccino und Spir zwischen diesen Bestandteilen des
Cytoskeletts vermitteln6,14. Allerdings sind weder Geschwindigkeit noch zeitliche Regulierung
von der Stärke der unterschiedlichen capu Mutanten Allele abhängig14.
In der Mitte der Oogenese treten bei Mutationen der starken Allele capuG7/capuG7 und
capuRK12/capuRK12, neben Mikrotubuli-Mißlokalisation in der Oocyte, weitere Defekte in der
Eikammer auf. So enthalten Eikammern in Stadium S10 binukleierte Nährzellen mit
unvollständiger Zellmembran und Überresten von Aktin-enthaltenden Ring-Kanälen. Diese
Defekte wurden auch bei cut und chikadee Mutanten nachgewiesen6,185. Das cut Gen kodiert
für ein Homöo-Domänen-Protein, das einen für die Morphologie der Keimbahnzellen
erforderlichen Soma-zu-Keimbahn Signalstoff-Stoffwechselweg reguliert. Es interagiert
genetisch mit cappuccino, nicht aber mit chikadee und spire185. Zwei Möglichkeiten werden
als Ursache des Phänotyps diskutiert. Zum einen können die binukleierten Nährzellen aus
einer unvollständigen Cytokinese resultieren. Hierfür würde die Beteiligung der Formine und
Profilin in der Cytokinese von Hefe und Maus sprechen6. Die Ring-Kanal-Überreste enthalten
jedoch die Proteine Hu-li tai shao und Kelch, welche den Ring Kanälen erst nach vollendeter
Cytokinese hinzugefügt werden. Daher ist es möglich, daß die Cytokinese der
Keimzellentwicklung im Germarium normal verläuft und die binukleierten Nährzellen erst
später durch Fusion entstehen185.
Der Gene Expression Report des Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP) ist eine in
situ Hybridisierungsstudie zur Bestimmung der Expressionsmustern von 5270 Genen in
Embryonen. Zusätzlich wurde eine unabhängige Microarray Zeitverlaufs-Analayse der Gen-
expressionsmuster erstellt. Der Report für das capu Gen (Gen CG3399) zeigt eine
Expression im Präblastoderm von Stadien 1-3 Embryonen. In den Stadien 4-10 konnte
keine Expression visualisiert werden, obwohl die Genexpression im Zeitverlaufs-Profil
durchgehend (Stadien 1-16) positiv war. Ab Stadium 11 gibt es eine erneute Expression im
Bereich der Vorderdarmanlagen, Enddarmanlagen und dorsalen Epidermisanlagen. Die
Expression dauert bis zum Ende der Embryonalentwicklung (Stadium16) fort. Allerdings sind
die Färbungen sehr schwach. Teilweise sind Expressionen in Embryonen desselben
Stadiums einmal zu sehen und ein anderes Mal nicht12. Weibliche Mutanten der posterioren
Gruppe der Maternal-Effekt-Gene produzieren Embryonen ohne Polzellen (primordiale
Keimzellen) und granuläre Partikel des Polplasmas. Außerdem weisen sie Defekte bei der
abdominalen Segmentierung auf4.

Formin-2

B. Leader und P. Leder beschrieben 2000 erstmals die komplette kodierende Sequenz des
murinen formin-2 (fmn2) Gens sowie partiell die kodierende Sequenz des humanen FOR-
MIN-2 (FMN2) Gens. Das Maus-Gen liegt auf Chromosom 1, kodiert für ein 1567-aa Protein,
während das humane FMN2 Gen auf dem Chromosomen Intervall 1q23-1q43 liegt und für
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ein 1722-aa Protein kodiert. Die Aminosäuresequenz von humanem und murinem Formin-2
ist über das ganze Protein zu 74,7%, im C-Terminus sogar zu ca. 90% identisch. hFMN2 und
hFMN1 sind dagegen nur zu 31,9% identisch186-189. Das Maus-Gen wird fast ausschließlich
im sich entwickelnden und adulten Zentralnervensystem exprimiert und hat damit ein völlig
anderes Expressionsmuster als Fmn1, welches in der Niere exprimiert wird187,190. Die
Expression von muriner formin-2 mRNA beginnt am Embryonaltag E9,5 im sich entwickeln-
den Rückenmark und Gehirn und dauert in den neonatalen und adulten Gehirnstrukturen des
Bulbus olfactorius, Kortex, Thalamus, Hypothalamus, Hippocampus und Cerebellum fort. Ein
ähnliches Expressionsmuster wurde bei humanem FMN2 beobachtet187. Zudem wird huma-
nes FMN2 in parathyloiden Tumoren und verschiedenen Tumoren im Gehirn (Glioblastoma,
Retinoblastoma und Chondrosarcoma) exprimiert188. Interessanterweise weisen bei in situ
Hybridisierungsstudien die murinen formin-2 und spir-1 Gene ein fast identisches
Expressionsmuster während der Embryogenese im Telencephalon, Mesencephalon, Trige-
minal-Ganglion und Neuralrohr des sich entwickelnden Zentralnervensystems sowie im adul-
ten Gehirn auf. Im adulten Gehirn wurden starke, sich überlappende Expressionsmuster in
den Purkinjezellen des Cerebellums, der Körnerzellschicht des Gyrus dentatus und den
CA1-, CA2- und CA3-Regionen des Hippocampus nachgewiesen5.
formin-2 ist wie cappuccino ein Maternal-Effekt-Gen, welches während der Oogenese
exprimiert wird und in Oocyten für den Ablauf der Metaphase von Meiose I benötigt wird.
Während der Oogenese wird in zwei meiotischen Teilungen (Meiose I und II) aus der Ur-
Keimzellen das Ovum (die befruchtungsfähige Eizelle) gebildet. Hierbei wird die Oocyte
zweimal asymmetrisch geteilt. Bei jeder Reduktionsteilung entsteht eine große,
plasmahaltige Eizelle und eine deutlich kleinere Zelle, das Polkörperchen, das dann
degeneriert. Für diese asymmetrische Teilung ist die korrekte Positionierung des
Spindelapparats notwendig. Der Spindelapparat wird in Meiose I im Zentrum der Oocyte
gebildet und wandert dann zum Zellkortex. In der kortikalen Domäne über der Spindel
reichern sich Aktinfilamente an und die Mikrovilli nehmen ab. In dieser Region bildet sich
nach der Anaphase die Teilungsfurche aus, worauf das Polkörperchen entsteht. Fmn2 ist
notwendig für die Mikrotubuli-unabhängige Chromatin-Positionierung während Metaphase I.
In formin-2-/- Oocyten wird die Metaphase Spindel nicht richtig positioniert und das erste
Polkörperchen nicht gebildet. Die Befruchtung von formin-2-/- Oocyten hat die Ausbildung
polyploider Embryonen, Schwangerschaftsverluste oder Hypofertilität zur Folge. Die
Kreuzung von formin-2-/- Männchen mit formin-2+/+ Weibchen führt zu keinem Rückgang der
Fertilität. Erstaunlicherweise weisen formin-2-/- Mäuse keine erkennbaren Abnormalitäten des
Zentralnervensystems im Vergleich zu formin-2+/+ Mäusen auf141,191.
Bei Frauen mit ungeklärter Unfruchtbarkeit wurde mehrfach über in der Meiose arretierte,
teilweise polyploide Oocyten berichtet192-195. Bei künstlichen Befruchtungen (IVF) wurde fest-
gestellt, daß 20-30% der entnommenen Ova bei der Entnahme nicht gereift waren, mit kei-
nem Anzeichen von Bildung des ersten Polkörperchens196. Eine potentielle Verbindung von
ungeklärter Unfruchtbarkeit und Mutationen des humanen FMN2 Gens wurde durch Analyse
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von Polymorphismen in der DNA-Sequenz von sieben IVF Frauen und 62 gesunden Frauen
untersucht. Eine IVF Frau war homozygot für ein Allel der 18 FMN2 Exons, Exon 9/10, wäh-
rend alle anderen Frauen heterozygot für dieses Allel waren. Ob dieses Ergebnis statistisch
aussagekräftig ist bzw. ob es bereits mit Unfruchtbarkeit in Zusammenhang gebracht werden
kann, ist fraglich. Exon 5, welches für die FH1-Domäne kodiert, konnte nicht untersucht wer-
den. Weitere Untersuchungen sollen jedoch folgen189.

1.3.3 Spir

Die Spir-Proteine gehören zur einer dritten Klasse von Aktinnukleatoren mit einem eigenen,
verschiedenartigen Nukleationsmechanismus. Sie nukleieren, wie Formine, lineare Aktinfila-
mente, verbleiben jedoch an deren Minus-Ende, wie der Arp2/3-Komplex3. Die Proteine der
Spir-Familie wurden im Gegensatz zum Arp2/3-Komplex und zu den Forminen, welche auch
in Hefe und Pflanzen vorkommen, bisher nur in Metazoen identifiziert. Vertebraten besitzen
zwei spire Gene, spir-1 und spir-2, während die Seescheide Ciona savignyi und Drosophila
melanogaster jeweils eine Gen, posterior end mark-5 (pem-5) bzw. spire (p150-spir) expri-
mieren8,9,13. Der Locus von Drosophila spire liegt auf Chromosom 2L und kodiert für minde-
stens zwei Isoformen von Spir: p150-Spir und Spir-short.

1.3.3.1 Spir Struktur und Nukleationsmechanismus
Spir-Proteine sind große Multidomänen-Proteine mit folgender Strukturmotivanordnung von
N-terminal nach C-terminal: KIND, Cluster aus vier WH2-Domänen, Spir-Box, mFYVE und
JNK Bindungsregion (Abb. 5).

Abb. 5: Schema der Domänenorganisation der Spir-Proteine.
Alle Spir-Proteine weisen eine ähnliche Strukturmotivanordnung wie Drosophila p150-Spir (Spire-PA,
NP_724254) auf. N-terminal befinden sich die „KInase Non-catalytic C-lobe Domain“ (KIND) und WASP-
Homologie-Domäne 1- (WH2-) Domänen, C-terminal die konservierte Spir-Box und mFYVE. Die Splice-Varianten
Spir-short (AAF23616) ist C-terminal verkürzt. Säuger-Spir-1 (XP_290818.1) und Spir-2 (CAD30509.1) sind
kleiner als p150-Spir, weisen aber eine ähnliche Domänenstruktur auf. Eine potentielle Histone-Deacetylase
(HDAC) Interaktionsstelle in Spir-1 wurde durch Sequenzanalyse mit SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1) definiert.

In der N-terminalen Hälfte enthält Spir die „Kinase Non-catalytic C-lobe Domain“ (KIND), ein
neues Strukturmotiv, das sich möglicherweise aus der Faltung der konservierten Serin-
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Threonin-Proteinkinasen entwickelte. Proteinkinasen bestehen aus zwei Domänen: Der
kleinere N-terminale Lappen weist viele Kontakte zu Mg2+--ATP auf und ist von dem größe-
ren C-terminalen -helikalen Lappen durch eine Spalte getrennt. Die C-terminale Domäne
trägt die wichtigsten katalytischen Reste und ist für die Substratbindung zuständig197,198.
KIND ist strukturell verwandt mit der C-terminalen Domäne und stellt somit ein potentielles
Protein-Interaktionsmodul dar. Da die katalytisch wirksame Schleife fehlt, ist es wahrschein-
lich, daß KIND keine katalytische Eigenschaft besitzt. Das Ras-GEF Very-KIND (VKIND)
gehört ebenfalls zur KIND-Proteinfamilie und enthält zwei N-terminalen KIND-Motive9.
Hiernach folgt ein charakteristisches Cluster aus vier WASP-Homologie-Domäne 2- (WH2-)
Motiven, welche monomeres globuläres Aktin (G-Aktin) binden und nukleieren. WH2-
Domänen kommen in vielen Proteinen vor und können in zwei große Unterklassen, den
WASP/WAVE ähnlichen- sowie den Thymosin- 4 ähnlichen WH2-Domänen eingeteilt wer-
den. Thymosin- 4 sequestriert ATP-G-Aktin von F-Aktin und WASP-Proteine sind notwendig
für die Aktivierung des Arp2/3-Komplex (siehe 1.3.1.2)79,199. Die Aktinnukleation durch Spir
erfolgt jedoch völlig unabhängig vom Arp2/3-Komplex, und das WH2-Cluster ist notwendig
und hinreichend für die Aktinnukleation3,13.

Abb. 6: vorgeschlagener Aktin-Nukleationsmechanismus von Spir.
Die Spir WH2-Domänen koordinieren die Assoziation von bis zu vier Aktinmonomeren entlang eines Strangs des
Aktinfilaments. (A-D) WH2-D und WH2-C binden das erste Dimer, longitudinal stabilisiert durch L-3. Zwei weitere
Aktinmonomere binden an WH2-B und WH2-A. (E-H) Die Addition eines weiteren Aktinmonomers an die
Berührungsfläche zweier beliebiger WH2-gebundener Aktinmonomere führt zur Bildung eines stabilen Nukleus
mit anschließender schneller Polymerisation3.

Die vier WH2-Domänen werden N-terminal nach C-terminal durch dem Suffix -A, -B, -C, und
-D unterschieden (Abb. 6). Die Linker-Regionen zwischen ihnen werden mit L-1, L-2 und L-3
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bezeichnet. Quinlan et al. (2005) wiesen durch Pyrene-Aktin Polymerisationsstudien und
Elektronenmikroskopie mit unterschiedlichen WH2- und L-Mutanten nach, daß die Region
von WH2-D, L-3 und WH2-C den funktionellen Kern für die Nukleation darstellen. Die kineti-
sche Barriere wird wahrscheinlich durch die Assemblierung eines Aktin-Dimers überwunden,
welches durch das Binden von zwei Aktinmonomeren an WH2-D und WH2-C unter Koordi-
nation der Linker-Region L-3 entsteht. Die L-3 hat selbst eine schwache Nukleationsaktivität
und stellt ein neues Aktin-bindendes Motiv dar. Über Bindungen an WH2-B und WH2-A wer-
den dann ein drittes und viertes Aktinmonomer angefügt. So entsteht ein linearer Strang ent-
lang der Längsachse der zweisträngigen F-Aktin Helix, mit WH2-D an dessen Minus-Ende
und WH2-A am Plus-Ende. Die Bindung eines weiteren Aktinmonomers an die Berührungs-
fläche zweier beliebiger WH2-gebundener Aktinmonomere würde in der Formation eines
stabilen Nukleus und folgender Polymerisation resultieren3.
Am C-Terminus von Spir befinden sich die Spir-Box und eine modifizierte FYVE Zinkfinger-
Struktur. Die Spir-Box ist ein in Spir-Proteinen hochkonserviertes Sequenzmotiv, das eine

Strukturverwandtschaft zur α-helikalen Rab-GTPase-Bindungsdomäne des Rab3A Effektors
Rabphilin-3A aufweist. Rabphilin-3A ist ein FYVE-Zinkfinger-ähnliches Protein und bindet die
GTP-gebundene Form der GTPase Rab3A. Rab-GTPasen sind wie FYVE-Proteine in der
Regulation von zellulären Membrantransportprozessen involviert. Transient in murinen
NIH/3T3 Fibroblasten überexprimiertes Spir weist eine punktförmige Lokalisation auf. Diese
ist mit der kleinen GTPase Rab11 kolokalisiert und entspricht der des trans-Golgi Netzwer-
kes, der post-Golgi Vesikel und des Recycling Endosoms7,8. Rab11 ist ein Regulator der
Exocyst Untereinheit Sec15 und E-Cadherin und reguliert den exocytotischen Transportweg
vom Recycling Endosom zur Plasmamembran200,201. Außerdem ist Rab-11 über das
Adaptorprotein „Rab11 family interacting protein 2“ (Rab11-FIP2) mit Myosin Vb assoziiert.
Das Motorprotein Myosin Vb ist essentiell für den Plasmamembran Recycling Weg202,203.
Eine dominant interferierend Rab11 Mutante hat denselben Effekt auf die Lokalisation des
„vesicular stomatitis virus“ (VSV) G-Proteins in Vero Zellen wie der überexprimierte
C-Terminus von mSpir-1 (mSpir-1-CT): Beide inhibieren den Transport von VSV G-Protein
an die Zellmembran über den exocytotischen Transportweg. Das VSV G-Protein akkumuliert
im Golgi-Netzwerk8,204.
Unmittelbar hinter der Spir-Box liegt die modifizierte FYVE-Zinkfinger-Struktur (mFYVE). Sie
ist homolog zu FYVE-Zinkfinger-Motiven. FYVE-Domänen sind Membran-bindende Module
und beinhalten acht Cystein-Reste, welche zwei Zink-Ionen binden. Zwischen Cystein 2
und 3 befinden sich eine basische, hydrophobe Interaktionsfläche für Phosphatidyl-Inositol-3-
Phosphat205. Die mFYVE-Domäne besitzt nicht diese basische Region und hat eine zusätzli-
che Schleife zwischen Cystein 6 und 78. Zusammen mit der Spir-Box ist sie für die subzellu-
läre Lokalisation von Spir von Bedeutung.

1.3.3.2 Spir Expression und Funktion
Die Aminosäuresequenz von murinem Spir-1 wurde noch nicht vollständig aufgeklärt. Bisher
wurde die C-terminale Sequenz von 643 AS beschrieben. Humanes (XP_290818.1, 756 AS)
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und murines Spir-1 (NP_919336.1, 643 AS) sind über die bekannte m Spir-1 Sequenz

zu 81 % identisch. Humanes (CAD19439, 728 AS) und murines Spir-2 (CAD30509,
718 AS) sind zu 83% identisch (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi). In situ
Hybridisierungsstudien zeigen ein fast identisches Expressionsmuster der murinen formin-2
und spir-1 Gene während der Embryogenese im sich entwickelnden und adulten Zentralner-
vensystem5.
Drosophila spire gehört wie cappuccino zur posterioren Gruppe der maternalen Ei-
Polaritätsgene. Mutanten dieser Gruppe weisen einen ähnlichen Phänotyp während der Dro-
sophila Entwicklung auf (siehe 1.3.2.3 Cappuccino). In situ Hybridisierungsstudien in Ovarien
zeigen eine mRNA-Expression von spire-RA (auch p150-spir) und spire-RD (spire short
form) ab der Region 2 des Germariums bis Stadium 10 der Oogenese. Die spire Transkripte
sind in den Nährzellen und Follikelzellen zu beobachten13. Der Gene Expression Report
(Gen CG10076), zeigt eine starke spire Expression im gesamten Embryo in den präblasto-
dermalen Stadien 1-3, besonders in den Polzellen. Nach abgeschlossener Zellularisierung,
ab dem zellulären Blastoderm Stadium 4, ist keine Expression mehr zu beobachten. Ab Sta-
dium 11 ist eine erneute Expression im Bereich der posterioren Mitteldarmanlagen, End-
darmanlagen und Rectum, Keimzellen sowie im Bereich der Vorderdarmanlagen, clypeo-
labraler Anlagen und ventralen Epidermisanlagen festzustellen. Die Expression dauert in
diesen Bereichen bis zum Ende der Embryonalentwicklung (Stadium 16) an12.

1.3.3.3 Spir-Regulation
Untersuchungen zur Regulation von Spir wurden bisher nur für Drosophila Spir durchgeführt.
In einem Yeast-Two-Hybrid Screen für die „Jun N-terminal kinase“ (JNK), einem Mitglied der
„mitogen-activated protein kinases“ (MAP-Kinasen), wurde eine Interaktion mit dem
C-Terminus von p150-Spir festgestellt. Aktiviertes JNK phosphoryliert Spir in vivo und in
vitro. Bei Koexpression in NIH/3T3 Zellen kolokalisieren beide Proteine7. JNK wird u. a.
durch Umwelt-Streß/Cytokine mittels Phosphorylierung über die MAP-Kinase-Kinasen MKK4
und MKK7 aktiviert206. Der JNK-Signalweg kann durch Hochregulierung von JNK-Blockern
durch den Transkriptionsfaktor NF-kappaB behindert werden. NF-kappaB ist ein
Gegenspieler der, durch den „tumor necrosis factor“ (TNF) alpha, induzierten Apoptose.
Außerdem spielt NF-kappaB eine wichtige Rolle bei der Immunantwort und bei
Entzündungsreaktionen207,208. Weitere Regulationsmechanismen durch Rho-GTPasen sind
wahrscheinlich. So wurden in Yeast-Two-Hybrid-Assays Bindungsstellen für Rho1 (ein
Homolog von RhoA), Rac1 und Cdc42 am N-terminalen Ende (AS 1-100) von p150-Spir
gefunden13. Rac und Cdc42 GTPasen sind Aktivatoren des JNK-Signalwegs, welcher für die
dorsale Schließung des Embryos notwendig ist209-214.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi).
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1.4 Aufgabenstellung

Formine und Spir–Proteine sind Nukleatoren von linearen Aktinfilamenten. Die Drosophila
Proteine Cappuccino und Spir gehören zu diesen zwei Proteinklassen und sind für die Eta-
blierung der Polarität in der Oocyte und die Embryonalentwicklung wichtig4,6. Drosophila spi-
re- (p150-spire) und cappuccino-Mutanten haben einen nahezu identischen Phänotyp4. Dies
läßt eine mögliche funktionelle Kooperation dieser Proteine auf zellulärer Ebene vermuten.
Die subzelluläre Lokalisation und eine mögliche Kolokalisation der Drosophila Proteine p150-
Spir und Cappuccino sollte in vivo in murinen Fibroblasten der NIH/3T3 Zellinie mittels ekto-
pischer Expression analysiert werden. Eine mögliche direkte Interaktion dieser beiden Pro-
teine sollte zudem in in vitro Bindungsstudien untersucht werden. Zudem sollten polyklonale
Antikörper gegen beide Proteine hergestellt werden, um so das endogene Expressionsmu-
ster in Drosophila zu untersuchen.
Ein überlappendes Expressionsmuster der Säugerhomologe spir-1 und formin-2 wurde im
sich entwickelnden und im adulten Zentralnervensystems von Mäusen beobachtet. In diesen
in situ Hybridisierungsstudien wurde u. a. eine schwache spir-1 und Fmn2 Expression in der
Körnerzellschicht nachgewiesen5. Analog zu den Untersuchungen in Drosophila sollten in
vitro Bindungsstudien Aufschluß über eine direkte Interaktion von Spir-1 und Fmn2 geben.
Die subzelluläre Lokalisation und eine mögliche Kolokalisation der Säugerproteine Spir-1
und Formin-2 sollte in vivo in murinen Fibroblasten der NIH/3T3 Zellinie mittels transienter
Überexpression analysiert werden. Translokationsstudien sollten durch Koexpression von
EGFP-Formin-Fusionsproteinen und C-terminal verkürzten KIND-Proteinen durchgeführt
werden, welche mit einem als C-terminaler Membrananker dienendem CAAX-Motiv fusioniert
werden. Zusätzlich sollte auch hier das endogene Expressionsmuster untersucht werden.
Hierfür sollten primäre Körnerzellen des Cerebellums postnataler Mäuse biochemisch und
immuncytochemisch untersucht werden, da diese einfach zu isolieren und kultivieren sind.
Zunächst sollte mittels RT-PCR eine RNA-Expression bestätigt und dann durch immuncyto-
chemische Doppel-Färbungen eine mögliche Kolokalisation analysiert werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Materialien Hersteller, Bestellnr.

3 MM-Papier Schleicher & Schuell,
Dasel

6-well-plate Greiner, 657160

3AT:3Amino1,2,4-
triazol

Sigma, München

Aceton Merck, Darmstadt

Acrylamid/Bisacryl-
amid19:1 und 37.5:1

Bio-Rad Laboratories,
1610125 und 1610120

Adenin Sigma, A9126

Agar select Sigma, A5054

Agarose, ultra pure  Life Technology,
15510-027

Ammoniumacetat  Merck, Darmstadt

Ammoniumpersulfat  Sigma, A3678

Ampicillin Sigma, A9518

Antipain Boehringer, Mannheim

Aprotinin Boehringer, 100690

ATP Sigma, München

ATP γ-32P (6000
Ci/mmol)

Amersham, Chalfont
St. Giles (UK)

Basal Medium Eagle
(BME)

Sigma, B 1522

Benzamidin Sigma, München

Borsäure Sigma, B0252

Bottle Top Filter
0,22 µm

Nalge Nunc Inter-
national, Wiesbaden

Bovine Serum
Albumin (BSA)

Sigma, A 9418

Bromphenol Blau  Sigma, München

Calciumchlorid  Sigma, C3881

Chloramphenicol Sigma, C0378

Chloroform Sigma, C2432

Coomassie-Blue G Sigma, München

Cytosine -D-
arabinofuranoside
hydrochloride (AraC)

Sigma, C 6645

Materialien Hersteller, Bestellnr.

D (+)-Glucose-
anhydrous

Fluka, 49140

Dimethylformamid
(DMF)

Sigma, München

Dimethylsulfoxid
(DMSO)

Sigma, D2650

dNTPs Peqlab, Erlangen

Dithiothreitol (DTT)  Sigma, München

Dulbecco´s Modified
Eagle Medium
(DMEM)

Life Technology,
Belgien, 32430-19

ECL-Hyperfilm  Amersham, RPN3103K

ECL Western Blot
Reagenz

Amersham, Chalfont
St. Giles (UK),
RPN2106

EDTA Sigma, E5134

EGTA Sigma, München

Eisessig

Eppendorf Combitips

Sigma, München
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf-Gefäße  Eppendorf, RK1G

Essigsäure AppliChem, Darmstadt

Ethanol, abs.  AppliChem, 100458

Ethidiumbromid Life Technology,
Belgien

Fettfreie
Trockenmilch

Nestlé

Formaldehyd  Sigma, München

Fötales Kälberserum
(FKS)

HyClone, SH30071

Frischhaltefolie  Alio, Renningen

Gentamycin Sulfat Sigma, G 1264

Gewebekultur-
flaschen

Sarstedt, 83/1813.002

Glutathione
Sepharose® 4B

Amersham, 17075601

Glycerol Sigma, München

Glycin Sigma, G7126
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Materialien Hersteller, Bestellnr.

Greiner-Röhrchen  Greiner, 227261

HEPES Sigma, München

Hoechst Stain
Solution

Sigma, H 6024

Hybond-C extra
82 mm

Amersham, Chalfont
St. Giles (UK)

IPTG Sigma, I9003

Kaliumacetat  Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid  Sigma, P4504

Kaliumhydrogen-
phosphat

Merck, Darmstadt

Kaliumhydroxid  Merck, Darmstadt,
1.05033.0500

Lachssperma-DNA  Sigma, München

LB-Broth Base  Sigma, München,
L3022

Leupeptin Boehringer Mannheim,
1017101

L-Glutamin Sigma, G1251

Lipofectamin Invitrogen, Karlsruhe,
18324-012

Lithiumacetat  Sigma, München

Magnesiumacetat  Sigma, München

Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt,
M2670

Magnesiumsulfat Sigma, München

-Mercaptoethanol  Sigma, München

Methanol Rühl AG

MOPS-Säure  Sigma, München,
M9381

Mowiol Calbiochem, 475904

Mullbinden Apotheke, Würzburg

NAP-10
Entsalzungs-Säulen

Amersham, 17085401

Natrium-
Orthovanadat

Sigma, München

Natrium
Pyrophosphat

Sigma, München

Natriumacetat  Sigma, München

Natriumchlorid  Sigma, S3014

Materialien Hersteller, Bestellnr.

Natriumdihydrogen-
phosphat

Merck, Darmstadt

Natriumfluorid  Sigma, München

Natriumhydrogen-
carbonat

Sigma, München

Natriumhydroxid  Sigma, München

Ni-NTA-Agarose Qiagen, Hilden, 30210

Nonidet P40 (NP40)  Sigma, München

Parafilm® M Brand GmbH,
Wertheim, PF10

PBS Life Technology,
Belgien, A0965, 9010

PD-10 Entsalzungs-
Säulen

Amersham,
17-0851-01

Pepstatin Sigma, P4265

Phenol Red Sigma, P 5530

Phenol:Chloroform:
Isoamylalkohol

AppliChem, Darmstadt

Phenylalanin  Sigma, München

Pipes Sigma, P6757

PMSF Sigma, P7626

Polyethylenglykol
4000 (PEG)

Roth, Karlsruhe

Poly-L-Lysin Sigma, P 2636

Ponceau S Sigma, München,
P3504

2-Propanol Merck, Darmstadt

Protein A-Agarose Boehringer, 1 134 515

Protein G-Agarose  Boehringer, 1 243 233

Protran
Nitrozellulose
Transfer-Membran

Schleicher & Schuell,
Dassel, 401391

Quick-Hybe Stratagene, Heidelberg

Saccharose Merck, Darmstadt

Salzsäure, rauchend Merck, Darmstadt

SDS ultra pure  Roth, Karlsruhe

Sterilfilter Millex-GS  Millipore, Schwalbach

TB-Broth Sigma, München

TEMED Sigma, T9281

Tris Base Sigma, München
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Materialien Hersteller, Bestellnr.

Triton X-100 Sigma, München

Trizma Hydrochlorid  Sigma, München

Trizol Life Technology

Trypsin Sigma, T 9935

Trypsin Inhibitor Sigma, T 6522

Trypsin/EDTA  Life Technology

Tween 20 Sigma, P1379

Materialien Hersteller, Bestellnr.

Tyrosin Sigma, München

Vectashield Vector Laboratories,
H-1000

Wasser Sigma, W 3500

Whatman-Rundfilter  Whatman, Maidstone
(USA)

Xylencyanolblau Sigma, München

2.2 Enzyme

Materialien Hersteller

DNase Sigma, D 5025

Klenow Fragment NEB, Frankfurt

Pfu-DNA-Polymerase Promega, M 7741

T4-DNA-Ligase NEB, Frankfurt und MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

T4-DNA-Polymerase NEB, Frankfurt und MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

Restriktionsendonukleasen NEB, Frankfurt und MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

Alle Enzyme und Antikörper wurden mit den vom Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffern sowie bei

den empfohlenen Reaktionsbedingungen eingesetzt.

2.3 Antikörper und Reagenzien zur cytochemischen Aktinfärbung

Primäre Antikörper Hersteller

Maus anti-cMyc 9E10, monoklonal Santa Cruz

Kaninchen anti-GFP (Living Colors A.v. Peptide Antibody) Clontech (BD Biosciences)

Ziege anti-GST Amersham

Maus anti-Penta-His Qiagen

Maus anti-hu-Rab11a Clontech

Kaninchen anti-m-Fmn2, polyklonal M. Dettenhofer, Harvard, USA

Schaf-anti-hu-TGN46, polyklonal Serotec

Kaninchen-anti-Drosophila-p150-KW, polyklonal S. Hilgert

Kaninchen-anti-Drosophila-Capu-FH2, polyklonal S. Hilgert

Kaninchen-anti-m-Fmn2-FH2-467, polyklonal S. Hilgert

Sekundäre Antikörper Hersteller

TRITC-gekoppelter Esel-anti-Maus-Antikörper Dianova

FITC-gekoppelter Esel-anti-Kaninchen-Antikörper Dianova

TRITC-gekoppelter Esel anti-Schaf-Antikörper Dianova
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Sekundäre Antikörper Hersteller

Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte anti-Kaninchen-, Ziege- und

Maus-Antikörper

Amersham

Zenon Alexa Fluor® 488 rabbit IgG labeling reagent Molecular Probes

Zenon Alexa Fluor® 555 rabbit IgG labeling reagent Molecular Probes

Reagenzien zur Aktinfärbung Hersteller

TRITC-gekoppeltes Phalloidin Molecular Probes

FITC-gekoppeltes Phalloidin Molecular Probes

2.4 Plasmide und Oligonukleotide

2.4.1 Plasmide

Bezeichnung Hersteller/Beschreibung

pCDNA3 eukaryontischer Expressionsvektor mit CMV Promotor (Invitro-

gen, Karlsruhe)

pEGFP (N1) eukaryontischer Expressionsvektor zur Expression von Fusions-

proteinen, die mit dem N-Terminus von EGFP fusioniert sind

(Clontech, Heidelberg)

pGEX (4T-3, 6P-1) bakterieller Expressionsvektor für GST-Fusionsproteine (Amers-

ham, Chalfont St. Giles (UK))

pQE (80L, 70) bakterieller Expressionsvektor für Hexa-His-Fusionsproteine

(Qiagen, Hilden)

EGFP-mDia1- N3 S. Narumiya, Tokyo

EGFP-mDia1-F2 S. Narumiya, Tokyo

pcDNA3:VKIND-f.l. A. Mees, MSZ, Würzburg215

pBS-KIAA1135-new EST-Klon: Accession: AB 032961.2, XM_290818.1

pcDNA3-Myc-hu-Spir-1: E. Kerkhoff, J. Borawski, C. Leberfinger (s. Anhang)

pcDNA3-hu-Spir2-KIND-CAAX E. Kerkhoff, J. Borawski, C. Leberfinger (s. Anhang)

pcDNA3-Myc-p150Spir I. Otto, MSZ, Würzburg216

pcDNA3-Myc-Capu-FH1-FH2 E. Kerkhoff, J. Borawski, C. Leberfinger (s. Anhang)

pGEX-4T-3-Capu-FH1-FH2 E. Kerkhoff, J. Borawski, C. Leberfinger (s. Anhang)

pEGFP-C1-m-Fmn2-FH2 E. Kerkhoff, J. Borawski, C. Leberfinger (s. Anhang)

pEGFP-C1-m-Fmn2-FH1-FH2 E. Kerkhoff, J. Borawski, C. Leberfinger (s. Anhang)
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2.4.2 Oligonukleotide

Primer Sequenz

Bam-p150-WH2-5’ 5’ GC GGA TCC GCG AAG CTG GGC TTC AAC GAC 3’

p150-WH2-TAG-KI3’ 5’ GC GGT ACC CTA TTC CCT GAG GGT CGG TGC TTC 3’

Bam-p150-Spir5’ 5’ GC GGA TCC ACG GAG CAC CAG GCC GAG GAG 3’

SphI-p150-WH2-5’ 5’ T TAA GCA TG C TG GCG AAG CTG GGC TTC AAC 3’

p150-WH2-TAG-Bam-3’ 5’ GC GGA TCC CTA TTC CCT GAG GGT CGG TGC TTC 3’

p150-NT-KIND-KI3’ 5’ GC GGT ACC GCG TGC CCA GTC GTT GAA GCC 3’

SphI-p150-308-5’ 5’ T TAA GCA TG C TG CCT GAG AAC CAC TAT AGA GCT 3’

Bam-p150-309-5’ 5’ GC GGA TCC ACC CTG CCT GAG AAC CAC TAT AGA 3’

p150-NT-TAG-KI3’ 5’ GC GGT ACC CTA GGC CAG GTC GTA GGA TTC CAG 3’

5’ hu-Spir-1-BamHI-Myc

primer

5’ GC GGA TCC GCC GCC GCC ATG GAG CAG AAG CTG ATC

TCC GAG GAG GAC CTG gct cag gcg gct ggc ccg gcg 3’

hSpir1-KIND-EcoRI-3’ 5’ CG GAA TTC TCG TGC CCA GTC AGC GTT 3’

hSpir1-WH2-EcoRI-3’ 5’ CG GAA TTC GCT AAG TGG CCG CAT TGC TAA 3’

BamHI-h-Spir1-5’ 5’ GC GGA TCC gct cag gcg gct ggc ccg gcg 3’

h-Spir1-after-KIND-KpnI-3’ 5’ GC GGTACC TCA TCG TGC CCA GTC AGC GTT 3’

h-Spir1-after-WH2-KpnI-3’ 5’ GC GGTACC TCA GCT AAG TGG CCG CAT TGC TAA 3’

5’ m-spir1-CT 5’ CG GGA TCC CAG CCA GAG AGA AGG CAG CCA 3’

3’ m-spir1-CT 5’ TCC CCC GGG TCA GAT CTC GTT GAT AGT CCG 3’

5’-vKIND-BamH1-Myc 5’ GC GGA TCC GCC GCC GCC ATG GAG CAG AAG CTG ATC

TCC GAG GAG GAC CTG cag gcc atg gac cca gcc tcc 3’

5’-fr.1-BglII 5’ GA AGA TCT cag gcc atg gac cca gcc tcc 3’

3’-vKIND-K1-CAAX 5’ GC GAA TTC CTG CCC AGC CTC CTG CTC GGC 3’

5’-BamHI-RasGEF 5’ CG GGA TCC GAG AAG GGT CCT TAC TTC TTG 3’

3’-Ras-GEF-EcoRI 5’ CG GAA TTC CTA CTG GAA TGT GGC CTT CAT 3’

Bam-m-fmn2-befFH2-5’ 5’ GC GGA TCC gac aga gtg gct agg aag cag 3’

3’ m-fmn2-TAG-KpnI 5’ CG GGT ACC TGT TCT GGT CAC AGA TCA CGT 3’

Bam-m-fmn2-853-5’ 5’ GC GGA TCC cct ggc ctg ggc atg gca att 3’
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2.5 Standards

DNA-Standard Bandengröße in bp

1 kb Ladder, Peqlab 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,

3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000

Protein-Standards Bandengröße in kD

Precision Plus Protein dual color standards,

Bio-Rad Laboratories

10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250

Kaleidoscope prestained standards, Bio-Rad

Laboratories

7, 18, 31, 42, 71, 133, 202

2.6 Organismen

Bakterien Beschreibung/Herkunft

Escherichia coli; DH5 F- 80d lacZ M15 (lacZYA-avgF) U169 recA- en-

dA- hsdR17 (rk -, mk +) phoA snp E44 - thi –1 gyr

A96 rel A1 (Gibco BRL)

Escherichia coli; Rosetta(DE3) lac-, recA-, endA-, lon-, ompT- (Novagen)

Zellinien Beschreibung/Herkunft

NIH3T3-Zellen (Jainchill et al. 1969) immortalisierte, embryonale murine Fibroblasten-

Zellinie, kontaktinhibiert (ATCC [America Type Cultu-

re Collection] CRL-1711)

murine Körnerzellen primäre cerebelläre Maus-Zellen

Fliegenstämme Beschreibung/Herkunft

Wildtyp Berlin Wildtyp, AG Raabe, MSZ, Würzburg

W1118 Wildtyp, AG Raabe, MSZ, Würzburg

w-;P[UAS:Myc-p150-Spir]T13/TM3 Transgene p150-Spir-Linie, E. Kerkhoff, T. Raabe

w-;P[UAST:Myc-p150-Spir]T13/P[UAST:Myc-

p150-Spir]T13

Transgene p150-Spir-Linie, E. Kerkhoff, T. Raabe

w;P[w+,hs-Gal4]/SM6 Gal4-Linie zur Überexpression von Transgenen,

Bloomington/5248

67.15-Gal4 Gal4-Treiberlinie,

P[GAL4]OK107 Gal4-Treiberlinie, E. Jauch

w-;P[UAST:Myc-p150-Spir]T13/P[UAST:Myc-

p150-Spir]T13;P[GAL4]ok107/+

Transgene p150-Spir-Linie E. Kerkhoff, T. Raabe

P[ap-Gal4] Gal4-Treiberlinie, E. Jauch

w-;P[UAS:Myc-p150-Spir]T13/P[ap-Gal4] Transgene p150-Spir-Linie, E. Kerkhoff, T. Raabe
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Mäuse Beschreibung/Herkunft

B6D2 Hybride aus einer Kreuzung zwischen den Inzucht-

stämmen C57Bl/6 und DBA/2, Harlan Winkelmann

GmbH

2.7. Puffer und Lösungen

Bezeichnung Zusammensetzung

Blocking-Puffer für We-

stern-Blots

5 % (w/v) Trockenmilchpulver, 1x PBS, 0,1 % Tween 20

Bradford-Lösung 0,008 % Coomassie G250, 8,5 % Phosphorsäure, 5 % Ethanol

DNA-Probenpuffer 9 mM Tris-HCl pH 7,4, 0,45 mM EDTA, 46 % (v/v) Glycerin, 0,005 %

(w/v) Bromphenol-blau, 0,005 % (w/v) Xylencyanolblau

ICKA-Puffer (Immuno-

Complex-Kinase-Assay-

Buffer)

50 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2,5 mM EGTA, 1 %

Triton X100, 10 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, 2 g/ml Leupeptin, 2 g/l

Aprotinin, 1 mM PMSF, 10 mM NaF, 0,2 mM Na3VO4

LB-Medium 1 % Caseinhydrolysat/Peptone 140, 0,5 % Yeast Extrakt, 0,5 % NaCl,

0,1 % Glucose

LB-Platten 1 % Caseinhydrolysat/Peptone 140, 0,5 % Yeast Extrakt, 0,5 % NaCl,

0,1 % Glucose, 1 % Agar

Mowiol 20 ml Glykol, 15 g Mowiol, 100 ml 0,2 M Tris-HCl pH 8,5, 3,5 g DABCO

PBS pH 7,4 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 3,2 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4

PBST 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 3,2 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4,

0,05 % Tween 20

PBT 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 3,2 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, 0,1 %

Triton X-100

Ponceau S Lösung 0,2 % (w/v) Ponceau S, 3 % (w/v) Trichloressigsäure

Protein-Transferpuffer 1

(Western-Transfer)

25 mM Tris, 190 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol

Protein-Transferpuffer 2

(Western Semi-Dry)

25 mM Tris-HCl pH 8,3, 150 mM Glycin, 10 % (v/v) Methanol

SDS-Laufpuffer 190 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1 % SDS (w/v), pH 8,6

SDS-Probenpuffer (5x) 300 mM Tris-HCl pH 6,8, 50 % (v/v) Glycerin, 15 % (w/v) SDS, 25 %

(v/v) -Mercaptoethanol, 0,025 % (w/v) Bromphenolblau

Strip-Puffer 100 mM -Mercaptoethanol, 2 % SDS, 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8

TAE-Puffer 40 mM Tris, 40 mM Eisessig, 2 mM EDTA, pH 7,8

TBST (Protein-

Waschpuffer)

50 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM EDTA pH7,5, 0,1 % Tween 20
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Bezeichnung Zusammensetzung

TE-Puffer 1 M Tris-HCl pH 7,4, 100 mM EDTA

Zellkulturmedium 1 Vol 1x DMEM, 10 % FKS, 200 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin,

100 U/ml Streptomycin

2.8 Geräte

Artikel Firma

Analysenwaage  Sartorius

Autoklav Webeco

Blottingkammer  Hoefer

Brutschränke Memmert

Eismaschine Scotsman

Elektrophoresekammer Institutswerkstatt,

Bio-Rad

Exponierkassetten  Dr. Goos-Suprema

Feinwaage Mettler

Filmentwickler Kodak

Gefrierschrank -20 °C Liebherr

Gefrierschrank -80 °C Nunc

Gewebekulturschrank  Heraeus

Grobwaage Sartorius

Heizblöcke Gebr. Liebisch

Kühlschrank Liebherr

Kühlzentrifuge Heraeus

Luftschüttler New Brunswick

Scientific

Magnetrührer GLW

Mikroskop Leica

Mikrowelle Siemens

Netzgeräte Bio-Rad

Orbitalschüttler Bellco Biotechnology

PCR Gerät Perkin Elmer

pH-Meter WTW

Photometer Hitachi

Pipetten Gilson

Trans-Blot SD

Apparatur

Bio-Rad

Artikel Firma

Sequencer ABI PRISM 377

Sterilbank Heraeus

Tischzentrifuge Eppendorf

UV-Fotoanlage Herolab, Kaiser,

Sony

Vibrax VX2 Janke und Kinkel

Vortex-Gerät Scientific Industries

Wasserbad GFL

Wecker Roth

Zählkammer Neubauer (improved)

Zentrifugen Heraeus

Megafuge 1.0R, J2-HS

Beckmann
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3 Methoden

3.1 Kultivierung von Bakterien

3.1.1 Flüssigkulturen

Für analytische Plasmidisolierungen und Dauerkulturen wurden Bakterien des E. coli Stammes DH5α

in 5 ml LB-Flüssigmedium angezogen. Ausgehend von einer einzelnen Bakterienkolonie auf einer LB-
Agar-Platte bzw. einer Glycerinkultur wurden diese 5 ml Vorkulturen angeimpft. Zur Selektion wurden
dem Medium die benötigten Antibiotika zugesetzt. Die Bakterienkulturen wurden im Schüttler bei
180 Upm für 12-16 h bei 37 °C inkubiert. Zur Isolierung größerer Mengen von high bzw. low copy
Plasmiden wurden 100 ml bzw. 500 ml LB Medium (supplementiert mit den benötigten Antibiotika)
angeimpft und über Nacht unter denselben Bedingungen inkubiert.

3.1.2 Plattenkulturen

Um einen Vereinzelungsausstrich zu erhalten, wurden Bakterien auf festem LB-Agar-Nährboden, der
die erforderlichen Selektionssubstanzen bzw. -antibiotika enthielt, ausgestrichen. Die Platten wurden
anschließend über Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.1.3 Bakterien-Dauerkulturen

Zur Erstellung einer Bakterien-Dauerkultur wurde von einer 5 ml Übernachtkultur eine 40%ige
Glycerinkultur angelegt, die bei -80 °C in sterilen Eppendorfgefäßen aufbewahrt wurde. Unter diesen
Bedingungen sind die Bakterien mehrere Jahre haltbar.

3.2 Präparation von DNA

3.2.1 Analytische Plasmid-DNA-Isolierung

1,5 ml einer 5 ml über Nacht Bakterien -Kultur wurden für 1 min bei 13000 UpM pelletiert (Biofuge 15,
Heraeus) und der Überstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde mit 250 µl Qiagen Puffer P1
resuspendiert. Nach der Zugabe von 250 µl Qiagen Puffer P2 wurde mehrmals invertiert und die
Suspension für 5 min bei RT inkubiert. Im Anschluß wurden die chromosomale DNA und die
bakteriellen Proteine durch Zugabe von 250 µl Qiagen Puffer P3 gefällt. Die gefällten Zellbestandteile
wurden durch Zentrifugation für 5 min bei 13000 UpM (Biofuge 28RS, Heraeus) sedimentiert, 500 µl
des klaren Überstands in ein neues Eppendorfgefäß überführt und die DNA durch Zugabe von 500 µl
Isopropanol für 5 min bei RT gefällt. Nach 10 min Zentrifugation bei 13000 UpM (Biofuge 28RS,
Heraeus) wurde der Überstand verworfen und das Pellet mit 500 µl 70%igem Ethanol gewaschen.
Das DNA-Pellet wurde getrocknet und in 30 µl H2Odd gelöst. Für analytische Restriktionsanalysen
wurden jeweils 8 µl der erhaltenen DNA-Lösung eingesetzt.

Qiagen Puffer P1 50 mM Tris-HCl, pH 8,0

10 mM EDTA

100 µg/ml Rnase A
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Qiagen Puffer P2 200 mM NaOH

1 % SDS

Qiagen Puffer P3 3,0 M Kaliumacetat, pH 5,5

3.2.2 Präparative Plasmid-DNA-Isolierung über den „Qiagen Plasmid
Maxi Kit“

100 ml (für high-copy Plasmide) bzw. 500 ml (für low-copy Plasmide) einer über Nacht Bakterien-
Kultur wurden 15 min bei 6000 UpM abzentrifugiert (Sorvall Zentrifuge, Rotor SS-34 bzw. GSA) und
die Plasmid-DNA in Anlehnung an das Qiagen Plasmid Maxi Kit Protokoll isoliert. Diese Methode zur
Reinigung von Plasmid-DNA basiert auf der optimierten alkalischen Lyse-Methode von Birnboim und
Doly217. Sie erlaubt vor allem die selektive Reinigung von Plasmid-DNA in der supercoiled-Form und
besitzt einen hohen Reinheitsgrad, so daß die gereinigte DNA zur Transfektion und Transformation,
zum Sequenzieren oder Klonieren eingesetzt werden kann. Das Bakterienpellet wurde mit 10 ml
Qiagen Puffer P1 vollständig resuspendiert. Nach Zugabe von 10 ml Qiagen Puffer P2 wurde die
Suspension vorsichtig geschüttelt und die Bakterien für 5 min bei RT lysiert. Anschließend wurde die
Lösung durch Zugabe von 10 ml eiskaltem Qiagen Puffer P3 neutralisiert und anschließend 10 min
auf Eis inkubiert. Zelltrümmer und chromosomale DNA wurden durch Zentrifugation für 10 min bei
4 °C und 400 UpM (Heraeus Megafuge) entfernt. Der klare Überstand wurde auf eine bereits mit 10 ml
Qiagen Puffer QBT äquilibrierte Säule (Qiagen-tip 500) gegeben. Nach der Passage des Überstandes
wurde die Säule zweimal mit jeweils 30 ml Qiagen Puffer QF gewaschen. Die an das Säulenmaterial
gebundene Plasmid-DNA wurde anschließend durch Zugabe von 15 ml Qiagen Puffer QF eluiert und
mit 0,7 Vol Isopropanol bei RT gefällt. Nach der Zentrifugation (30 min, 4 °C, 4000 UpM) wurde das
Plasmid-DNA-Pellet mit 5 ml 70%igem Ethanol gewaschen, 5 min an der Luft getrocknet und in 100-
300 µl H2Odd aufgenommen. Die DNA-Konzentration wurde mittels Extinktionsmessung bei 260 nm
bestimmt.

Qiagen Puffer QBT 750 mM NaCl

50 mM MOPS, pH 7,0

15 % Isopropanol

0,15 % Triton X-100

Qiagen Puffer QC 1 M NaCl

50 mM MOPS, pH 7,0

15 % Isopropanol

Qiagen Puffer QF 1,25 M NaCl

50 mM Tris-HCl, pH 8,5

15 % Isopropanol

3.3 Herstellung und Aufarbeitung von DNA-Fragmenten

3.3.1 Photometrische Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration

Die Konzentration von nukleinsäurehaltigen Lösungen wurde durch Messung der optischen Dichte
(OD) bei einer Wellenlänge von 260 nm (Ultrospec Plus 4054, Pharmacia) ermittelt. Eine OD260-
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Einheit entspricht einer Nukleinsäure-Konzentration von 50 µg/ml für doppelsträngige DNA, 40 µg/ml
für RNA und einzelsträngige DNA sowie 37 µg/ml für Einzelstrangoligonukleotide218.

3.3.2 Konzentrationsbestimmung auf Agarosegelen

Für die Konzentrationsbestimmung kleiner DNA-Mengen wurden Aliquots der entsprechenden DNA-
Lösungen zusammen mit einer Reihe von Referenzproben bekannter Konzentration auf einem
Agarosegel koelektrophoretisiert. Durch einen Vergleich der Fluoreszenzintensitäten definierter
Banden konnte die Konzentration der DNA-Lösungen sehr genau bestimmt werden, da bei niedrigen
Konzentrationen diese Intensität proportional zur DNA-Menge ist218.

3.3.3 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsspaltungen wurden in 30 µl Reaktionsvolumen und mit einer DNA Konzentration von
maximal 0,1 µg/µl durchgeführt. Die Reaktionsdauer betrug 1-2 h bei 37 °C. In der Regel wurden 2
Einheiten (U) des Enzyms pro µg DNA eingesetzt. Die Reaktionspuffer und Inkubationstemperaturen
wurden nach Herstellerangaben gewählt.

3.3.4 Aufreinigung von DNA über den „PCR-Purification-Kit“

Nach Restriktionsspaltungen wurde die DNA, wenn erforderlich, mittels „QIAquick PCR Purification Kit
Protocol“ aufgereinigt. Es wurden fünf Volumen Bindungspuffer PB mit einem Volumen
Restriktionsansatz gemischt und für 60 s und 13000 UpM über eine QIAquick Säule zentrifugiert. Der
Durchfluß wurde verworfen und die Säule mit 0,75 ml PE-Puffer gewaschen (60 s, 13000 UpM). Der
Durchfluß wurde verworfen und die Säule ein weiteres Mal zur kompletten Entfernung des
Waschpuffers PE zentrifugiert (60 s, 13000 Upm). Die Säule wurde in ein frisches Eppendorfgefäß
gesetzt und die QIAquick Membran mit 30 µl Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5) für 1 min bei RT
inkubiert. Anschließend wurde die Plasmid-DNA durch Zentrifugation (60 s, 13000 UpM) von der
Säule eluiert.

3.3.5 Isolierung von DNA-Fragmenten mittels „QIAEX II Gel Extraction
Kit“

Die QIAEX II Methode der Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen basiert auf der
Auflösung der Agarose und der selektiven, quantitativen Adsorption der Nukleinsäuren an die QIAEX
II Silikagel Partikel unter hohen Salzkonzentrationen sowie anschließender Elution der DNA durch
niedrige Salzkonzentrationen. Zu einem Volumen nukleinsäurehaltigen Agarose-Gels wurden drei
Volumen QIAEX Puffer QX1 und 10 µl QIAEX II Matrix gegeben. Anschließend wurde die
Reaktionslösung für 10 min bei 50 °C unter regelmäßigem heftigem Schütteln inkubiert, bis sich die
Agarose vollständig aufgelöst hatte. Dieser Ansatz wurde für 30 s bei 13000 UpM zentrifugiert und die
Matrix einmal mit 500 µl QIAEX Puffer QX1 und zweimal mit 500 µl QIAEX Puffer PE gewaschen. Die
sedimentierte Matrix wurde 15 min an der Luft getrocknet und die DNA mit 20 µl H2Odd für 5 min bei
50 °C eluiert. Nach der Zentrifugation (30 s, 13000 UpM) wurde der Überstand mit dem DNA-
Fragment isoliert und konnte für Restriktionsspaltung oder Ligationen verwendet werden.
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3.3.6 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Chain-Reaction (PCR) ist eine in vitro Methode zur enzymatischen Synthese
spezifischer DNA-Sequenzen. Zunächst wird eine doppelsträngige DNA (Matrizen-DNA) denaturiert
und anschließend an die entstehenden komplementären Einzelstränge zwei Oligonukleotid-Primer,
die die zu amplifizierende DNA-Sequenz flankieren, hybridisiert. Mittels einer thermostabilen DNA-
Polymerase werden, ausgehend von den Oligonukleotid-Primern, die jeweiligen komplementären
DNA-Stränge synthetisiert. Eine sich wiederholende Folge von DNA-Denaturierung, Primer-
Hybridisierung und DNA-Synthese führt zu einer exponentiellen Anreicherung der Ziel-DNA, deren
Enden durch die 5´-Enden der Primer definiert sind. Die PCR wird in einem Reaktionsvolumen von
100 µl in einem 0,5 ml Eppendorfgefäß durchgeführt. Für einen Ansatz werden ca. 200 ng Matrizen-
DNA, 10 µl 10x Pfu-Reaktionspuffer, 1 µl dNTP-Mix, je 20 pmol Primer und 1 µl Pfu-Polymerase
eingesetzt. Standardreaktionen wurden auf einem Thermocycler (Eppendorf, Hybaid) mit folgendem
Programm durchgeführt: Die optimale Hybridisierungstemperatur TM wurde für jedes Primerpaar
ermittelt: TM = 4 x (G+C) + 2 x (A+T) – 5
Die Reaktion wurde für 3 min bei 94 °C inkubiert und durchlief dann 30x folgende Schleife:
Denaturierung bei 94 °C, 45 s
Primer-Hybridisierung bei 48-65 °C, 45 s
Polymerasereaktion bei 72 °C, 2 min/1000 bp
Anschließend wurde der Ansatz 10 min bei 72 °C inkubiert und auf RT gekühlt. Der gesamte PCR
Ansatz wurde auf einem 1%igen Agarosegel analysiert. Die Aufreinigung der PCR Produkte erfolgte
mittels QIAEX II Gel Extraction Kit.

3.3.7 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wurde alternativ zur Überprüfung von Klonierungen eingesetzt und ersetzte hier die
analytische Plasmidpräparation mit anschließender Restriktionsspaltung. Sie wurde analog zu 3.3.6
durchgeführt. Als DNA-Matrize diente die DNA einer Bakterienkolonie, welche durch Lyse der
Bakterien zugänglich gemacht wurde. Die Lyse wurde durch einen zusätzlichen Schritt für 5 min bei
95 °C vor dem PCR-Programm (siehe 3.3.6) auf dem Thermocycler durchgeführt. Von den getesteten
Bakterienkolonien wurde jeweils ein Replikat für den Fall einer Weiterverwendung auf einer neuen
Agarplatte angefertigt.

3.3.8 Reverse-Transcriptase Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Reverse-Transcriptase Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) ist wie die PCR eine in vitro
Methode zur enzymatischen Synthese spezifischer DNA-Sequenzen ausgehend von einer RNA-
Matrize. Der eigentlichen PCR-Amplifikation mit der HotStarTaq DNA Polymerase geht die reverse
Transkription mit Omniscript und Sensiscript Reverse Transcriptasen voran. Die RT-PCR wurde mit
dem Qiagen OneStep RT-PCR Kit durchgeführt. Die PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 50
µl durchgeführt. Für einen Ansatz wurden ca. 200 ng Matrizen-RNA, 10 µl 5x Q-Solution, 10 µl 5x
Qiagen OneStep RT-PCR Buffer, 1 µl dNTP-Mix (0,5 mM), je 20 pmol Primer und 2 µl Qiagen
OneStep RT-PCR Enzyme Mix eingesetzt. Der Ansatz für die reverse Transkriptions-Reaktion wurde
für 30 min bei 50 °C inkubiert. Anschließend wurde die HotStarTaq DNA Polymerase für 15 min bei
95 °C aktiviert und die Reversen Transkriptasen inaktiviert. Die anschließende PCR-Reaktion wurde
analog zu 3.3.6 durchgeführt.
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3.4 Klonierung rekombinanter DNA-Moleküle

3.4.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen für Hitzeschock-
Transformation

E. coli Bakterien können durch Behandlung mit einem Calciumchlorid Puffer (TB Puffer) kompetent
gemacht werden, d. h. dazu gebracht werden, Plasmid-DNA aus einer umgebenden Lösung
aufzunehmen. Zur Herstellung kompetenter Bakterienzellen wurden ausschließlich autoklavierte
Lösungen und Gefäße benutzt. Von einer Glycerinkultur des E. coli Stammes DH5α bzw. Rosetta
wurden ca. 50 µl auf einer LB- bzw. LB (Camp+)- Agarplatte ausgestrichen. Nach Wachstum über
Nacht bei 37 °C im Brutschrank wurde eine einzelne Kolonie gepickt und damit 500 ml SOB- bzw.
SOB (Camp+)- Medium angeimpft, das über Nacht bei 18 °C geschüttelt wurde bis die Bakterien die
exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten. Dies ist der Fall, wenn die Bakteriensuspension eine
optische Dichte OD von 0,6 bei einer Wellenlänge von 600 nm erreicht hat. Die Suspension wurde
dann in einem Eisbad 10 min abgekühlt. Alle weiteren Schritte wurden bei 0-4 °C durchgeführt. Die
Bakterien wurden zunächst 10 min bei 4 °C mit 2.000 Upm sedimentiert (Zentrifuge CR3i, Rotor T40,
Jouan), in 160 ml TB-Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis gestellt. Anschließend wurden sie 10
min bei 2.000 Upm und 4 °C abzentrifugiert (Zentrifuge Heraeus, Rotor T40, Jouan) und das Pellet in
40 ml eiskaltem TB Puffer aufgenommen. Unter leichtem Schwenken wurde DMSO bis zu einer
Endkonzentration von 7 % zugegeben. Diese Bakteriensuspension wurde in Aliquots von je 100 µl in
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80 °C aufbewahrt. Die Kompetenz der Bakterien wurde
in Anzahl der transformierten Bakterien (Klone) pro eingesetzter Menge (µg) DNA angegeben und lag
durchschnittlich bei 108 Klonen pro 1 µg verwendeter Plasmid-DNA.

3.4.2 Präparation von Vektoren

Zur Herstellung linearisierter Vektor-DNA wurden 2 µg Plasmid-DNA mit den jeweiligen
Restriktionsenzymen gespalten. Der Reaktionsansatz wurde auf einem Agarosegel auf die
Vollständigkeit der Linearisierung untersucht und die DNA über den QIAEX II Gel Extraction Kit
aufgereinigt.

3.4.3 Ligation von DNA-Fragmenten mit Vektoren

Die Ligation eines linearisierten Vektors mit dem gewünschten DNA-Fragment wurde durch die T4-
DNA-Ligase katalysiert. Dazu wurden in einem 20 µl-Ansatz 100 ng Vektor-DNA mit einem 3- bis 9-
fachen molaren Überschuss des zu ligierenden Fragments, 2 µl 10x Reaktionspuffer (sticky ends) und
2 Einheiten (U) T4-DNA-Ligase versetzt und bei 16 °C über Nacht inkubiert. Zur Kontrolle wurde ein
Ansatz ohne das zu ligierende Fragment durchgeführt. Der Ligationsansatz wurde ohne weitere
Reinigung zur Transformation kompetenter Bakterien-Zellen des E. coli Stammes DH5α eingesetzt.

3.4.4 Hitzetransformation von Bakterienzellen

Die bei -80 °C aufbewahrte kompetente Bakterienzellen (E. coli Stämme DH5α bzw. Rosetta) wurden

für 10 min auf Eis aufgetaut und anschließend 50 % des Ligationsansatzes bzw. 100 ng Plasmid-DNA
zugegeben. Die Zellsuspension wurde für 30 min bei 0 °C inkubiert, anschließend für 90 s auf 42 °C
erwärmt und sofort wieder für 2-3 min im Eisbad abgekühlt. Nach Zugabe von 500 µl LB-Medium ohne
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Selektionsantibiotika wurden die Bakterien 1 h bei 37 °C mit 120 UpM geschüttelt. Nach dieser Zeit
wurden 10 % bzw. 90 % der Bakterien auf antibiotikahaltigen Agarplatten ausplattiert und über Nacht
bei 37 °C inkubiert. Ein Teil der Kolonien wurde im analytischen bzw. präparativen Maßstab gezüchtet
und die isolierte Plasmid-DNA durch Restriktionsspaltung und anschließender Gelelektrophorese
analysiert.

3.5 Gelelektrophoretische Methoden

3.5.1 Analyse von DNA in Agarosegelen

Für 1%ige Agarosegele wurden 0,5 g Agarose in 50 ml TBE-Puffer aufgekocht, auf 60 °C abgekühlt,
mit 5 µl Ethidiumbromidlösung (5 mg/ml) versetzt und anschließend in eine horizontale Gelapparatur
gegossen. Als Elektrophoresepuffer wurde ebenfalls TBE-Puffer verwendet. Die in Probenpuffer
aufgenommene DNA wurde bei 80-100 V (max. 300 mA) elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der
Elektrophorese konnte die DNA dann unter UV-Licht analysiert, photographiert und gegebenenfalls
mit einem Skalpell ausgeschnitten werden.

3.5.2 Analyse von Proteinen in denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelen

Zur Auftrennung von Proteinen wurden 18 x 11 x 0,15 cm SDS-Polyacrylamidgele verwendet. Sie
bestanden aus einem unteren Trenngel (6-12,5%ig) und einem oberen Sammelgel (3,75%ig). Das
Trenngel wurde bis auf eine Höhe von etwa 2 cm unterhalb des Taschenformers zwischen zwei
vertikal stehende Glasplatten gegossen und zur Ausbildung einer glatten Oberfläche mit Isopropanol
überschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen, das Trenngel mit dem
Sammelgel überschichtet und ein Taschenformer eingesetzt. Anschließend wurde das Gel in die
Gelelektrophoresekammer (Sigma) eingespannt und mit 1x SDS-Laufpuffer befüllt. Die zu
untersuchenden Proteinproben wurde in 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen und für 5 min bei 95 °C
denaturiert bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden. Die Elektrophorese erfolgte für 2 h bei 45 mA
und 300 V.

Trenngel 6-12,5 % Acrylamid-Bisacrylamid (33 :0,9)

391 mM Tris-HCl, pH 9,0

0,69 % SDS

0,1 % TEMED

0,05 % APS

Sammelgel 3,75 % Acrylamid-Bisacrylamid (19:1)

116 mM Tris-HCl, pH 6,8

0,09 % SDS

0,14 % TEMED

0,09 % APS
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3.6 Proteinexpression in Prokaryoten

3.6.1 Expression rekombinanter Proteine in E. coli Rosetta

Zur Expression von rekombinanten Proteinen wurden Expressionsvektoren für N-terminale GST-
Fusionsproteine (pGEX-4T-3 bzw. pGEX-6P-1) bzw. 6x-Histidin-tag-Fusionsproteine (pQE-80-L) in
den E. coli Stamm Rosetta transformiert. Die Transkriptionskontrolle der rekombinanten Proteine
erfolgt über den LacZ-Promotor dieser Expressionsvektoren. Die Expression wurde durch IPTG

induziert. Die Bakterien wurden in LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin und 34 µg/ml Chloramphenicol
über Nacht bei 37 °C und 180 Upm auf einem Plattformschüttler kultiviert. Die Übernachtkultur wurde
im Verhältnis 1:10 verdünnt, bis zu einer optischen Dichte OD600 von 0,6 bis 0,8 weiterwachsen
gelassen, die Expression mit 0,1 mM IPTG induziert und nochmals über Nacht bei 21 °C und 120
UpM kultiviert. Die Kultur wurde in einer Beckmann-Zentrifuge mit GSA-Rotor für 10 min bei 13000
UpM zentrifugiert und das Bakterienpellet weiterverarbeitet oder bis zur weiteren Verarbeitung bei –
20 °C gelagert.

3.6.2 Aufreinigung nativer rekombinanter GST-tag Proteine

Alle Schritte zur Aufreinigung der nativen Proteine erfolgten auf Eis, um eine Degradation der Proteine
zu vermeiden. Die Lyse erfolgte durch Resuspension der Bakterien-Pellets in TBST (1/20 Vol des
vorherigen Kulturvolumens) und anschließender Sonifizierung (Intervalle von 6x 10 s und 2x 20 s).
Das Lysat wurde durch Zentrifugation in einer Beckmann-Zentrifuge mit SS34-Rotor geklärt (30 min, 4
°C, 13000 UpM). Das klare Lysat, welches die löslichen GST-Fusionsproteine enthielt, wurde mit

TBST gewaschener Glutathione-Sepharose (200 µl Matrixvolumen/10 ml klares Lysat) für 2 h bei 4 °C
auf einem Rotator inkubiert. Anschließend wurden die an der Matrix immobilisierten Proteine zweimal
mit TBST gewaschen und bis zur weiteren Verwendung als 1:1 Suspension in TBST bei 4 °C gelagert.

3.6.3 Aufreinigung nativer rekombinanter Hexa-His-tag Proteine

Alle Schritte zur Aufreinigung der nativen Proteine erfolgten auf Eis um eine Degradation der
rekombinanten Proteine zu vermeiden. Die Aufreinigung der nativen 6x-His-Fusionsproteine erfolgte
nach Lyse der Bakterien in Lysispuffer (1/20 Vol des vorherigen Kulturvolumens), achtmaliger
Sonifizierung für 10 s und anschließender Zentrifugation in einer Beckmann-Zentrifuge mit SS34-
Rotor geklärt (30 min, 4 °C, 13000 Upm). Das klare Lysat wurde für 1 h bei 4 °C mit Ni-NTA-Agarose,
die zuvor in Lysispuffer äquilibriert worden war, inkubiert. Die an den Ni-NTA Matrix immobilisierten
Proteine wurden zweimal mit Qiagen-Lysispuffer, einmal mit Qiagen-Waschpuffer gewaschen. Die

Proteine wurden zweimal mit 500 µl Qiagen-Elutionspuffer eluiert und anschließend über NAP-10
Säulen in pull down-Puffer oder PBS mit jeweils 20 % Glycerin umgepuffert und bei –20 °C gelagert.
Alternativ konnten die an den Ni-NTA beads immobilisierten Proteine zweimal mit PBST-Puffer
gewaschen werden und als 1:1 Suspension in PBST-Puffer bei 4 °C gelagert werden.
Der Reinheitsgrad sowie die Konzentration der rekombinanten GST- bzw. 6x-His-Proteine wurde
durch SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung im Vergleich zu BSA Standards oder
mittels Western-Blot und Ponceau Färbung verifiziert.
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Lysispuffer, pH 8,0 50 mM NaH2PO4

300 mM NaCl

10-20 mM Imidazole

Waschpuffer, pH 8,0 50 mM NaH2PO4

300 mM NaCl

20-50 mM Imidazole

Elutionspuffer, pH 8,0 50 mM NaH2PO4

300 mM NaCl

150 mM Imidazole

3.7 Proteinanalytische Methoden

3.7.1 Coomassie Färbung von Proteingelen

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine können durch Anfärbung mit Coomassie-Blau auf dem
Gel sichtbar gemacht werden. Hierfür wurden Gele für 30 min in Coomassie-Blau-Färbelösung gelegt
und anschließend über Nacht auf dem Schüttler in Entfärbelösung gewaschen, bis der überschüssige
Farbstoff entfernt und die einzelnen Proteinbanden deutlich sichtbar wurden.

3.7.2 Western-Blot

Der elektrophoretische Transfer der Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf eine
Nitrozellulosemembran erfolgte mit einer Elektroblotkammer von Sigma. Die Nitrozellulosemembran
und vier 3MM-Whatman-Filterpapierstücke wurden auf die Größe des Gels zugeschnitten. Zwei
Schaumstoffschwämme aus der Blotapparatur und das Whatman-Papier wurden mit Transferpuffer
durchtränkt, die Nitrozellulosemembran für einige Minuten in destilliertes Wasser gelegt. Der Blot
wurde in folgender Reihenfolge im Plastikeinsatz der Blotapparatur luftblasenfrei gestapelt:
Schaumstoffschwamm, zwei Lagen Whatman-Papier, Gel, Nitrozellulosemembran, zwei Lagen
Whatman-Papier Schaumstoffschwamm. Der Plastikeinsatz mit Blot wurde in die mit Transferpuffer
gefüllte Blottingkammer so eingesetzt, daß die Nitrozellulosemembran in Richtung Anode und das Gel
in Richtung Kathode zeigte. Der Transfer fand für 80 min unter konstanter Stromstärke von 450 mA
statt.

3.7.3 Western-Blot Semi Dry

Der elektrophoretische Transfer der Proteine aus breiteren (>11 cm) SDS-Polyacrylamidgel auf eine
Nitrozellulosemembran erfolgte mit einer Trans-Blot SD Apparatur (Bio-Rad) mit Hilfe der Halbtrocken-
Methode. Die Nitrozellulosemembran und 12 Whatman-Filterpapierstücke wurden auf die Größe des
Gels zugeschnitten und mit Transferpuffer 2 getränkt. Auf die Anode der Transferapparatur wurden
luftblasenfrei sechs Lagen des Whatman-Papiers, die Nitrozellulosemembran, das Polyacrylamidgel
und nochmals sechs Lagen Whatman-Papier gestapelt. Der Transfer fand für 60 min unter konstanter
Stromleistung von 8 W statt.
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3.7.4 Färbung der Membran mit Ponceau S

Um den Transfer zu kontrollieren, wurde die Nitrozellulosemembran für 2 min in Ponceau S Lösung
geschwenkt und anschließend in H2O solange entfärbt, bis Proteinbanden sichtbar wurden.
Anschließend wurde die Membran mit PBST-Puffer wieder entfärbt.

3.7.5 Immundetektion von immobilisierten Proteinen

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Nitrozellulosemembran mit Blocking-Puffer (5 %
Magermilchpulverlösung in PBST, pH 7,4) ÜN bei 4 °C abgesättigt. Anschließend wurde der gegen
das gesuchte Protein gerichtete primäre Antikörper verdünnt in Blocking-Puffer (100-300 ng/ml)
zugegeben und 3 h bei RT inkubiert. Die Membran wurde dreimal für 7 min mit PBST-Puffer
gewaschen und der mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelte sekundäre Antikörper (50-100 ng/ml in
verdünntem Blocking-Puffer (1,67 % Magermilchpulverlösung in PBST, pH 7,4), der gegen den ersten
Antikörper gerichtet war, zugegeben. Wiederum wurde 45 min bei RT inkubiert und danach erneut
gründlich gewaschen.
Zur Detektion wurden 800 µl ECL-Lösung I mit 800 µl ECL-Lösung II gemischt und die
Nitrozellulosemembran für 1 min darin geschwenkt. Anschließend wurde sie vorsichtig getrocknet, in
Frischhaltefolie verpackt und für 1 min bis 1 h auf einem Röntgenfilm exponiert. Zur
Größenbestimmung diente der Prestained Protein Marker.

3.7.6 Strippen von Nitrozellulosemembranen

Um weitere Proteine auf der Membran detektieren zu können, mußten die daran gebundenen
Antikörper entfernt werden. Hierzu wurde die Membran für 30 min bei 50 °C in 10 ml Strip-Puffer
geschwenkt und anschließend viermal für 10 min bei RT mit PBST-Puffer gewaschen. Die so
behandelte Membran stand für eine erneute Immundetektion zur Verfügung.

Strip-Puffer 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,7

2 % SDS

0,7 % -Mercaptoethanol

3.7.7 Umpuffern von Proteinen über Nap-10 Säulen bzw. PD-10 Säulen

Zur Umpufferung von Proteinlösungen wurden Nap-10 bzw. PD-10 Säulen mit 1 ml bzw. 5 ml
Sephadex G-25 Matrix (Partikelgröße: 85-260 µm) verwendet. Die Säulen wurden mit 15 ml bzw.
25 ml des gewünschten (glycerinfreien) Puffers äquilibriert, die Proteinlösung zugegeben und der
Durchlauf verworfen. Die Proteine wurden mit dem gewünschten Puffer eluiert.

3.7.8 Dialyse von Proteinen

Zur Dialyse von größeren Volumina an Proteinlösungen wurden Dialyseschläuche (Fa. Roth, Typ
8/32) mit einer Porengröße von 2,5-5,0 nm verwendet. Die Dialyseschläuche wurden vor Gebrauch
nach Anleitung des Herstellers in 2 % NaCO3 und 1 mM EDTA gekocht, und für 10 min in H2O
gewaschen. Anschließend wurden sie für 10 min in H2Odd gekocht und in 0,1 mM EDTA gelagert. Die
Proteinlösungen wurden im Dialyseschlauch unter langsamem Rühren für mindestens 4 h oder über
Nacht gegen ein bis zu 1000faches Volumen Puffer dialysiert. Der Puffer wurde dabei zweimal
gewechselt.
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3.7.9 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentrationsbestimmung beruht auf der Bindung des Farbstoffes Serva Blue G-250 an
Proteine und die daraus resultierende Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs von
465 nm (rot-violett) nach 595 nm (blau) (Bradford, 1976). Zu je 950 µl Bradford-Lösung wurden 50 µl
eines BSA- oder IgG-Standards bzw. die zu analysierenden wäßrigen Protein- oder Antikörper-
Lösungen gegeben und für fünf Minuten bei RT inkubiert. Durch Extinktionsmessung bei OD = 595 nm
konnte die Proteinkonzentration anhand der mit BSA bzw. IgG erstellten Eichgeraden berechnet
werden.

c (µg/µl) = OD595 x Bradford-Faktor / eingesetzte Proteinmenge in µl

3.7.10 Analytische Gelfiltration nativer Proteine

Für die Durchführung der Gelfiltration zur größenabhängigen Auftrennung von Proteinen wurde das
HPLC-System ÄKTAexplorer100 (Amersham) verwendet. Alle Lösungen wurden filtriert
(Membranfilter 0,6 µm, Schleicher & Schuell) und mit einer Vakuum-Saugflasche bei 80 mbar (CUC-2
Vacuubrand) entgast. Die Superdex 200 HR 16/60 Säule (Amersham/Pharmacia) wurde für 2 h bei
einer Flußrate von 100 µl/min mit dem Laufpuffer äquilibriert. Das System wurde mit den folgenden
Proteinmarkern des HMW und LMW Gel Filtration Calibration Kit (Pharmacia) kalibriert: Aldolase
(158 kD), Albumin (67 kD), Ovalbumin (43 kD) und Chymotrypsinogen A (25 kD) (Amersham). Der
Probenauftrag von 150-400 g Protein (500 µl) erfolgte über einen Injektionsloop. Die Auftrennung
erfolgte zunächst mit einer Flußrate von 400 µl/min. Nach 15 ml Lauf wurde die Flußrate auf
600 µl/min gesetzt. Die Absorption wurde bei 280 nm gemessen und das Eluat mit einem
Fraktionssammler (Model 2110 Fraction Collector, Bio-Rad) in 1 ml Fraktionen gesammelt. Je Fraktion

wurden 40 µl Eluat entnommen, mit 5 µl 5x Probenpuffer für 5 min bei 95 °C inkubiert und auf einem
SDS-Polyacrylamidgel analysiert.

Laufpuffer 25 mM Tris-HCl, pH 7,4

150 mM NaCl

1 mM EDTA

15 % Glycerin

3.8 Immunpräzipitation

3.8.1 Immunpräzipitation mit Potein A-Sepharose

Immunpräzipitation ist eine weit verbreitete Methode um Zielantigene mittels eines spezifischen
Antikörpers im analytischen Maßstab aus komplexen Proteinmischung, wie Zell-Lysaten, zu isolieren.
In 35 mm-Kulturschalen gezüchtete NIH/3T3, HeLa oder murine Körner-Zellen wurden zweimal mit
PBS gewaschen und anschließend mit je 1 ml eiskaltem, mit Proteaseinhibitoren komplettiertem
ICKA-Lysis-Puffer für 20 min bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit einem
Zellschaber von den Kulturschalen gelöst, in ein Eppendorfgefäß überführt und dreimal für 15 s heftig
geschüttelt. Die Zellsuspension wurde für 5 min bei 4 °C und 15000 UpM zentrifugiert und zu dem
Überstand 3 µg des gewünschten Kaninchen Antikörpers gegeben. Die Mischung wurde mehrmals
invertiert und für 1 h auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden je 30 µl einer Protein A-
Agarosematrix, die zweimal mit ICKA-Puffer vorgewaschen war, dem Antikörper Ansatz zugegeben
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und für 1,5 h bei 4 °C rotiert. Die Matrix wurde für 1 min bei 2000 Upm zentrifugiert, der Überstand
verworfen und die Matrix dreimal mit eiskaltem ICKA-Lysis-Puffer gewaschen. Die auf der Matrix
immobilisierten Proteine wurden entweder bei 4 °C gelagert oder sofort mittels SDS-PAGE analysiert.
Dazu wurde die Matrix in 30 µl 1x SDS-Puffer aufgenommen und die Proteine bei für 5 min 95 °C
denaturiert.

ICKA-Lysis-Puffer 50 mM Hepes, pH 7,5

150 mM NaCl

1 mM EDTA

2,5 mM EGTA

1 % Triton X-100

10 % Glycerin

Proteaseinhibitoren 2 µg/ml Leupeptin

2 µg/ml Aprotinin

1 µg/ml Pepstatin (in Methanol)

1 mM PMSF (in Ethanol)

3.8.2 Immunpräzipitation mit Potein G-Sepharose

Die Immunpräzipitation mit Protein G-Agarose wurde analog zu 3.8.1 mit Maus Antikörpern
durchgeführt.

3.9 Bindungsstudien

3.9.1 GST pull down mit NIH/3T3 oder HeLa Zell-Lysat

Ein 3,5 cm Kulturschale mit transient EGFP- bzw. Myc-Fusionsprotein exprimierenden NIH/3T3 oder

HeLa Zellen wurde zweimal mit PBS gewaschen, die Zellen in 500 µl eiskaltem, mit
Proteaseinhibitoren (siehe 3.8.1) komplementiertem pull down-Puffer abgeschabt und in einem
Eppendorfgefäß für 40 min bei 4 °C auf einem Nutator lysiert. Das Lysat wurde für 5 min bei 4 °C und

15000 UpM zentrifugiert, 43 µl Überstand (als Einsatzkontrolle) mit 5 µl 5x Probenpuffer für 5 min bei

95 °C inkubiert und 430 µl des klaren Lysats für den pull down eingesetzt. Jeweils 25 µl unbeladene

Glutathione-Sepharose-Matrix wurden einmal mit eiskaltem pull down-Puffer gewaschen, 1-2 µg GST

bzw. GST-Fusionsprotein an Glutathione-Sepharose-Matrix zugegeben und weitere zweimal
gewaschen. Das Zell-Lysat wurde zur gewaschenen Matrix gegeben, für 2 h bei 4 °C permanent
invertiert und fünfmal mit eiskaltem pull down-Puffer gewaschen. Die Matrix wurde mit 30 µl 1x
Probenpuffer für 5 min bei 95 °C inkubiert und der Überstand sowie die Einsatzkontrolle des Zell-
Lysats auf einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert.

pull down-Puffer 25 mM Tris-HCl, pH 7,4

150 mM NaCl

1 mM EDTA

0,1 % NP-40

10 % Glycerol
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3.9.2 GST pull down mit 6x-His-Fusionsprotein

Eluiertes rekombinantes 6x-His-Protein wurde über NAP-10 Säulen in pull down-Puffer umgepuffert,
die Proteinmenge zusammen mit einem BSA Proteinmengenstandard auf einem SDS-

Polyacrylamidgel analysiert und 2 bzw. 10 µg mit pull down-Puffer auf 500 µl aufgefüllt. Der pull down
wurde analog zu dem pull down mit NIH/3T3 Zellen durchgeführt.
Die pull down Experimente mit rekombinantem 6x-His-p150-Spir-NT und 6x-His-m-Fmn-2-FH1-FH2
wurde aufgrund der schnellen Degradation bzw. der geringen Expressionsmenge der Proteine direkt
mit jeweils 2,5 ml eines mit pull down-Puffer hergestellten klaren 6x-His-p150-Spir-NT bzw. 6x-His-m-
Fmn-2-FH1-FH2 Lysat aus Rosetta-Bakterien durchgeführt.

3.9.3 6x-His pull down mit NIH/3T3 Zellysat

Der pull down assay wurde analog zu dem GST pull down mit NIH/3T3 Zell-Lysat mit 6x-His-
Fusionsprotein beladenen Ni-NTA-beads durchgeführt.

3.9.4 Ko-Immunpräzipitation

Für Ko-Immunopräzipitation wurde aus NIH/3T3, HeLa Zellen oder murine Körnerzellen wie unter
3.9.1 beschrieben ein klares Lysat hergestellt und ein Aliquot als Einsatzkontrolle für die nachfolgende
Analyse aufbereitet. Dem Überstand wurden 2-3 µg des gewünschten Kaninchen Antikörpers
zugegeben. Die Mischung wurde mehrmals invertiert und für 1 h auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation
wurde 30 µl mit pull down-Puffer äquilibrierte Protein A-Agarose dem Antikörper Ansatz zugegeben
und für 145 min bei 4 °C rotiert. Die Matrix wurde 1 min bei 2000 Upm zentrifugiert und der Überstand
verworfen. Nach fünf Waschgängen mit eiskaltem pull down-Puffer wurde die Matrix mit 30 µl 1x
Probenpuffer für 5 min bei 95 °C inkubiert und die eluierten Proteine auf einem SDS-Polyacrylamidgel
analysiert.

3.10 Zellkulturtechniken

3.10.1 Kultivierung von NIH/3T3 Zellen

Zellen der murinen Fibroblasten Zelllinie NIH/3T3 wurden in 1x DMEM-Medium kultiviert, dem 10 %
FKS, 1 % Penicillin (10 kU/ml) und 1 % Streptomycin (10 kU/ml) zugefügt worden waren. Sie wurden
in einem 37 °C Brutschrank bei Wasserdampfsättigung mit einer konstanten CO2-Begasung von 5 %
gezogen, wodurch sich der pH-Wert auf 7,4 einstellte. Die NIH/3T3- Zellen wurden in T75
Kulturflaschen gezüchtet und dreimal pro Woche subkultiviert. Hierfür wurden die Zellen mit 900 µl
Trypsin vom Untergrund abgelöst, mit frischem Medium 1:5 verdünnt und auf neue Schalen überführt.

3.10.2 Herstellung und Kultivierung primärer muriner Körnerzellenlinien

Da Nervenzellen sehr empfindlich auf Temperaturschwankungen reagieren, wurden alle bei der
Präparation benutzten Lösungen auf 37 °C vorgewärmt. Sieben Cerebella 5-7 Tage alter Mäuse
wurden präpariert und in eine 35 mm-Kulturschale mit PBS überführt. Anschließend wurde die
Meninges unter dem Binokular entfernt und das PBS durch einigen Tropfen von Lösung 1 ersetzt.
Unter der Zellkulturbank wurde das Gewebe mit einem Skalpell zerkleinert, in weiteren 10 ml Lösung
1 gewaschen und bei 1200 UpM für 3 min bei RT zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und
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die Cerebella in 7 ml trypsinhaltiger Lösung 2 auf einer 100 mm-Kulturschale im Brutschrank für
13 min bei 37 °C unter gelegentlichem Schwenken inkubiert. Die Cerebella wurden mit 7 ml Trypsin
inhibitorhaltiger Lösung 4 neutralisiert, in ein 15 ml Greiner Röhrchen überführt und bei 1200 UpM für
3 min bei RT zentrifugiert. Der Überstand wurde wiederum verworfen, 2 ml trypsininhibitorhaltige
Lösung 3 zugegeben und durch 25maliges auf und ab Pipetieren mit einer Pasteurpipette
resuspendiert. Die Lösung wurden für 10 min stehen gelassen, damit größere Gewebestücke
sedimentieren konnten. Dann wurde der Überstand in ein neues 15 ml Greiner Röhrchen mit 3 ml
vorgelegter Lösung 5 überführt. Zum Sediment wurden weitere 2 ml Lösung 3 zugegeben und
nochmals mit der Pasteurpipette resuspendiert. Anschließend wurde die Lösung mit der des
Überstandes in Lösung 5 vereinigt und für weitere 10 min sedimentiert. In der Zwischenzeit wurde die
Poly-Lysin Lösung von den Deckgläschen abgesaugt, kurz mit H2Odd gewaschen und an der Luft
getrocknet. Die obere Phase wurde in ein neues 15 ml Greiner Röhrchen überführt und bei 1200 UpM
für 10 min bei RT zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in frisch
komplementiertem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden gezählt und in 35 mm-Kulturschalen mit

gecoateten Deckgläschen ausgesät. Am nächsten Tag wurde 10 µM Ara-c/HCL zugegeben.

Krebs-Henseleit Puffer Sigma, Bestellnummer K3753

modifizierter Krebs-Henseleit Puffer 1x 118 mM NaCl

4,7 mM KCl

1,2 mM KH2PO4

25 mM NaHCO3

14 mM D-Glucose

0,3 % w/v BSA

Phenol Red

Lösung 1 modifizierter Krebs-Henseleit Puffer 1x

1,24 mM MgSO4

Lösung 2 Lösung 1

0,025 % w/v Trypsin

Lösung 3 modifizierter Krebs-Henseleit Puffer 1x

0,008 % w/v DNase

0,052 % w/v Trypsin Inhibitor

2,79 mM MgSO4

Lösung 4 6,25 % v/v Lösung 1

93,75 % v/v Lösung 3

Lösung 5 modifizierter Krebs-Henseleit Puffer 1x

2,48 mM MgSO4

13,1 µM CaCl2

3.10.3 Zellzahlbestimmung

Die kultivierten Zellen wurden in frischem Medium resuspendiert und in eine Fuchs- Rosenthal-
Zählkammer gegeben. Durch Auszählen der Zellen unter einem Phasenkontrast- Mikroskop (Fluovert
FS, Leitz) wurde der Zellzahl-Mittelwert von zweien der 16 Großquadrate, die jeweils 16 kleine
Quadrate enthalten, ermittelt. Dabei wurde darauf geachtet, daß in einem Großquadrat eine Zellzahl
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von 50 nicht unterschritten wurde, um Fehlerabweichungen so gering wie möglich zu halten. Die
Zellzahl berechnete sich dann wie folgt:  Zellkonzentration=Zellzahl•Verdünnung•5000 [Zellen/ml]

3.10.4 Transfektion eukaryontischer Zellen

Kationische Lipid-Reagenzien bilden in wäßrigen Lösungen kleine (100-400 nm große), unilaminare
Vesikel (Liposomen), deren Oberfläche positiv geladen ist und somit negativgeladene DNA-Vektoren
umlagern kann. Auf diese Weise wird es der zu transfizierenden Plasmid-DNA ermöglicht, mit der
Zielzellmembran in Kontakt zu treten und in das Zellinnere geleitet zu werden. Wie vom Hersteller
empfohlen, wurde zur Transfektion von NIH/3T3-Zellen das Lipid-Reagenz Lipofectamine (Life
Technologies) verwendet. Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen auf 35 mm-Kulturschalen
mit Deckgläschen für Immunfärbungen oder ohne Deckgläschen für Zell-Lysate gleichmäßig, zu 50 %
konfluent (2,5 x 105 Zellen/35 mm Loch einer 6-Loch-Platte) ausgesät. Am folgenden Tag wurden die
Zellen zweimal mit 1x DMEM-Medium, dem weder FKS noch Antibiotika zugesetzt worden waren,
gewaschen. Auf Streptomycin und Penicillin muß verzichtet werden, da Lipid-Reagenzien die
Membranpermeabilität erhöhen und die Aufnahme von Antibiotika in die Zelle erlauben. Auch zur
Vorbereitung des Transfektionsansatzes wurde serum- und antibiotikafreies Medium verwendet. Zu
Lösung 1 (0,7-1,4 µg Plasmid-DNA in 100 µl serumfreiem Medium) wurde 1 Vol Lösung 2 (6 µl
Lipofectamine in 100 µl serumfreiem Medium) gegeben und für 30 min bei RT inkubiert, um die
Ausbildung von DNA-Liposomen-Komplexen zu ermöglichen. Anschließend wurde der Tranfektions-
ansatz mit Medium auf 1 ml aufgefüllt, auf die Kulturschale gegeben und für 4-6 h bei 37 °C inkubiert.
Anschließend wurde der Überstand entfernt und die Zellen für 1-2 Tage mit serum- und
antibiotikahaltigem Medium inkubiert. Die Zellen konnten nun für Färbungen oder Lysate verwendet
werden.

3.10.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase verwendet. Diese wurden
geerntet, 2 min bei 1000 UpM abzentrifugiert (Ominfuge 2.0RS, Heraeus) und in kaltem
Einfriermedium mit einer Konzentration von 107 Zellen/ml aufgenommen. Diese Suspension wurde in
Kryoröhrchen aliquotiert und zunächst für 1 h auf -20 °C gekühlt, bevor sie über Nacht bei -70 °C
eingefroren wurden. Am darauffolgenden Tag wurden sie in flüssigen N2 überführt und dort gelagert.
Zum erneuten Ansetzen in Zellkultur wurden die eingefrorenen Zellen in einem 37 °C warmen
Wasserbad leicht angetaut. Die Proben wurden anschließend im halbgefrorenen Zustand in 20 ml
Kulturmedium gegeben. Da das Einfriermedium das Zellgift DMSO enthält, wurden die Zellen kurz
abzentrifugiert und in frischem Kulturmedium aufgenommen. Anschließend wurde die Zellsuspension
in eine 75 ml-Zellkulturflasche überführt.

3.11 Immuncytochemische Methoden

3.11.1 Fixierung und Permeabilisierung von adhärenten NIH/3T3, HeLa
und Körnerzellen

Das Medium wurde von den auf Glasplättchen adhärenten Zellen abgesaugt und die Plättchen

dreimal mit PBS gewaschen. Zur Fixierung wurden 600 µl Paraformaldehyd (PFA) zugegeben und die
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Zellen für 20 min bei 4 °C fixiert. Anschließend wurden sie dreimal mit PBS gewaschen. Zur

Permeabilisierung wurden je 600 µl 0,2 % Triton für 3,5 min auf die Plättchen gegeben und diese
wiederum dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen konnten nun gefärbt werden.

3.11.2 Immunfärbungen von NIH/3T3, HeLa und Körnerzellen

Die Zellen wurden in 50 µl einer 1 % FCS/PBS Blocklösung mit 0,5-20 µg/ml erstem Antikörper für 1h
bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Der zweite Antikörper,
welcher an FITC oder TRITC gekoppelt war, wurde 1:250 in 50 µl 1 % FCS/PBS verdünnt. Die Zellen
wurden für 1 h bei RT in Dunkelheit mit der Antikörperlösung inkubiert. Anschließend wurden sie
dreimal mit PBS gewaschen, das PBS entfernt und H2Odd zugegeben. Die Plättchen wurden mit 10 µl
Mowiol auf Objektträger aufgeklebt und die immuncytochemische Färbung unter dem
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

3.11.3 Direkte Kopplung von Antikörpern an Alexa Fluor Farbstoff
konjugierte Fab Fragmente

Die direkte Kopplung von Alexa Fluor Farbstoff konjugierten Fab Fragmenten an Kaninchen
Antikörper wurde mit Hilfe des „Zenon Rabbit IgG Labeling Kits“ (Molecular Probes, Bestellnummern
Z-25302, Z-25305) durchgeführt. Er bietet eine schnelle Methode um kleinste (sub-mikrogramm)
Mengen an Antikörper in variablen molaren Verhältnissen mit Farbstoffe zu koppeln und diese für
Kofärbungen mit zwei verschiedenen Kaninchen Antikörper einzusetzen. Zur Zenon Komplex Bildung
wurden Fab Fragment und Zielantikörper im molaren Verhältnis 3:1 (für Immunfärbung von Zellen)
bzw. 6:1 (für nachfolgende immunohistochemische Anwendungen) eingesetzt. 1 µg Zielantikörper
wurde mit 5 µl bzw. 10 µl „Zenon rabbit IgG labeling“ Reagenz für 5 min bei RT inkubiert. 5 µl bzw.
10 µl „Zenon blocking“ Reagenz werden zugegeben und die Mischung für weitere 5 min bei RT
inkubiert. Der Komplex wurde nun innerhalb der nächsten 30 min für eine Immunfärbung eingesetzt.

3.11.4 Immunfärbungen von NIH/3T3, HeLa und Körnerzellen mittels mit
Alexa Fluor Farbstoff gekoppelten Antikörpern

Die Immunfärbung mit Alexa Fluor Farbstoff konjugierten Fab Fragment-gekoppelten Antikörpern
(siehe 3.11.2) wurde mit einem modifizierten „Immunocytochemistry“ Protokoll der „Zenon Rabbit IgG
Labeling Kits“ von Molecular Probes durchgeführt. Die Zellen wurden wie in 3.11.1 beschrieben fixiert
und permeabilisiert. Anschließend wurden unspezifische Bindungsstellen für 30 min mit 1 % FCS/PBS
geblockt. Die gekoppelten Antikörper wurde in 50 µl einer 1 % FCS/PBS Lösung in einer

Konzentration zwischen 0,5-20 µg/ml (in dreifach höherer Konzentration als im Standardprotokoll
3.11.2) verdünnt. Die Zellen wurden für 1 h bei RT in Dunkelheit in der Antikörperlösung inkubiert und
danach dreimal mit PBS gewaschen. Da die Kaninchen-Antikörper nicht kovalent an das Zenon Fab
Fragment gekoppelt sind, wurden die Zellen ein weiteres Mal, zur Verhinderung einer möglichen
Kreuzfärbung der Kaninchen Antikörper, wie in 3.11.1 beschrieben, fixiert. Nach der Fixierung wurden
die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, das PBS entfernt und H2Odd zugegeben. Die Plättchen wurden
mit 10 µl Mowiol auf Objektträger aufgeklebt und unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet.



3 Methoden

48

3.12 Immunohistochemische Methoden

3.12.1 Präparation und Fixierung von L3-Larvengehirnen von Drosophila

melanogaster

Die L3-Larven wurden in PBS überführt und der Kopf der Larve mit einer Pinzette abgetrennt. Das
Larvengehirn wurde in eine Glasschale überführt und von alle überflüssigen Loben vorsichtig
gesäubert. Anschließend wurden die Gehirnloben zusammen mit dem Ventralganglion für 60 min bei
4 °C in PLP (3,6 % Paraformaldehyd, 10 mM Natriumperjodat, 75 mM Lysin,
30 mM Na2HHPO4/NaH2PO4 pH 6,8) fixiert. Nach der Fixierung wurden diese dreimal für 30 min bei
RT mit 0,3 % PBT gewaschen.

3.12.2 Immunohistochemische Färbung der Larvengehirne

Die Larvengehirne wurden nach der Fixierung in eine 63-well Mikrotiterplatte überführt und für 1 h bei
RT in 0,3 % PBT, 3 % NGS geblockt. Der erste Antikörper wurde in gewünschter Konzentration
zugegeben und ÜN bei 4 °C inkubiert. Die Antikörperlösung wurde entfernt und die Larvengehirne
dreimal für 1 h mit 0,3 % PBT gewaschen. Der zweite Antikörper wurde in der gewünschten
Konzentration in 0,3 % PBT, 3% NGS zugegeben und für 6 h bei RT (alternativ ÜN bei 4 °C) inkubiert.
Die Antikörperlösung wurde anschließend entfernt und die Embryonen dreimal für 1 h mit 0,3 % PBT
gewaschen. Die Larvengehirne wurden kurz in PBS gewaschen auf einem Objektträger in Vectashield
eingebettet. Das Deckglas wurde mit Nagellack abgedichtet und die Fluoreszenz am
Fluoreszenzmikroskop beobachtet.

3.13. Herstellung polyklonaler Antikörper

3.13.1 Herstellung geeigneter Antigene zur Immunisierung von
Kaninchen

Als Antigene wurden rekombinante, bakteriell exprimierte Hexa-His-Proteine verwendet.
Rekombinante GST-Proteine wurden nicht gewählt, da GST stark immunogen wirkt und die GST-
Antikörper nach der Immunisierung aufwendig aus den Seren entfernt werden müßten. Zunächst
wurde cDNAs, die für verschiedene verkürzte Proteinmutanten kodieren und möglichst geringe
Homologien zu anderen Proteinen derselben Spezies aufweisen, in einen pQE-80L Vektor kloniert.
Bei der Auswahl des geeigneten rekombinanten Proteins wurde darauf geachtet, daß dieses sich sehr
gut exprimieren ließ. Des weiteren sollte es sich bei der Aufreinigung an Ni-NTA-Matrix ohne größere
Proteinmengenverlust mit stringenten Puffern (50 mM Imidazol) waschen lassen, um unspezifisch
gebundene Hintergrundproteine entfernen zu können. Da die herzustellenden Antikörper
hauptsächlich für Immunfärbungsexperimente eingesetzt werden sollten, wurde das Antigene mit
intakter Tertiärstruktur hergestellt. Das Protein wurde entsprechend 3.6.3 nativ aufgereinigt und über
Nap-10 Säulen in TBST-Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7,4, 0,1 % Tween, 20 % Glycerin)
oder PBS-Puffer (PBS, 20 % Glycerin) umgepuffert und bei –20°C gelagert. Die Reinheit der Proteine
wurde auf Proteingelen kontrolliert. Die fertigen Antigene wurden auf Trockeneis zur Immunisierung
von Kaninchen an Eurogentec bzw. an Immunoglobe geschickt.
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3.13.2 Aufreinigung der Seren

Die polyklonalen Antikörper aus Kaninchen-Seren wurden mit Hilfe des „AminoLink® Plus
Immobilization Kit“ (Pierce, Bestellnummer 44894) aufgereinigt.

3.13.2.1 Kopplung des Antigens an die Aufreinigungssäule
Hierzu wurde die Procedure for Coupling Protein Using the pH 7,2 Coupling Buffer angewendet. Die
Antigene, welche auch zur Immunisierung verwendet wurden, wurden über PD-10 Säulen in einen
Phosphatpuffer (Coupling Buffer: 0,1 M Phosphat, 0,15 M NaCl; pH 7,2) umgepuffert. Zur kovalenten
Kopplung des Antigens an die Aufreinigungssäule wurde die Säule und alle Reagenzien für 15 min auf
RT äquilibriert. Anschließend wurde die Lagerungslösung aus der Säule entfernt und die Säule mit
5 ml Phosphatpuffer äquilibriert. Das untere Ende der Säule wurde wieder mit einem Stopfen
verschlossen und 3,5 ml der Antigen-Phosphatpuffer-Lösung und 46 µl einer 5 M Cyanoborohydrid-,
0,01 M NaOH-Lösung unter dem Abzug zugegeben. Das obere Ende der Säule wurde verschlossen
und die Säule ÜN bei 4 °C rotiert. Nach der Inkubation wurde die Antigenlösung entfernt und die Säule
mit 5 ml Phosphatpuffer gewaschen. Zum Blocken der restlichen aktiven Bindungsstellen der Säulen-
Gelmatrix wurde die Säule mit 4 ml Quenching Buffer (1 M Tris-HCl, 0,05 % NaN3; pH 7,4)
gewaschen. Anschließend wurde die Säulen-Gelmatrix mit 2 ml Quenching Buffer und 40 µl der 5 M
Cyanoborohydrid-, 0,01 M NaOH-Lösung für 30 min auf dem Rotator inkubiert. Nach dem Entfernen
des Puffers wurde die Säule mit mindestens 17 ml Waschlösung (1 M NaCl, 0,05 % NaN3)
gewaschen.

3.13.2.2 Affinitätsaufreinigung der Antikörper
Die Seren wurden ÜN bei 4 °C aufgetaut und anschließend 1:1 mit dem Phosphatpuffer versetzt. Die
Gelmatrix der Säule wurde mit 6 ml Phosphatpuffer äquilibriert. Anschließend wurde die Gelmatrix aus
der Säule entnommen und im batch-Verfahren mit der Serum-Phosphatpuffer Mischung in einem
Erlenmeyerkolben für 2,5 h bei 18 °C und 90 UpM inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Gelmatrix für 2 min bei 2000 UpM (Heraeus) zentrifugiert, der Überstand größtenteils abgenommen
und die Gelmatrix wieder in die Säule überführt. 0,2 ml Phosphatpuffer wurde auf die Säule gegeben
und das untere Ende der Säule mit einem Stopfen verschlossen. Anschließend wurden 0,5 ml
Phospatpuffer zugegeben, das obere Ende der Säule verschlossen und die Antikörper auf der Säule
nochmals ÜN bei 4°C inkubiert. Die Säule wurde mit 12 ml Phosphatpuffer gewaschen. Die Antikörper
wurden mit 8 ml Elutionspuffer (0,2 M Glycin-HCl, pH 2,5) von der Säule eluiert, in 1 ml Fraktionen
gesammelt und mit 50 µl Neutralistionspuffer (1 M Tris-HCl, pH 9) neutralisiert. Die Säule wurde mit
16 ml Phosphatpuffer gewaschen und reaktiviert und anschließend ein weiteres Mal mit 8 ml
entgastem, acidhaltigem Phosphatpatpuffer (0,1 M Phosphat, 0,15 M NaCl, 0,05 % NaN3; pH 7,2)
reäquilibriert. Die Säule konnte nun mit 2 ml entgastem, acidhaltigem Phosphatpuffer bis zur erneuten
Verwendung bei 4 °C gelagert werden.

3.13.3 Lagerung der Antiseren

Die Antiseren wurden bei –20 °C gelagert. Die aufgereinigten Antikörper wurden gegen
Phosphatpuffer (0,1 M Phosphat, 0,15 M NaCl; pH 7,2) dialysiert, mit 0,02 % NaN3 versetzt und bei
4 °C gelagert. Ein Teil der Antikörper wurde in 100-200 µl Aliquots in flüssigem Stickstoff
schockgefroren und bei –80 °C gelagert.
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4 Ergebnisse
Die Drosophila Proteine Cappuccino und Spir gehören zu zwei unterschiedlichen Klassen
von Aktinnukleationsfaktoren, die für die Etablierung der Polarität in der Oocyte und im
Embryo wichtig sind3,4,6. Die Spir- und FMN-Proteinklassen kommen ausschließlich in Meta-
zoa vor und sind konserviert. Jedoch ist ihre zelluläre Funktion und Regulation noch wenig
verstanden. Drosophila spire-  (p150-spire) und cappuccino-Mutanten haben einen nahezu
identischen Phänotyp4. Dies ist ein Hinweis auf ein mögliche funktionelle Kooperation dieser
Proteine auf zellulärer Ebene. Unterstützt wird diese Vermutung von einem überlappenden
Expressionsmuster der Säugerhomologe von Drosophila spire und cappuccino, spir-1 und
formin-2, im sich entwickelnden Zentralnervensystems (ZNS) sowie dem adulten ZNS von
Mäusen5. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Spir-Proteine und Formine
interagieren. Außerdem wurden Untersuchungen zu den endogenen Proteinexpressions-
mustern von Spir-Proteinen und Forminen mit Hilfe polyklonaler Antikörper durchgeführt.

4.1 Kolokalisationsstudien von Drosophila p150-Spir/Cappuccino

und murinen Spir-1/Formin-2 Proteinen

4.1.1 Spezifische Kolokalisation von Drosophila p150-Spir und
Cappuccino-FH1-FH2 in NIH/3T3 Zellen

Cappuccino und Spir sind für die cytoskelettale Reorganisation in der Oocyte und in der
Embryonalentwicklung von Drosophila wichtig4,184. Drosophila p150-Spir repräsentiert eine
eigenständige Aktinnukleator Klasse, welche sich mechanistisch von der der Formine und
des Arp2/3 Komplexes unterscheidet3. Das Drosophila Protein Cappuccino gehört zur
Unterklasse der nicht-autoregulatorischen Formine und damit ebenso zu den
Aktinnukleatoren3,14,146,147. Jedoch wurde die zelluläre Lokalisation und Funktion von
Cappuccino, im Gegensatz zu p150-Spir, noch nicht aufgeklärt7,8. Daher sollte die
Lokalisation von Cappuccino, sowie dessen mögliche funktionelle Korrelation mit p150-Spir
in vivo untersucht werden. Hierzu wurden Cappuccino und Spir in voller Länge und als
verkürzte Mutanten in murinen NIH/3T3 Fibroblasten transient exprimiert. Eine mögliche
Kolokalisation beider Proteine sollte durch ektopische Koexpression in NIH/3T3 Zellen
überprüft werden. Zur Unterscheidung beider Proteine wurden p150-Spir-Proteine als
Fusionsprotein mit dem N-terminalen Reportergen „enhanced green fluorescent protein“
(EGFP) und Cappuccino mit einem N-terminalen Myc-Marker exprimiert. Folgende Vektoren
wurden daher einzeln oder paarweise in murine NIH/3T3 transfiziert: pEGFP-C1-150-Spir,
pEGFP-C1-150-Spir-CT, pcDNA3-Myc-Capu, pcDNA3-Myc-Capu-FH1-FH2 und pcDNA3-
Myc-Capu-NT. Die Expressionsmuster wurden anschließend mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops analysiert.
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Abb. 7: Translokation der Drosophila Cappuccino-FH1-FH2-Region an EGFP-p150-Spir in NIH/3T3 Zellen.
(A) gibt einen schematischen Überblick über die eingesetzten Fusionsproteine. (B) zeigt die transienten
Einzelexpressionen von EGFP-p150-Spir, EGFP-p150-Spir-CT, Myc-Capu, Myc-Capu-FH1-FH2 und Myc-Capu-
NT. (B-E) zeigen Koexpressionen von EGFP-p150-Spir bzw. EGFP-p150-Spir-CT (grün) mit Myc-Cappuccino
Fusionsproteinen (rot). (C, D) Eine Kolokalisation und Translokation von Myc-Capu und Myc-Capu-FH1-FH2 an
EGFP-p150-Spir wurde bei den jeweiligen Koexpressionen beobachtet. (E) Eine Translokation von Myc-Capu an
EGFP-p150-Spir-CT konnte nicht nachgewiesen werden. (F) Das gleiche gilt für Myc-Capu-NT und EGFP-p150-
Spir. Der Nachweis der Myc-Capu-Fusionsproteine erfolgte mit monoklonalen anti-cMyc-9E10 Antikörpern (rot),
und der Nachweis von p150-Spir durch dessen N-terminale Fusion an EGFP (grün).
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Abb. 7 A gibt einen schematischen Überblick über die eingesetzten Fusionsproteine. Die
einzeln exprimierten Fusionsproteine EGFP-p150-Spir und EGFP-p150-Spir-CT wiesen eine
typische perinukleäre Akkumulation und punktförmige Verteilung im Cytoplasma auf
(Abb. 7 B). Diese subzelluläre Lokalisation am trans-Golgi-Netzwerk, den post-Golgi
Vesikeln und dem Recycling Endosom wird über die C-terminale mFYVE-Domäne und Spir-
Box vermittelt8. Myc-Capu, Myc-Capu-FH1-FH2 und Myc-Capu-NT waren bei ektopischer
Einzelexpression in NIH/3T3 Zellen dagegen diffus im Cytoplasma verteilt (Abb. 7 B).
Zur Untersuchung einer möglichen Kolokalisation wurden p150-Spir und Cappuccino in den
weiteren Untersuchungen koexprimiert (Abb. 7 C-F). In diesen Untersuchungen konnte eine
Translokation von Myc-Capu an die subzellulären EGFP-p150-Spir Punkte gezeigt werden.
Beide Proteine waren hierbei nahezu vollständig kolokalisiert (Abb. 7 C). Um die für diese
Translokation verantwortlichen Protein-Regionen näher bestimmen zu können, wurden ver-
kürzte Mutanten beider Proteine mit dem jeweils anderen Protein voller Länge koexprimiert.
Das C-terminale Myc-Capu-FH1-FH2 war dabei ausreichend für die Translokation an EGFP-
p150-Spir (Abb. 7 D). Nicht ausreichend für eine Translokation von Myc-Capu war das N-
terminal verkürzte EGFP-p150-Spir-CT, welches die Spir-Box und die modifizierte FYVE-
Zinkfingerstruktur umfasst (Abb. 7 E). Ebenso wies das C-terminal um die FH1- und FH2-
Domänen verkürzte Myc-Capu-NT keine Translokation an die subzellulären EGFP-p150-Spir
Punkte mehr auf und war diffus im Cytoplasma verteilt (Abb. 7 F). Die Ergebnisse deuten auf
eine Translokation des C-Terminus von Cappuccino an den N-Terminus von p150-Spir,
welcher die KIND-Domäne und das WH2-Cluster umfasst, hin. Daher wurden die folgenden
in vitro Bindungsstudien mit verkürzten Mutanten dieser Protein-Regionen durchgeführt.

4.1.2 Spezifische Kolokalisation und Translokation von Fmn2-FH2 an
Spir-1-KIND in NIH/3T3 Zellen

Die Kolokalisationsstudien von Drosophila p150-Spir und Cappuccino legen eine mögliche
Interaktion beider Proteine nahe, welche über die C-terminale FH1-FH2-Region von
Cappuccino vermittelt werden könnte. Der C-Terminus von p150-Spir war dagegen nicht
ausreichend für eine Translokation von Cappuccino. Um zu überprüfen, ob es sich hierbei
um ein konserviertes funktionelles Merkmal von Spir und nicht-autoregulatorischen Forminen
handelt, wurden analoge in vivo Untersuchungen mit den Säugerhomologen Spir-1 und
Formin-2 durchgeführt. Von spir-1 und formin-2 wurde bereits eine überlappende Expression
im sich entwickelnden und im adulten Zentralnervensystems von Mäusen beobachtet5.
Die subzelluläre Lokalisation und eine mögliche Kolokalisation der Säugerproteine Spir-1
und Formin-2 wurde durch heterologe Koexpression in murinen Fibroblasten der NIH/3T3
Zellinie untersucht. Zudem wurden Translokationsstudien in NIH/3T3 Zellen durchgeführt.
Spir-1 und Formin-2 sind Aktinnukleatoren und gehören wie die Drosophila Homologe zu den
cytosolischen Proteinen. Drosophila p150-Spir ist subzellulär über die C-terminale mFYVE-
Domäne und Spir-Box am trans-Golgi-Netzwerk, den post-Golgi Vesikeln und dem Recycling
Endosom lokalisiert8. Für die oben beschriebene Translokation von Cappuccino war der
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C-Terminus von p150-Spir nicht ausreichend. Für die Translokationsstudien der
Säugerproteine wurden daher von Spir-1 C-terminal verkürzte Mutanten hergestellt und ein
neuer, C-terminaler Membrananker angehängt. Somit können Spir-1 und Formin-2 bei einer
Koexpression unterschiedliche subzelluläre Lokalisierungen aufweisen. Für Kontrollstudien
wurden jeweils ein weiteres Protein der KIND-Familie mit Formin-2 bzw. der Formin-Famile
mit Spir-1 koexprimiert. Die Formine wurden anschließend auf eine mögliche Translokation
an die membranverankerten KIND-Proteine hin untersucht. Als Membrananker diente ein
Prenylrest, welcher C-terminal über ein CAAX-Motiv mit den KIND-Proteine verknüpft wurde.
Zu den Prenylresten gehören Farnesyl- (C15) und Geranylgeranylreste (C20). Diese werden in
vivo durch Thioetherbindungen kovalent an ein C-terminales Cystein geknüpft. Die
Farnesylierung erfolgt am viertletzten Aminosäurerest, dem Cystein des CAAX-Motivs. Das
CAAX-Motiv besteht aus einem Cystein (C), zwei aliphatischen AS-Resten (a) und einem C-
terminalen Rest (X). Die aaX-Reste werden nach der Farnesylierung proteolytisch entfernt
und die Carboxylatgruppe des Cysteins methyliert, so daß ein hydrophober Membrananker
entsteht219,220.
Die cDNAs wurden teilweise aus vorhandenen Vektoren umkloniert, wobei geeignete
Schnittstellen flankierend eingeführt und das interne Stopcodon verändert wurde. Zur
Unterscheidung beider Proteine wurden die KIND-CAAX-Proteine mit einem Myc-Marker und
die Formine als Fusionsproteine mit dem Reportergen EGFP in den NIH/3T3 Zellen
exprimiert. Die Expressionsmuster wurden anschließend mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops analysiert.

4.1.2.1 Konstruktion von Vektoren für die Translokationsstudien
Für Analysen der subzelluläre Lokalisation der KIND-CAAX Fusionsproteine in
eukaryontischen Zellen wurden die cDNAs kodierend für die KIND-Proteine, in diesem Fall
hSpir-1 und hVKIND, mit einem Myc-tag fusioniert. Eine kompatible Schnittstelle sowie der
Myc-tag wurden am 5’ Ende der kodierenden Sequenzen über entsprechende Primer mittels
PCR eingeführt. Ebenso wurde eine zweite kompatible Schnittstelle am 3’ Ende der für die
KIND-Domäne bzw. die WH2-Domäne kodierenden Sequenz eingeführt. Die cDNAs wurden
anschließend in den Vektor pcDNA3-hu-Spir2-KIND-CAAX, nach dessen Linearisierung und
Ausschneiden der hSpir2-KIND cDNA, inseriert. Im Falle einer korrekten Expression in
eukaryontischen Zellen sollten die Fusionsproteine aufgrund des CAAX-Motivs auf der
cytosolischen Seite von Membranen lokalisiert sein.
Die erfolgreichen Klonierungen wurden durch asymmetrische Restriktionsanalyse überprüft.
Tabelle 1 zeigt die bei den Klonierungen verwendeten Template-DNAs, Längen der
inserierten kodierenden Sequenz, die Primer und die Schnittstellen, über welche die cDNAs
in den pcDNA3-CAAX Vektor inseriert wurden. Die Expression der Myc-KIND-CAAX
Proteine in murinen NIH/3T3 Zellen wurde mittels SDS-Gelelektrophorese, Western-Blot und
Immunodetektion mit dem anti-Myc9E10 Antikörper überprüft.
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Tabelle 1: Klonierungsschema für CAAX-pcDNA3-Plasmide

Konstrukt Template-DNA kodierende
Sequenz

Primer Schnittstellen
5’/3’

pcDNA3-Myc-hu-Spir1-
KIND-CAAX

pBS-KIAA1135-
new

4-813 bp 5’ hu-Spir-1-BamHI-Myc

hSpir1-KIND-EcoRI-3’

BamHI/EcoRI

pcDNA3-Myc-hu-Spir1-
KIND-WH2-CAAX

pBS-KIAA1135-
new

4-1206 bp 5’ hu-Spir-1-BamHI-Myc

hSpir1-WH2-EcoRI-3’

BamHI/EcoRI

pcDNA3-Myc-VKIND-
KIND-CAAX

pcDNA3:VKIND-
f.l.

4-783 bp 5’-vKIND-BamH1-Myc

3’-vKIND-K1-CAAX

BamHI/EcoRI

4.1.2.2 Subzelluläre Kolokalisation der KIND- und Formin-Fusionsproteine,
Translokation von Fmn2-FH2 an Spir-1-KIND
In Kolokalisationsstudien wurde eine Translokation von Myc-Capu-FH1-FH2 an EGFP-p150-
Spir beobachtet, für welche die C-terminale Region von p150-Spir nicht ausreichend war
(Abb. 7). Um zu untersuchen, ob die Säuger-Proteine Spir-1 und Formin-2 ebenso eine
Kolokalisation auf zelluläre Ebene aufweisen, wurden diese transient in eukaryontischen
Zellen exprimiert. Hierzu wurden folgende Vektoren einzeln oder paarweise in murine
NIH/3T3 transfiziert: pcDNA3-Myc-hu-Spir-1, pcDNA3-Myc-hu-Spir-1-KIND-CAAX, pcDNA3-
Myc-VKIND-KIND-CAAX, pEGFP-C1-formin-2-FH2 und EGFP-mDia1-F2. Beide
exprimierten Formine waren N-terminal mit EGFP fusioniert. Die KIND-Proteine wurden als
Fusionsproteine mit einem N-terminalen Myc-Marker exprimiert. Abb. 8 A gibt einen
schematischen Überblick über die eingesetzten Fusionsproteine. In Immunfluoreszenz-
Analysen wurde die Lokalisation der einzelnen, transient exprimierten KIND-Proteine und
Formine analysiert und anschließend mit der Lokalisation der paarweise koexprimierten
KIND-Proteine und Forminen verglichen.
In NIH/3T3 Zellen wies das Myc-hu-Spir-1 Fusionsprotein die auch für Drosophila p150-Spir
typische perinukleären Akkumulation und punktförmige Verteilung im Cytoplasma auf. Die
beiden Formin-Fusionsproteine EGFP-Fmn2-FH2 und EGFP-mDia1-FH2 waren dagegen
diffus im Cytoplasma sowie verstärkt rund um den Zellkern verteilt. Es liegt nahe, daß der C-
Terminus korrekt modifizierten und prenylierten war, da die beiden KIND-Fusionsproteine
Myc-hu-Spir-1-KIND-CAAX und Myc-VKIND-KIND-CAAX an der Plasmamembran und
anderen intrazellulären Membranstrukturen lokalisiert waren (Abb. 8 B). Die Koexpression
von Myc-hu-Spir-1 und EGFP-Fmn2-FH2 zeigte ein nahezu identisches Expressionsmuster
beider Proteine im perinukleären Raum (Abb. 8 C). Wurde EGFP-Fmn2-FH2 mit Myc-hu-
Spir-1-KIND-CAAX in NIH/3T3 Zellen koexprimiert, wurde EGFP-Fmn2-FH2 an das
membranständige Myc-hu-Spir-1-KIND-CAAX translokiert (Abb. 8 D).
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Abb. 8: Translokation der Fmn2-FH2-Domäne an die Spir-1-KIND-CAAX-Domäne in NIH/3T3 Zellen.
(A) gibt einen schematischen Überblick über die eingesetzten Fusionsproteine. (B) zeigt transiente
Einzelexpressionen von Myc-Spir-1, EGFP-Fmn2-FH2, Myc-Spir-1-KIND-CAAX, EGFP-mDia1-FH2 und Myc-
VKIND-KIND-CAAX. Die KIND-CAAX Fusionsproteine sind an der cytosolischen Seite von Membranen lokalisiert.
(C-F) zeigen Koexpressionen von KIND-Proteinen (rot) mit Forminen (grün). (C,D) Kolokalisationen von EGFP-
Fmn2-FH2 mit Myc-Spir-1 bzw. Myc-Spir-1-KIND-CAAX wurden bei deren Koexpression festgestellt. (E) Eine
Translokation von EGFP-mDia1-FH2 an Myc-Spir-1-KIND-CAAX an die Plasmamembran konnte nicht
nachgewiesen werden. (F) Das gleiche gilt für EGFP-Fmn2-FH2 und Myc-VKIND-KIND-CAAX. Der Nachweis der
Myc-KIND-Fusionsproteine erfolgte mit monoklonalen anti-cMyc-9E10 Antikörpern (rot), Formine durch N-
terminale Fusion an EGFP (grün).
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Diese Translokation ist spezifisch, da keine Translokation von EGFP-mDia1-FH2 an koex-
primiertes Myc-Spir-1-KIND-CAAX zu beobachten war (Abb. 8 E). Ebenso ist keine Translo-
kation von EGFP-Fmn2-FH2 an Myc-VKIND-KIND-CAAX nachzuweisen (Abb. 8 F). Eine
Translokation von EGFP-Fmn2-FH2 an die Plasmamembran aufgrund des EGFP-
Reportergens, des Myc-tags oder des modifizierten C-Terminus ist daher auszuschließen.

4.2 in vitro Bestimmung der Interaktionsdomänen von Proteinen der

Spir- und Formin-Proteinfamilien

In den vorangegangen Versuchen konnte gezeigt werden, daß transient in NIH/3T3 Zellen
exprimiertes Fmn2 und Spir-1 kolokalisieren und Fmn2 an Membran-gebundenes Spir-1-
KIND translokiert. Diese Befunde legen den Schluß nahe, daß die Fmn2-FH2-Domäne mit
der hu-Spir-1-KIND-Domäne interagiert. Daher sollte dies in in vitro Bindungsstudien weiter
untersucht werden. Aufgrund der Homologien zu Drosophila p150-Spir und Cappuccino,
sollten diese Proteinen ebenfalls auf eine mögliche Interaktion untersucht werden. Ein
Hinweis auf eine Interaktion oder Kooperation der Drosophila Proteine stellt zudem der
identische Phänotyp der spire- und cappuccino-Mutanten in der Oocyte dar.

4.2.1 Bindungsstudien mit Drosophila p150-Spir und Cappuccino

Mit Hilfe von GST pull down-Studien und Bindungsstudien an 6x-His-Fusionsproteinen an Ni-
NTA-beads sollte eine potentielle Interaktion von Drosophila p150-Spir und Cappuccino ana-
lysiert werden. Im Falle einer Interaktion sollten genauer eingegrenzt werden, welche Domä-
nen für eine Bindung hinreichend sind. Hierfür wurden rekombinante 6x-His-p150-Spir-
Fusionsproteine und GST-Cappuccino-Fusionsproteine eingesetzt.

4.2.1.1 Konstruktion von Vektoren für die Bindungsstudien
Verkürzte cDNAs, die für distinkte N-terminale Domänen des Drosophila Protein p150-Spir
kodieren, wurden in einen bakteriellen Expressionsvektor inseriert, um rekombinante Protei-
ne für in vitro Bindungsstudien zu erhalten. Dazu wurden die E. coli-Expressionsvektoren
pQE-80L und pQE-70 (Qiagen) verwendet, welche hohe Expressionsraten gewährleisten.
Diese Vektoren enthalten ein cis-lacIq Repressor-Gen. Eine Überexpression des lac
Repressors unterdrückt die Expression des rekombinanten Proteins vom lac Promotor vor
der Zugabe des Induktors Isopropyl- -D-thiogalactopyranosid (IPTG). Die cDNA des zu ex-
primierenden Gens wird im richtigen Leseraster hinter (pQE-80L) bzw. vor (pQE-70) die ko-
dierende Sequenz einer Metall-Chelat-Domäne inseriert. Diese aus sechs Histidinresten
bestehende Fusionsdomäne ermöglicht eine schnelle und effiziente Aufreinigung des
überexprimierten Proteins durch Affinitätschromatographie an Ni2+-NTA-Agarose-Beads.
Die cDNAs kodierend für den N-Terminus, die KIND-Domäne, die Capu-Homologie-Region-
(CHR)-WH2-Domänen, die WH2-Domäne und die KIND-CHR-WH2-Domäne wurden mittels
PCR aus dem Vektor pcDNA3-Myc-p150Spir amplifiziert. Die fünf cDNAs wurden jeweils in
den Vektor pQE-80L inseriert. Tabelle 2 zeigt die bei den verschiedenen Klonierungen
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verwendeten Längen der inserierten kodierenden Sequenz, die zugehörigen Primer und die
Schnittstellen, über welche die cDNAs in den pcDNA3-CAAX Vektor inseriert wurden. Erfolg-
reiche Klonierungen wurden durch asymmetrische Restriktionsanalyse überprüft. Die Ex-
pression der p150-Spir Proteine mit N-terminalem His-tag in Bakterien des E. coli Stamms
Rosetta wurde mittels SDS-Gelelektrophorese, Western-Blot und Immunodetektion mit dem
anti-Penta-His Antikörper überprüft. Da die Expressionsraten der kleinen WH2- und CHR-
WH2-Domänen sowie deren Affinität an Ni2+-NTA-Agarose-Beads sehr gering waren, wurden
die entsprechenden cDNAs ein weiteres Mal in den Vektor pQE-70, für die Expression dieser
Domänen mit einem C-terminalem His-tag, kloniert. Die Expressionsraten für diese Fusions-
proteine wurden überprüft. Jedoch waren die Expressionsraten und die aufgereinigten
Proteinmengen noch geringer als die der N-terminal fusionierten 6x-His-Proteindomänen.

Tabelle 2: Klonierungsschema für pQE-80L-p150-Spir-Plasmide

 4.2.1.2 Interaktion von p150-Spir-KIND und Capu-FH1-FH2
Um zu überprüft, ob p150-Spir mit Cappuccino interagiert, wurden GST pull down-Studien
und Bindungsstudien an 6x-His-Fusionsproteinen an Ni-NTA-beads durchgeführt. Zunächst
sollte nachgewiesen werden, ob p150-Spir mit transient exprimiertem Myc-Cappuccino aus
NIH/3T3 Zellysat interagiert. Hierzu wurden die verkürzten His-p150-Spir-CHR-WH2-, His-
p150-Spir-KIND- und His-p150-Spir-KIND-WH2-Fusionsproteine in Bakterien des E. coli
Stamms Rosetta exprimiert und durch Affinitätschromatographie an Ni2+-NTA-Agarose-
Beads aufgereinigt. Die Proteinmengen wurden mittels SDS-Gelelektrophorese, Western-
Blot und Ponceau S Färbung überprüft und für die nachfolgenden Bindungsstudien
angeglichen. Der 6x-His pull down wurde mit Lysat aus transient Myc-Capu-FH1-FH2
exprimierenden NIH/3T3 Zellen und als Kontrolle mit reinem NIH/3T3-Lysat durchgeführt
(Abb. 9 A). Die NIH/3T3 Zellen wurden hierfür mit dem eukaryontischen Expressionsvektor

Konstrukt kodierende
Sequenz

eingesetzte Primer Schnittstellen

pQE-80L-p150Spir-WH2-new 1077-1470 Bam-p150-WH2-5’

p150-WH2-TAG-KI3’

BamHI/KpnI

pQE-80L-p150Spir-KIND-WH2-TAG  4-1470 Bam-p150-Spir5’

p150-WH2-TAG-KI3’

BamHI/KpnI

pQE-70-p150Spir-CHR-WH2 924-1470 SphI-p150-308-5’

p150-WH2-TAG-Bam-3’

SphI/BglII (V)

SphI/BamHI (F)

pQE-80L-p150Spir-CHR-WH2 921-1470 Bam-p150-309-5’

p150-WH2-TAG-KI3’

BamHI/KpnI

pQE-80L-p150Spir-NT 4-1854 Bam-p150-Spir5’

p150-NT-TAG-KI3’

BamHI/KpnI

pQE-70-p150Spir-WH2-new 1074-1470 SphI-p150-WH2-5’

p150-WH2-TAG-Bam-3’

SphI/BglII (V)

SphI/BamHI (F)

pQE-80L-p150Spir-NT-KIND 4-1104 Bam-p150-Spir5’

p150-NT-KIND-KI3’

BamHI/KpnI
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pcDNA3-Myc-Capu-FH1-FH2 und für die Kontrolle mit dem Insert-freien pcDNA3-Vektor
transfiziert.

Abb. 9: Bindungsstudien mit Capu-FH1-FH2 und His-p150-Spire-Fusionsproteinen.
(A) Der pull down (pd) mit Zellysaten aus pcDNA3 und pcDNA3-Myc-Capu-FH1-FH2 transfizierten NIH/3T3
Zellen wurde an Ni2+-NTA-Agarose-Beads sowie an His-p150-Spir-CHR-WH2-, His-p150-Spir-KIND- und His-
p150-Spir-KIND-WH2-gebundenen Beads durchgeführt. Die pd Ladekontrolle entspricht jeweils 1/10 Vol der pro
pd eingesetzten Menge Zellysat. Der obere Ausschnitt zeigt den Immun-Blot des spezifischen pull downs von
Myc-Capu-FH1-FH2 an His-p150-Spir-KIND- und His-p150-Spir-KIND-WH2-gebundenen Beads. Der untere
Immun-Blot-Ausschnitt gegen Penta-His spiegelt die Einsatzmenge der His-p150-Spir-Fusionsproteine wider. (B)
Der pull down (pd) von His-p150-Spir-NT wurde an leeren Glutathione-Sepharose-Beads sowie an GST- und
GST-Capu-FH1-FH2-gebundenen Beads durchgeführt. Die pd Ladekontrolle entspricht jeweils 1/10 Vol der pro
pull down eingesetzten Menge an klarem Lysat. Der obere Ausschnitt zeigt den Immun-Blot gegen anti-Penta-His
des pull downs von His-p150-Spir-NT an GST-Capu-FH1-FH2-gebundenen Beads. Der untere Ausschnitt, ein
Ponceau S gefärbter Western-Blot, spiegelt die Einsatzmenge der Proteine wider.

Der pull down erfolgte an leeren Ni2+-NTA-Agarose-Beads und an unterschiedlich verkürzten,
Beads gebundenen His-p150-Spir-Fusionsproteinen. Myc-Capu-FH1-FH2 bindet spezifisch
an die His-p150-Spir-KIND- und His-p150-Spir-KIND-WH2-Fusionsproteine. Die p150-Spir-
KIND-Domäne war ausreichend für diese Bindung, während die CHR-WH2-Region nicht
ausreichend für eine Bindung war. Eine Bindung von anti-Penta-His detektierbaren Proteinen
aus NIH/3T3 Zellen an verkürzte His-p150-Spir-Fusionsproteine und Ni2+-NTA-Agarose-
Beads konnte im Immun-Blot nicht nachgewiesen werden.
Um zu verifizieren, ob es sich bei der Bindung um eine direkte oder um eine indirekte Inter-
aktion handelt, wurde ein Glutathione S-Transferase- (GST) pull down mit ausschließlich
bakteriell exprimierten Proteinen durchgeführt (Abb. 9 B). Als Expressionsvektoren dienten
pGEX-4T3, pGEX-4T-3-Capu-FH1-FH2 und pQE-80L-p150Spir-NT. GST- und N-terminal mit
einem GST-tag fusioniertes Capu-FH1-FH2 wurden in Bakterien des E. coli Stamms Rosetta
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exprimiert und an Glutathione Sepharose 4B-Beads aufgereinigt. Der pull down wurde mit
dem His-p150-Spir-NT-enthaltenden, klaren Lysat der IPTG-induzierten, pQE-80L-p150-Spir-
NT transformierter Bakterien des E. coli Stamms Rosetta durchgeführt. Als Negativ-
Kontrollen dienten leere- sowie GST-gebundene Glutathione-Sepharose-Beads. His-p150-
Spir-NT bindet ausschließlich an GST-Capu-FH1-FH2 und nicht an GST. Zusammenfassend
konnte gezeigt werden, daß der N-Terminus von p150-Spir direkt mit dem C-Terminus von
Cappuccino interagiert. Wahrscheinlich sind für diese Interaktion die N-terminale KIND-
Domäne von p150-Spir und die FH1-FH2-Region von Cappuccino ausreichend.

4.2.2 Bindungsstudien mit Spir-1 und Fmn2 aus Säugern

In dieser Arbeit wurde eine spezifische Kolokalisation und Translokation der Formin-2-FH2-
Domäne an die Spir-1-KIND-Domäne in NIH/3T3 Zellen gezeigt. Zudem weisen spir-1 und
formin-2 ein überlappendes Expressionsmuster im Zentralnervensystems von Mäusen auf5.
Mit Hilfe von GST-Bindungsstudien sollte eine potentielle Interaktion der Säuger Spir-1 und
Formin-2 Proteine verifiziert werden. Hierfür wurden rekombinante GST-Spir-1-
Fusionsproteine und EGFP/6x-His-Formin-2-Fusionsproteine eingesetzt. Als Kontrollen
wurden wiederum, wie bei den Translokationsstudien, das KIND-Protein VKIND und das
Formin Dia1 eingesetzt.

4.2.2.1 Konstruktion von Vektoren für die Bindungsstudien
In dieser Arbeit wurde eine spezifische Kolokalisation und Translokation der Formin-2-FH2-
Domäne an die Spir-1-KIND-Domäne in NIH/3T3 Zellen gezeigt. Zur Eingrenzung dieser
potentiellen Interaktionsdomänen für die Bindungsstudien wurden daher verkürzte Spir-1 und
Formin-2 Proteine hergestellt. Verkürzte cDNAs, die für N-terminalen Domänen
verschiedener Proteine der KIND-Familie von Mensch kodieren, wurden in bakterielle
Expressionsvektoren inseriert, um große Mengen der rekombinanten Proteine für die in vitro
GST pull down Bindungsstudien zu erhalten. Dazu wurden die cDNAs, kodierend für die
KIND-Domäne und die KIND-WH2-Domäne von hSpir-1, zunächst in den Vektor pQE-80L
und anschließend in den E. coli-Expressionsvektor pGEX-4T-3 subkloniert, welcher ebenfalls
hohe Expressionsraten gewährleistet. Dieser Vektor enthält, wie pQE-80L, ein cis-lacIq

Repressor-Gen. Eine Überexpression des lac Repressors unterdrückt die Expression des
rekombinanten Proteins vom lac Promotor vor der Zugabe von IPTG. Die cDNA des zu
exprimierenden Gens wird im richtigen Leseraster hinter die kodierende Sequenz der
Glutathione S-Transferase inseriert. Diese Fusionsdomäne ermöglicht eine schnelle und
effiziente Aufreinigung des überexprimierten Proteins an Glutathione Sepharose 4B-Beads.
Die cDNA kodierend für die erste KIND-Domäne (K1) von VKIND, wurde mittels PCR aus
dem Vektor pcDNA3:VKIND-f.l. amplifiziert und in den Vektor pGEX-4T-3 inseriert. Tabelle 3
zeigt die bei den verschiedenen Klonierungen verwendeten Template-DNAs, die inserierte
kodierende Sequenz, die Primer und die Schnittstellen, über welche die cDNAs in die pQE-
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80L und pGEX-4T-3 Vektoren inseriert wurden. Die erfolgreichen Klonierungen wurden
durch asymmetrische Restriktionsanalyse überprüft.
Die Expression der GST-KIND- und 6xHis-KIND-Fusionsproteine in Bakterien des E. coli
Stamms Rosetta und deren Aufreinigung wurde mittels SDS-Gelelektrophorese, Western-
Blot und Immunodetektion mit dem GST- bzw. anti-Penta-His-Antikörper überprüft.

Tabelle 3: Klonierungsschema für KIND-Plasmide

Konstrukt Template-DNA kodierende
Sequenz

eingesetzte Primer Schnittstellen

pQE-80L-h-Spir1-
KIND

pBS-KIAA
1135new

4-813 bp BamHI-h-Spir1-5’

h-Spir1-after-KIND-KpnI-3’

BamHI/KpnI

pGEX-4T-3 -hu-
Spir1-KIND

pQE-80L-h-Spir1-
KIND

4-813 bp BamHI/SalI

pQE-80L-h-Spir1-
KIND-WH2

pBS-KIAA
1135new

4-1206 bp BamHI-h-Spir1-5’

h-Spir1-after-WH2-KpnI-3’

BamHI/KpnI

pGEX-4T-3-hu-
Spir1-KIND-WH2

pQE-80L-h-Spir1-
KIND-WH2

4-1206 bp BamHI/SalI

pGEX-4T-3-
VKIND-K1

pcDNA3:VKIND-
f.l.

4-783 bp 5’-fr.1-BglII

3’-vKIND-K1-CAAX

BamHI/EcoRI (V)

BglII/EcoRI (F)

Um eine direkte Interaktion von Spir-1 und Formin-2 in in vitro Bindungsstudien zu
überprüfen, wurden die kodierenden Sequenzen von mFmn2-FH2 und mFmn2-FH1-FH2 in
den bakteriellen Expressionsvektor pQE-80L kloniert. Tabelle 4 zeigt die bei den
Klonierungen verwendete Template-DNA, die inserierte kodierende Sequenz, die Primer und
die Schnittstellen, über welche die cDNAs in den pQE-80L Vektor inseriert wurden. Die
erfolgreichen Klonierungen wurden durch asymmetrische Restriktionsanalyse überprüft.
Die Expression der 6xHis-Formin-2-Fusionsproteine in Bakterien des E. coli Stamms Rosetta
und deren Aufreinigung wurde mittels SDS-Gelelektrophorese, Western-Blot und Immunode-
tektion mit dem anti-Penta-His-Antikörper überprüft. Es wurde festgestellt, daß His-Fmn2-
FH1-FH2 nicht gut exprimiert und während der Aufreinigung und Umpufferung relativ schnell
degradiert wurde. Daher wurden die folgende Bindungsstudie mit His-Fmn2-FH1-FH2 aus
dem klaren Lysat der induzierten Bakterien des E. coli Stamms Rosetta durchgeführt.

Tabelle 4: Klonierungsschema für pQE-80L-m-fmn2-Plasmide

Konstrukt Template-DNA kodierende
Sequenz (bp)

eingesetzte Primer Schnittstellen

pQE-80L-m-fmn2-
FH2

pEGFP-C1-
formin-2-FH1-FH2

3372-4701 Bam-m-fmn2-befFH2-5’

3’ m-fmn2-TAG-KpnI

BamHI/KpnI

pQE-80L-m-fmn2-
FH1-FH2

pEGFP-C1-
formin-2-FH1-FH2

2562-4701 Bam-m-fmn2-853-5’

3’ m-fmn2-TAG-KpnI

BamHI/KpnI
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4.2.2.2 Interaktion von GST-Spir-1-KIND mit EGFP-Fmn2-FH2 und
His-Fmn2-FH2
In dieser Arbeit wurde eine spezifische Kolokalisation und Translokation der Formin-2-FH2-
Domäne an die Spir-1-KIND-Domäne in NIH/3T3 Zellen gezeigt. Mit Hilfe von GST pull
down-Studien wurde nun eine potentielle Interaktion der Säuger Spir-1 und Formin-2
Proteine untersucht. Eine potentielle Interaktionsdomäne sollte eingegrenzt werden. Als
Kontrollen wurden das KIND-Protein VKIND und das Formin Dia1 eingesetzt.
Zunächst wurde überprüft, ob GST-Spir-1-KIND mit transient exprimiertem EGFP-Fmn2-
FH1-FH2 aus NIH/3T3 Zellysat interagiert. Als Expressionsvektoren für GST und die GST-
Fusionsproteine dienten die Plasmide pGEX-4T3, pGEX-4T-3-hu-Spir1-KIND und pGEX-4T-
3-VKIND-K1. Die verkürzten GST-VKIND-K1- und GST-Spir-1-KIND-Fusionsproteine sowie
GST wurden in Bakterien des E. coli Stamms Rosetta exprimiert und an Glutathione
Sepharose 4B-Beads aufgereinigt. Die Proteinmengen wurden mittels SDS-
Gelelektrophorese, Western-Blot und Ponceau S Färbung mittels eines BSA-
Mengenstandards überprüft und für die nachfolgenden Bindungsstudien angeglichen. Der
GST pull down wurde mit Lysat aus transient EGFP-Fmn2-FH1-FH2 exprimierenden
NIH/3T3 Zellen und als Kontrolle mit EGFP-Dia1-FH1-FH2 NIH/3T3-Lysat durchgeführt (Abb.
10 A). Die NIH/3T3 Zellen wurden hierfür mit dem eukaryontischen Expressionsvektoren
pEGFP-C1-formin-2-FH1-FH2 und für die Kontrolle mit dem EGFP-mDia1- N3-Vektor
transfiziert. Der pull down erfolgte an den GST-(Fusionsprotein)-gebundenenn Beads.
EGFP-Fmn2-FH1-FH2 bindet spezifisch an das GST-Spir-1-KIND-Fusionsproteine, während
das Formin-Fusionsprotein EGFP-Dia1-FH1-FH2 nicht gebunden wurde. Eine Bindung von
EGFP-Fmn2-FH1-FH2 und EGFP-Dia1-FH1-FH2 an GST bzw. an die KIND-Domäne des
Fusionsproteins GST-VKIND-K1 konnte nicht nachgewiesen werden.
Um nachzuweisen, ob die für eine Translokation an die Spir-1-KIND-Domäne in NIH/3T3
Zellen ausreichende FH2-Domäne von Fmn2 ebenfalls für eine in vitro Interaktion hinrei-
chend ist, wurde der GST pull down analog mit den FH2-Domänen der Formine wiederholt
(Abb. 10 B). Die NIH/3T3 Zellen wurden hierfür mit dem eukaryontischen Expressionsvekto-
ren pEGFP-C1-formin-2-FH2 und für die Kontrolle mit dem EGFP-mDia1-F2-Vektor transfi-
ziert. Es konnte gezeigt werden, daß EGFP-Fmn2-FH2 spezifisch an das GST-Spir-1-KIND-
Fusionsproteine bindet, während das Formin-Fusionsprotein EGFP-Dia1-FH2 nicht gebun-
den wurde. Eine Bindung von EGFP-Fmn2-FH2 und EGFP-Dia1-FH2 an GST bzw. an die
KIND-Domäne des Fusionsproteins GST-VKIND-K1 konnte nicht nachgewiesen werden.
Eine indirekte Bindung von Spir-1-KIND an Fmn2-FH2 über weitere eukaryontische Protei-
nen sollte durch weitere Bindungsstudien ausgeschlossen werden. Um zu überprüfen, ob es
sich bei der KIND-FH2-Bindung um eine direkte oder um eine indirekte Interaktion handelt,
wurde ein GST pull down mit ausschließlich bakteriell exprimierten Proteinen durchgeführt
(Abb. 10 C). Als bakterielle Expressionsvektoren für die GST-Proteine dienten pGEX-4T3,
pGEX-4T-3-hu-Spir1-KIND, pGEX-4T-3-hu-Spir1-KIND-WH2 und pGEX-4T-3-VKIND-K1.
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Abb. 10: GST pull down von Formin-2/Dia1 und GST-KIND-Fusionsproteinen.
(A,B) Der pull down (pd) mit Zellysaten aus EGFP-Fmn2/EGFP-mDia1 transfizierten NIH/3T3 Zellen wurde an
GST-/GST-VKIND-K1-/GST-Spir-1-KIND-gebundenen Beads durchgeführt. Die pd Ladekontrolle entspricht
jeweils 1/10 Vol der pro pd eingesetzten Menge Zellysat. Die unteren Immun-Blot-Ausschnitte gegen GST
spiegeln die Einsatzmenge der GST-Fusionsproteine wider. Die oberen Ausschnitte zeigen die Immun-Blots der
spezifischen pull downs von EGFP-Fmn2-FH1-FH2 (A) und EGFP-Fmn2-FH2 (B) an GST-Spir-1-KIND. (C) Der
pull down (pd) von His-Fmn2-FH1-FH2 wurde an GST-/GST-VKIND-K1-/GST-Spir-1-KIND-/GST-Spir-1-KIND-
WH2-gebundenen Beads durchgeführt. Die pd Ladekontrolle entspricht jeweils 1/10 Vol der pro pd eingesetzten
Menge an klarem Lysat. Der obere Ausschnitt zeigt den Immun-Blot gegen anti-Penta-His des pull downs von
His-Fmn2-FH1-FH2 an GST-Spir-1-KIND- und GST-Spir-1-KIND-WH2-gebundenen Beads. Der untere
Ausschnitt, ein Ponceau S gefärbter Western-Blot, spiegelt die Menge an eingesetztem Protein wider.
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Die Expression, die Aufreinigung, der Expressionsnachweis und die Angleichung der
Proteinmengen erfolgte wie oben beschrieben. Der pull down wurde mit dem His-Fmn2-FH1-
FH2-angereicherten, klaren Lysat der IPTG-induzierten, pQE-80L-m-fmn2-FH1-FH2
transformierten Bakterien des E. coli Stamms Rosetta durchgeführt. Als Negativ-Kontrollen
dienten die an Glutathione-Sepharose-Beads gebundenen Proteine GST sowie GST-VKIND-
K1. His-Fmn2-FH1-FH2 bindet spezifisch an GST-Spir-1-KIND sowie GST-Spir-1-KIND-WH2
und nicht an GST sowie GST-VKIND-K1. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, daß
der N-Terminus von Spir-1 direkt mit dem C-Terminus von Formin-2 interagiert. Für diese
Interaktion waren die N-terminale KIND-Domäne von Spir-1 und die FH2-Domäne von
Formin-2 hinreichend.

4.2.2.3 Direkte Interaktion von 6x-His-Spir-1-KIND und 6x-His-Fmn2-FH2
Im vorhergehenden Abschnitt wurde gezeigt, daß GST-Spir-1-KIND mit EGFP-Fmn2-FH2
aus NIH/3T3 Lysat interagiert. Zudem konnte schon eine direkte Interaktion von ausschließ-
lich bakteriell exprimierten His-Fmn2-FH1-FH2 und GST-Spir-1-KIND gezeigt werden. Um zu
überprüfen, ob His-Spir1-KIND und His-Fmn2-FH2 ausreichend für eine direkte Interaktion
sind, wurde ein Ko-Gelfiltration der bakteriell exprimierten, nativ aufgereinigten Proteine über
eine Superdex 200 HR 16/60-Säule in einem FPLC-Äkta-System (Amersham) durchgeführt
(Abb. 11). Durch Gelfiltration ist es möglich, Proteine ihrer Größe nach aufzutrennen. Wäh-
rend der Passage der Proteinlösung über die Säule diffundieren die Moleküle in die Poren
der Matrix. Dabei dringen kleinere Moleküle weiter in die Matrix vor und weisen deshalb eine
längere Retentionszeit auf. Größere Moleküle verlassen die Säule zuerst. Der Auftrennungs-
bereich der Superdex 200 HR 16/60 Gelfiltrationssäule liegt zwischen 10 und 600 kD. Eine
Gelfiltration ist geeignet als finaler Reinigungsschritt einer Aufreinigung einzelner Proteine
oder eines Proteinkomplexes unter nativen Bedingungen, da die Proteine nicht an das Säu-
lenmaterial binden und in aufgetrennten Fraktionen gesammelt werden können. Durch die
Auftrennung von Markerproteinen bekannter Größe unter den gleichen Laufbedingungen ist
es möglich, die Größe der aufgereinigten Proteinkomplexe zu bestimmen.
Als bakterielle Expressionsvektoren für die Expression der 6x-His-Fusionsproteine in Bakte-
rien des E. coli Stamms Rosetta dienten pQE-80L-m-fmn2-FH2 und pQE-80L-h-Spir1-KIND.
Die Aufreinigung erfolgte an Ni2+-NTA-Agarose-Beads mit einem stringenten 50 mM Imidazo-
le-Waschpuffer. Der quantitative und qualitative Expressionsnachweis erfolgte analog zu den
pull down-Studien. Für die beiden 6x-His-Fusionsproteine wurden jeweils eine einzelne und
eine Ko-Gelfiltration durchgeführt. Die Gelfiltration von His-Fmn2-FH2 wurden mit ca. 203 µg
und von His-Spir-1-KIND mit ca. 146 µg durchgeführt, um ein vergleichbares molares
Einsatzverhältnis der Proteine zu erhalten. Für die Ko-Gelfiltration von His-Fmn2-FH2 und
His-Spir-1-KIND wurden die Proteine vor dem Lauf für 1 h bei 4 °C auf einem Rotator inku-
biert. Die Proteine wurden über eine 500 µl-Schleife auf die mit Laufpuffer voräquilibrierte
Superdex-Säule aufgetragen und die Fraktionen ab 35 ml der His-Fmn2-FH2-Gelfiltration, ab
36 ml bei der His-Spir-1-KIND-Gelfiltration und ab 50 ml bei der Ko-Gelfiltration aufgefangen.
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Abb. 11: Superdex-Gelfiltration von His-Formin-2-FH2 und His-Spire-1-KIND.
Die blauen Linien zeigen die Elutionsprofile der nativen, aufgereinigten 6x-His-Fusionsproteine im zeitlichen
Verlauf bei einer Absorption von 280 nm. Die gesammelten Fraktionen sind in violett dargestellt. (A) Das
Chromatogramm von His-Formin-2-FH2 weist zwei Absorptionsmaxima bei ca. 55 ml und 66 ml auf. (B) Das
Chromatogramm von His-Spir-1-KIND weist ein Absorptionsmaximum bei 79 ml auf. (C) Das Chromatogramm
von His-Formin-2-FH2 und His-Spir-1-KIND weist Absorptionsmaxima bei 55 ml, 63 ml und 79 ml auf.

Die Absorptionsmaxima von His-Fmn2-FH2 wurden bei einem Laufvolumen von ca. 55/57 ml
sowie 66 ml (Abb. 11 A) und von His-Spir-1-KIND bei ca. 79 ml aufgezeichnet (Abb. 11 B).
Das Chromatogramm der Ko-Gelfiltration von His-Fmn2-FH2 und His-Spir-1-KIND weist Ab-
sorptionsmaxima bei ca. 55 ml, 63 ml und 79 ml auf (Abb. 11 C). Als Referenz dienten die
Standardproteine Aldolase (158 kD), Albumin (67 kD), Ovalbumin (43 kD) und Chymotrypsi-
nogen A (25 kD), welche unter gleichen Laufbedingungen aufgetrennt wurden und Absorpti-
onsmaxima bei 67 ml, 74 ml, 81 ml und 91 ml aufwiesen. Eine Eichgerade wurde erstellt und
die Absorptionsmaxima graphisch ausgewertet. Die ermittelten Molmassen betragen für His-
Fmn2-FH2 ca. 146 kD und 300/350 kD und für His-Spir-1-KIND ca. 56 kD. Für die Ko-Elution
von His-Fmn2-FH2 und His-Spir-1-KIND können den Absorptionsmaxima der Protei-
ne/Proteinkomplexe die Molmassen von ca. 56 kD, 188 kD und 350 kD zugeordnet werden.
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Aliquots der gesammelten Fraktionen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und im
Immun-Blot gegen anti-Penta-His analysiert. Im Immun-Blot der Fraktionen der His-Fmn2-
FH2-Gelfiltration konnte das Protein entsprechend der Absorptionsmaxima des
Chromatogramms bei einem Laufvolumen von 51-59 ml und 65-69 ml nachgewiesen werden
(Abb. 12 A). His-Spir-1-KIND wurde in den Fraktionen von 75-81 ml der entsprechenden
Einzel-Gelfiltration detektiert. Dies stimmte ebenfalls mit den Absorptionsmaxima des
Chromatogramms überein (Abb. 12 B). In der Ko-Gelfiltration von His-Fmn2-FH2 und His-
Spir-1-KIND konnte His-Fmn2-FH2 wiederum im ersten Absorptionsmaximum des
Chromatogramms, den eluierten Fraktionen von 53-57 ml, nachgewiesen werden
(Abb. 12 C). Die bei 61-65 ml eluierten Fraktionen entsprechen dem zweite
Absorptionsmaximum des Chromatogramms. Diese Fraktionen enthalten beide
rekombinanten Proteine. Das zweite Absorptionsmaximum von His-Fmn2-FH2 (Abb. 12 A)
verschob sich somit von 66 ml des Laufvolumens nach 63 ml (Abb. 11C, 12 C). His-Spir-1-
KIND wurde wieder bei 75-81 ml des Laufvolumen und zusätzlich bei 61-65 ml eluiert.

Abb. 12: Analyse der His-Formin-2-FH2- und His-Spire-1-Fusionsproteinen nach der Gelfiltration über die
Superdex-Säule.

Auf den Immun-Blots gegen anti-Penta-His wurde jede zweite der gesammelten 1 ml-Fraktionen des
Durchlaufvolumens von 51-85 ml analysiert. (A) Die Fraktionen des Einzellaufs von His-Formin-2-FH2 zeigen
eine Elutionen des Proteins bei 51-59 ml und 65-69 ml des Laufvolumens an. (B) Die Fraktionen des Einzellaufs
von His-Spir-1-KIND zeigen eine Elutionen des Proteins bei 75-81 ml des Laufvolumens an. (C) Die gesammelten
Fraktionen der Ko-Gelfiltration von His-Formin-2-FH2 und His-Spir-1-KIND zeigen Verschiebungen der Elution
von His-Formin-2-FH2 zu 61-65 ml und eine zusätzliche Elution von His-Spir-1-KIND bei ebenfalls 61-65 ml des
Laufvolumens an.

Auffällig ist, daß denaturiertes His-Fmn2-FH2 (449 AS) bei der SDS-Gelelektrophorese auf
der Höhe von ca. 50 kD und denaturiertes His-Spir-1-KIND (276 AS) bei ca. 37 kD migriert.
Die Abweichungen zu der ermittelten Molmasse auf Basis der Eichgerade und
Chromatographie von 56 kD für His-Spir-1-KIND könnte durch eine mögliche globuläre
Tertiärstruktur des nativen Proteins verursacht werden. Die starken Abweichungen von
146 kD und 300/350 kD für His-Fmn2-FH2 legen jedoch eine Dimerisierung und/oder sogar
eine Tetramerisierung des Proteins nahe. Die ermittelte Molmasse von 188 kD für den
Proteinkomplex des zweiten Absorptionsmaximums der Ko-Gelfiltration beider Proteine
(Abb. 11 C, 12 C) legt eine Interaktion der Spir-1-KIND-Domäne mit dem putativen His-
Fmn2-FH2-Dimer nahe. Die interagierenden Proteine wurden zudem in nahezu äquimolarer
Menge im Immun-Blot gegen den anti-Penta-His Antikörper detektiert.
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4.3 Untersuchungen zum Expressionsmuster von endogenem

Drosophila p150-Spir/Cappuccino und murinem Spir-1/Formin-2

Um zu untersuchen, ob die in vitro Interaktionen von p150-Spir und Cappuccino bzw. Spir-1
und Fmn2 auch eine physiologische Relevanz haben, wurden die endogenen Protein-
Expressionsmuster auch auf mögliche Kolokalisationen der Spir- und Formin-Proteine hin
überprüft. Für mSpir-1 und mFmn2 standen polyklonale Antikörper zur Verfügung. Da der
polyklonale mFmn2 Antikörper uns von M. Dettenhofer (Harvard, Boston) in kleiner Menge
zur Verfügung gestellt wurde, wurde für mFmn2 eine Antigen hergestellt und und an Immu-
noglobe zur Immunisierung von Kaninchen gesendet. Ebenso wurden für p150-Spir und
Cappuccino Antigene hergestellt und an Eurogentec, Niederlande, zur Immunisierung von
Kaninchen gesendet. Die Antiseren wurden biochemisch und immuncytochemisch charakte-
risiert. Anschließend wurden die endogen Expression in Drosophila Embryonen und Larven-
gehirnen untersucht. Für Nachweise der Spir-1- und Fmn2-Proteine in der Maus wurden
Körnerzellen des Kleinhirns auf eine endogene Proteinexpression hin getestet.

4.3.1 Das Proteinexpressionsmuster von endogenem p150-Spir und
Cappuccino in Drosophila melanogaster

In Drosophila in situ Hybridisierungsstudien wurde die RNA-Expression von capu und spire
in Oocyten und Embryonen nachgewiesen12-14. Daher sollten Embryonen auf eine
Expression von p150-Spir und Cappuccino hin untersucht werden. In in situ
Hybridisierungsstudien in der Maus wurde ein überlappendes Expressionsmuster von spir-1
und Fmn2 im sich entwickelnden ZNS nachgewiesen. Daher sollte auch das Larvengehirn
von Drosophila auf eine Expression von Cappuccino und Spir hin untersucht werden.

4.3.1.1 Herstellung der Antikörper gegen p150-Spir-KIND-WH2 und Capu-FH2
Für die Untersuchungen der endogenen p150-Spir und Cappuccino Expression in Drosophila
mußten entsprechende Antikörper hergestellt werden. Als Antigene wurden die verkürzten
6x-His-Fusionsproteine p150-Spir-KW (AS 2-490) und Capu-FH2 (AS 572-1058) verwendet
(Abb. 13 A). Die Klonierung des Expressionsvektor pQE-80L-p150Spir-KIND-WH2-TAG
wurde bereits beschrieben (4.2.1.1). Die cDNA kodierend für Capu-FH2 wurde mittels PCR
aus dem Vektor pBS-capu-GH14467 mit den Primern Bam-capu-FH2-5’ und 3’capu-TAG-
XmaI-primer amplifiziert. Die cDNA wurde anschließend über die Schnittstellen BamHI/XmaI
in den Vektor pQE-80L inseriert. Die Klonierung wurde durch asymmetrische
Restriktionsanalyse und die Expression von His-Capu-FH2 mittels SDS-Gelelektrophorese
und Immun-Blot gegen den anti-Penta-His Antikörper überprüft.
pQE-80L-p150Spir-KIND-WH2-TAG und pQE-80L-Capu-FH2 wurden in Bakterien des E. coli
Stamms Rosetta transformiert und die rekombinanten 6x-His-Proteine exprimiert. Die Protei-
ne wurden mit stringentem Puffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 50 mM Imidazol) an
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Ni2+-NTA-Agarose-Beads nativ aufgereinigt. Zur Immunisierung von jeweils zwei Kaninchen
wurden die Proteine in TBST-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1% Tween,
20% Glycerin) an Eurogentec gesendet. Die Kaninchen wurden viermal, an den Tagen 0, 14,
28 und 50, mit jeweils 100 µg Antigen intradermal immunisiert. Vor der Grundimmunisierung
wurde das Präimmunserum entnommen und am Tag 65 die Kaninchen ausgeblutet.
Die Antiseren wurden immuncytochemisch auf ihre Spezifität getestet. Anschließend wurden
die Antiseren über Affinitätschromatographie mit Hilfe der Antigene aufgereinigt. Zur
Verhinderung von Kreuzreaktivitäten wurden die gereinigten Antikörper ein zweitesmal über
eine mit dem jeweils anderen Antigen-gekoppelten Säule analog aufgereinigt.
Für die biochemische Charakterisierung wurden NIH/3T3 Zellen mit pcDNA3-Myc-p150Spir,
pEGFP-C1-p150Spir, pcDNA3-Myc-Capu, pcDNA3-Myc-Capu-NT, pcDNA3-Myc-Capu-NT-
FH1 und pcDNA3-Myc-Capu-FH2 transfiziert. Die Lysate der transient p150-Spir- und Capu-
überexprimierenden Zellen wurden im Immun-Blot gegen die Antiseren und aufgereingten Ak
getestet (Abb. 13). Im Immun-Blot gegen das anti-p150-KW-Antiserum und den aufgereinig-
ten anti-p150-KW-596-AK wurde Myc-p150-Spir und nicht Myc-Capu detektiert (Abb. 13 A).
Jedoch ist eine unspezifische Bande in allen NIH/3T3 Lysaten zu erkennen. Nach der Auf-
reinigung detektierte der anti-p150-KW-596-AK weder diese Bande noch eines der verkürz-
ten Myc-Capu-Fusionsproteine (Myc-Capu-NT, Myc-Capu-NT-FH1 und Myc-Capu-FH2).

Abb. 13: Biochemische Charakterisierung der anti-p150-KW- und anti-Capu-FH2-Antiseren
(A) gibt einen schematischen Überblick über die eingesetzten Antigene. (B, C) Immun-Blot gegen die anti-p150-
KW- und anti-Capu-FH2-Antikörper (AK) in transient Myc-Capu und Myc-p150-Spir exprimierenden NIH/3T3
Zellen. (A) Im Immun-Blot gegen das anti-p150-KW-Antiserum und den aufgereinigten anti-p150-KW-596-AK
wurde Myc-p150-Spir, nicht jedoch Myc-Capu detektiert. (B) Im Immun-Blot gegen das anti-Capu-FH2-Antiserum
und den aufgereingten anti-Capu-FH2-AK wurde Myc-Capu-FH2, nicht jedoch Myc-Capu-NT und Myc-p150-Spir
detektiert.

Im Immun-Blot gegen das anti-Capu-FH2-Antiserum wurde Myc-Capu-FH2 und kein Myc-
Capu-NT sowie Myc-p150-Spir detektiert (Abb. 13 B). Nach der Aufreinigung detektierte der
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anti-Capu-FH2-732-AK wiederum nur Myc-Capu und nicht Myc-p150-Spir oder EGFP-p150-
Spir. Kreuzreaktivitäten der Antikörper gegen das jeweils andere Protein können somit bio-
chemisch ausgeschlossen werden. Dies ist für die folgenden Versuche wichtig.
Lysate aus Wildtyp Drosophila melanogaster W1118 wurden im Immun-Blot gegen die anti-
p150-KW- und anti-Capu-FH2-Antiseren getestet. Hierzu wurden adulte männliche von
adulten weiblichen Tieren getrennt. Jeweils 10 Caput, Thorax und Abdomen wurden mit
1x Probenpuffer homogenisiert, für 10 min zentrifugiert und der Überstand analysiert. Eben-
so wurde ein Lysat aus 4 Larven hergestellt und analysiert. Es konnten jedoch in keinem der
Lysate endogenes Spir oder Cappuccino detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Eine endo-
gene Expression in Larven und adulten Tieren kann jedoch nicht vollständig ausgeschlossen
werden. Es ist möglich, daß die Expressionsrate entweder zu niedrig für eine Immun-
detektion ist oder die Proteine nicht oder nicht vollständig im Überstand gelöst waren.

4.3.1.2 Myc-p150-Spir Effektorgenexpressionstudien in L3-Larvengehirnen
In in situ Hybridisierungsstudien wurde ein überlappendes Expressionsmuster von spir-1 und
Fmn2 im sich entwickelnden ZNS der Maus nachgewiesen5. Daher sollte auch das
Larvengehirn von Drosophila auf eine Expression von p150-Spir hin untersucht werden. Um
die Spezifität des anti-p150-Spir-KW Ak in vivo zu überprüfen, wurden immunhistochemische
Nachweise von Myc-p150-Spir in Drosophila L3-Larvengehirnen unterschiedlicher
Genotypen durchgeführt. Hierzu wurde das Gal4/UAS-System genutzt, welches eine zell-
und entwicklungstypische Expression eines Transgens, durch Kreuzung einer Drosophila
melanogaster Transgen-tragenden Linie mit einer Treiberlinie, in der F1-Generation
gewährleistet. Das Transgen steht unter der Kontrolle der Gal4 Bindungsstelle upstream
activator sequence (UAS), welche über den Hefe-Transkriptionsfaktor Gal4 reguliert wird.
Die Expression des hefespezifischen Transkriptionsfaktors Gal4 der Treiberlinie wird durch
ein benachbartes gewebe- und entwicklungsspezifisches regulatorisches Element, eine
genomische Enhancer Sequenz, reguliert. Aus einer solchen Kreuzung gehen Tiere hervor,
die beide Konstrukte tragen. Gal4 kann an die UAS-Sequenz binden und das Transgen wird
im selben Muster wie Gal4 mit einer Zeitverzögerung exprimiert221. Für Untersuchungen an
transgenen Myc-p150-Spir Fliegen wurden die Effektorlinie P[UAST:Myc-p150-Spir] mit
verschiedenen Treiberlinien gekreuzt. Für die Kreuzungen wurde der Stamm T13 der
P[UAST:Myc-p150-Spir] transgenen Linien ausgewählt, da die unspezifische Expression von
Myc-p150-Spir über einen Hitzeschockpromotor hier am stärksten war (Abb. 14).
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Abb. 14: Expression von p150-Spir verschiedener transgener UAS-Myc-p150-Spire Drosophila Stämme
Immun-Blot gegen anti-p150-KW-596-Antiserum (1:400) der Expressionskontrolle von Myc-p150-Spir
verschiedener Stämme aus der Kreuzung der Hitzeschocklinie mit der P[UAST:Myc-p150-Spir]-Linie. Spur 1 zeigt
transient überexprimiertes p150-Spir in NIH/3T3 Zellen.

Als Treiberlinien wurden P[OK107-Gal4] und P[ap-Gal4] verwendet. Diese Treiberlinien
führen zu einer gezielten Expression des spire-Transgens in bestimmten Neuronen der
beiden Gehirnhemisphären und des Ventralganglions in Drosophila Larven. Die L3-Larven
der F1-Nachkommen aus Kreuzungen von Jungfrauen des Genotyps w-;P[UAST:Myc-p150-
Spir]T13/P[UAST:Myc-p150-Spir]T13 mit Männchen der Gal4-Treiberlinien P[GAL4]OK107 bzw.
w-;P[UAS:Myc-p150-Spir]T13/Sm6a mit Männchen der Gal4-Treiberlinien P[ap-Gal4] wurden
in immunhistochemischen Untersuchungen analysiert.
Die Treiberlinie (OK107-Gal4) bewirkt eine Expression des Zielgens in den Pilzkörper-
Neuronen. Diese markante Strukturen der Gehirnloben sind wichtig für das olfaktorische
Lernen und Gedächntnis222-225. Es gibt drei Klassen von Pilzkörperneuronen,  Neurone, ’/ ’
Neurone und  Neurone. Unterschieden werden diese durch ihre axonalen
Projektionsmustern und ihre Entstehungszeitpunkt vor dem L3-Larvenstadium, während des
L3-Larvenstadiums und nach der Verpuppung226. In Abb. 15 ist das Nervensystem einer L3-
Larve aus einer Kreuzung der UAS-Myc-p150-SpirT13-Effektorlinie mit der OK107-Gal4-
Treiberlinie zu sehen. Deutlich zu erkennen ist die Myc-p150-Spir-Expression in den
Pilzkörpern der Gehirnloben (a, a’, a’’-c, c’, c’’). Hierbei ist festzustellen, daß das anti-p150-
KW-596-Antiserum wesentlich besser für die Immunhistochemie geeignet ist, als der anti-
Myc9E10-Ak. Das unaufgereinigte anti-p150-KW-596-Antiserum ist bereits sensitiver und
produziert weniger Hintergrund als der anti-Myc9E10-Ak. Im Ventralganglion (VG) sind
median gelegene Soma, die sich in Zweier-Paaren gruppieren, zu erkennen (a’’’-c’’’). Diese
sind in der Übersichtsabbildung nicht zu sehen, da der Fokus des Fluoreszenzmikroskops
hier auf einer anderen Ebene liegt. Axone konnten im VG nicht sichtbar gemacht werden.
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Abb. 15: OK107-Gal4-vermittelte Effektorgenexpression im L3-Larvengehirn
Immuhistochemischer Nachweis der Myc-p150-Spir-Expression im Nervensystem von w-;P[UAST:Myc-p150-
Spir]T13/P[UAST:Myc-p150-Spir]T13;P[GAL4]ok107/+ L3-Larven. Die Larvengehirne der F1-Nachkommen aus der
Kreuzung der OK107-Gal4-Linie mit der UAS-Myc-p150-Spir-Linie wurden mit anti-p150-KW-596 Antiserum
(1:500)/anti-rabbit-FITC (a-a’’’) und anti-Myc-9E10/anti-mouse-TRITC Antikörpern (b-b’’’) angefärbt. Überlagerung
beider Antikörperfärbungen (c-c’’’).

Die Gal4-Treiberlinie P[ap-Gal4] bewirkt eine Expression des Zielgens in Interneuronen des
Ventralganglions (VG). Das Drosophila apterous Gen kodiert für einen Transkriptionsfaktor
der LIM-Homeodomäne-Proteinfamilie. Während der Gehirnentwicklung ist dieser notwendig
für die axonale Wegfindung bestimmter Interneurone227. Im VG des Larvengehirns ist eine
axonale Projektion zweier lateral gelegener Reihen Apterous-exprimierender Interneurone
entlang aufsteigender longitudinaler Wege zu beobachten228
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Abb. 16: ap-Gal4 vermittelte Effektorgenexpression im L3-Larvengehirn
Immuhistochemischer Nachweis der Myc-p150-Spir-Expression im Nervensystem von w-;P[UAS:Myc-p150-
Spir]T13/P[ap-Gal4] L3-Larven. Die Larvengehirne der F1-Nachkommen aus der Kreuzung der ap-Gal4-Linie mit
der UAS-Myc-p150-Spir-Linie wurden mit anti-p150-KW-596/anti-rabbit-FITC Serum 1:500 (a-a’’’) und anti-Myc-
9E10/anti-mouse-TRITC Antikörpern (b-b’’’) angefärbt. Überlagerung beider Antikörperfärbungen (c-c’’’).

In Abb. 16 ist das Nervensystem einer L3-Larve aus einer Kreuzung der UAS-Myc-p150-
SpirT13-Effektorlinie mit der ap-Gal4-Treiberlinie zu sehen. Deutlich sind die Soma, jedoch
nicht die Axone, zweier lateral gelegener Reihen an Interneurone im VG des Larvengehirns
zu beobachten. Wiederum ist festzustellen, daß das anti-p150-KW-596-Antiserum besser als
der anti-Myc9E10-Ak für immunhistochemische Untersuchungen geeignet ist.
Die Frage, ob eine endogene Expression von p150-Spir im Larvengehirn stattfindet, konnte
nicht geklärt werden. In beiden immunhistochemischen Nachweisen konnte kein
überlappendes Expressionsmuster aufgezeigt werden. Dies könnte ein Hinweis sein, daß
eine mögliche Expression zu schwach für eine immunhistochemische Detektion ist bzw.
keine endogene Expression stattfindet. Daher wurde auf weitere Untersuchungen der
Larvengehirne verzichtet.
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4.3.1.3 Biochemischer Nachweis von p150-Spir und Cappuccino in Embryonen
In Drosophila in situ Hybridisierungsstudien wurde eine RNA-Expression von capu und spire
in Oocyten und Embryonen nachgewiesen12-14. Daher sollten Drosophila Embryonen auf eine
Expression von p150-Spir und Cappuccino hin untersucht werden. Um die Spezifität des
anti-p150-Spir-KW Ak in vivo weiterhin zu überprüfen, wurden biochemische Nachweise von
transgenem Myc-p150-Spir in Drosophila Embryonen durchgeführt. Hierzu wurde wiederum
das Gal4/UAS-System genutzt.
Für Untersuchungen an transgenen Myc-p150-Spir Embryonen wurden die Effektorlinie
P[UAST:Myc-p150-Spir] mit einer maternalen Treiberlinie gekreuzt. Als maternale
Treiberlinie für eine Expression in Embryonen wurde der Drosophila Stamm 67.15-Gal4
verwendet. Diese Treiberlinie enthält Gal4-Inserts unter der Kontrolle eines maternal -
Tubulin Promotors im zweiten und dritten Chromosom und führt bereits in frühen Drosophila
Embryonalstadien zu einer Expression des Transgens. Kreuzungen von Junfrauen der Gal4-
Treiberlinien 67.15 mit Männchen des Genotyps w-;P[UAS:Myc-p150-Spir]T13/TM3 wurden
zunächst im Immun-Blot gegen den anti-p150-KW-596-Antikörper und anti-Capu-FH2-732-
Antikörper getestet (Abb. 17). Hierzu wurden F1-Embryonen mit 1x Probenpuffer
homogenisiert, für 10 min zentrifugiert und der Überstand analysiert.

Abb. 17: Immun-Blot von Embryolysaten der Treiberlinie 67.15-Gal4 und der Kreuzung w-;P[UAS:Myc-
p150-Spir]T13/TM3 mit 67.15-Gal4.

Immun-Blot von Embryolysaten gegen den anti-p150-KW-596-Antikörper und den anti-Capu-FH2-732-Antikörper.
Die Spuren 1 und 2 beider Immun-Blots enthalten jeweils die gleiche Menge an Lysat der Treiberlinie 67.15-Gal4
bzw. der Kreuzung w-;P[UAS:Myc-p150-Spir]T13/TM3 mit 67.15-Gal4. (A) Im Immun-Blot gegen anti-p150-KW-596
wurde in beiden Spuren eine schwache Proteinbande auf der Höhe von <150 kD detektiert. (B) Im Immun-Blot
gegen anti-Capu-FH2-732 wurde in beiden Spuren Proteinbanden auf der Höhe von >150 kD und ca. 125 kD
detektiert.

Drosophila Spir aus der Treiberlinie 67.15-Gal4 und aus der Kreuzung von 67.15-Gal4 mit
der transgenen Myc-p150-Spir Linie migriert auf der Höhe von <150 kD (Abb. 17 A).
Drosophila Cappuccino der Treiberlinie 67.15-Gal4 und der Kreuzung von 67.15-Gal4 mit der
transgenen Myc-p150-Spir Linie läuft auf der Höhe von >150 kD und ca. 125 kD. Die Menge
an Protein im Embryonenlysat in Spur 1 ist größer als in Spur 2 (Abb. 17 B). Das ist ein
Hinweis darauf, daß das transgene Myc-p150-Spir erfolgreich in Embryonen der Kreuzung
exprimiert wird, da dort in beiden Spuren äquimolare Mengen an p150-Spir detektiert wurden
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(Abb. 17 A). Die Embryonalstadien 1-4 der Kreuzung wurden immunhistochemisch mit Hilfe
eines Fluoreszenzmikroskops untersucht. Eine diffuse Konzentration von Spir am Rand des
Blastoderms war sowohl mit dem anti-Myc9E10- sowie dem anti-p150-KW-596-Antikörper zu
beobachten. In Embryonen derselben Stadien des Wildtyps W1118 konnte jedoch kein Spir
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

4.3.1.4 Untersuchung einer möglichen Interaktion von endogenem p150-Spir
und Cappuccino
In situ Hybridisierungsstudien des Gene Expression Report des Berkeley Drosophila
Genome Project (BDGP) zeigen eine Expression der capu und spire Gene in Embryonen der
präblastodermalen Stadien 1-3 und der Stadien 11-1612. In Abb. 17 wurde bereits endogenes
Spir und Cappuccino in der Treiberlinie 67.15-Gal4 im Immun-Blot nachgewiesen. Mit Hilfe
einer Ko-Immunpräzipitation (KoIP) aus Embryonenlysat sollte nun eine mögliche Interaktion
von endogenem p150-Spir und Cappuccino untersucht werden.
Eine Ko-Immunpräzipitation (KoIP) aus Wildtyp Drosophila melanogaster W1118
Embryonenlysat wurde mit dem anti-p150-KW-596-Antikörper durchgeführt (Abb. 18). Als
Negativkontrolle wurde eine KoIP mit dem Präimmunserum-596 durchgeführt. Embryonen
aller Entwicklungsstadien wurden in KoIP Puffer homogenisiert, zentrifugiert und der
Überstand für die KoIP eingesetzt. Spur 1 zeigt den Immun-Blot gegen den anti-Capu-FH2-
732-Antikörper von in 1x Probenpuffer homogenisierten adulten Drosophila W1118 Fliegen.
Im klaren Embronenlysat der KoIP Einsatzkontrolle (Spur 2) wurden zwei Proteinbanden auf
der Höhe von ca. 85 kD, 120 kD und eine Doppelbande bei ca. 150/160 kD durch den anti-
Capu-FH2-732-Antikörper detektiert. Durch das Präimmunserum wurde keines der durch
den anti-Capu-FH2-732-Antikörper erkannten Proteine der Einsatzkontrolle
koimmunpräzipitiert (Spur 3). In der Ko-Immunpräzipitation mit dem anti-p150-KW-596-
Antikörper konnte eine sehr schwache Proteinbande auf der Höhe von ca. 150 kD durch den
anti-Capu-FH2-732-Antikörper nachgewiesen werden (Spur 4). Ob es sich hierbei tatsächlich
um kopräzipitiertes Cappuccino oder nur um ein Artefakt handelt, ist nicht abschließend zu
bestimmen. Im Flybase Gene Report wurden vier Cappuccino Polypeptid-Isoformen
vorhergesagt, mit folgenden Proteinlängen: Capu-PA (1059 AS, 114 kD), Capu-PB
(1049 AS), Capu-PC (1154 AS) und Capu-PD (1207 AS). Es ist denkbar, daß die
detektierten Proteinbanden auf der Höhe von 120 kD und 150/160 kD des embryonalen
Lysats (Spur 2) diesen vier Capu-Isoformen entsprechen. Die Proteinbande auf der Höhe
von ca. 85 kD könnte eine weitere, kürzere Capu-Isoform oder eine unspezifische Bande
repräsentieren.
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Abb. 18: Ko-Immunpräzipitation (KoIP) mit dem anti-p150-KW-596-Antikörper (AK) aus Drosophila W1118
Embryonenlysat

Immun-Blot gegen anti-Capu-FH2-732-Antikörper der Ko-Immunpräzipitation (KoIP) mit dem anti-p150-KW-596-
Antikörper (AK). In Spur 1 werden keine Proteine aus Drosophila W1118 Totallysat adulter Tiere durch den anti-
Capu-FH2-732-Antikörper detektiert. Die KoIP Ladekontrolle in Spur 2 entspricht 1/10 Vol der pro KoIP
eingesetzten Menge an klarem Lysat des W1118-Embryonenlysats. Die Spuren 3 und 4 zeigen die KoIPs mit
dem Präimmunserum als Negativkontrolle und dem aufgereinigten anti-p150-KW-596-Antikörper.

Zusammenfassend unterstützen diese Untersuchungen eine physiologische Relevanz der in
vitro beobachteten Interaktion zwischen Spir und Cappuccino aufgrund des Vorkommens in
den gleichen Entwicklungsstadien von Drosophila. Die subzellulären Lokalistion der
endogenen Proteine sollte daher in Embryonen im Vergleich mit den entsprechenden Spir-
und Cappuccino Mutanten analysiert werden.
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4.3.2 Untersuchung des Proteinexpressionsmusters von endogenem
Spir-1 und Formin-2 in Körnerzellen des postnatalen Mausgehirns

Um zu untersuchen, ob die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene in vitro Interaktionen
von Spir-1 und Fmn2 in vivo eine physiologische Relevanz hat, wurden verschiedene
Untersuchungen zur endogenen Spir-1 und Fmn2 Expression durchgeführt. In in situ
Hybridisierungsstudien wurde ein überlappendes Expressionsmuster von spir-1 und formin-2
in embryonalen Nervenzellen sowie im adulten Gehirn der Maus nachgewiesen. Eine
schwache spir-1 und Fmn2 Expression wurde u. a. in der Körnerzellschicht des adulten
Cerebellum beobachtet. Zudem wurde endogenes Spir-1 im Immun-Blot gegen den SA2133
Antikörper in Gehirn-Lysat adulter Mäuse detektiert5. Daher sollten primäre Körnerzellen des
Cerebellums postnataler Mäuse isoliert und biochemisch sowie immuncytochemisch auf eine
spir-1 und Fmn2 Expression untersucht werden.
Das Cerebellum gliedert sich in eine Soma-haltige Schicht, den Kortex, und eine Nervenfa-
ser-haltige Schicht, die weiße Substanz. Der Kortex ist von außen nach innen in drei Schich-
ten aufgebaut: Die Molekularschicht, die Purkinjezellschicht und die Körnerzellschicht. Kör-
nerzellen sind Hauptbestandteil der Körnerzellschicht und stellen neben den Golgizellen den
einzigen Zelltyp dieser Schicht dar. Sie besitzen kleine runde Somata (10 µm). Das apikale
Axon projeziert in die Molekularschicht, wo es sich einmal rechtwinklig in die Parallelfasern
verzweigt, während die vier basalen Dendriten unverzweigt bleiben. Die Parallelfasern inner-
vieren en-passant die Dendriten der Purkinjezellen. Der Vorteil der Körnerzellen liegt in ihrer
einfachen Isolierung und Kultivierung, ihr Nachteil in der geringen Größe der Soma.

4.3.2.1 Nachweis der spir-1 und Fmn2 RNA-Expression in cerebellären

Körnerzellen
Zunächst sollte die spir-1 und Fmn2 RNA-Expression in isolierten murinen Körnerzellen
nachgewiesen werden. Hierzu wurde die Gesamt-RNA aus Körnerzellen der postnatalen
Tage P7 und P9 mittels RT-PCR untersucht. Als Kontrolle wurde eine RT-PCR mit VKIND
Primern durchgeführt. In in situ Hybridisierungsstudien wurde die VKIND-Expression in Kör-
nerzellen und Purkinjezellen des sich entwickelnden murinen Cerebellums nachgewiesen215.

Tabelle 5: Primer für RT-PCR aus Gesamt-RNA cerebellärer Körnerzellen

RNA Primer

spir-1 5’ m-spir1-CT

3’ m-spir1-CT

Fmn2 Bam-m-fmn2-befFH2-5’

3’-m-fmn2-TAG-KpnI
VKIND 5’-BamHI-RasGEF

3’-Ras-GEF-EcoRI

In Tabelle 5 sind die für die RT-PCR benutzten Primer aufgeführt. Von der Gesamt-RNA und
den Primern wurden jeweils äquimolare Mengen eingesetzt.
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Abb. 19: spir-1- und Fmn2 Expression in Körnerzellen.
Die Expression von VKIND, spir-1 und Fmn2 RNA wurde mittels RT-PCR aus Gesamt-RNA der postnatalen P7
und P9 Körnerzellen untersucht.

In Abb. 19 spiegelt die starke Bande der amplifizierten spir-1- und Fmn2 cDNA eine deutliche
RNA-Expression in P7 Körnerzellen wider. Die Menge der amplifizierten VKIND cDNA ist
dagegen wesentlich niedriger. In P9 Körnerzellen ist wiederum die amplifizierte cDNA-Menge
an Spir-1 und Fmn2 größer als die Menge an VKIND cDNA.
Nachdem die RNA-Expression von spir-1 und Fmn2 in Körnerzellen beobachtet wurde, sollte
auch die Protein-Expression untersucht werden.

4.3.2.2 Nachweis von endogenem Formin-2 im Cerebellum adulter Mäuse
Bei in situ Hybridisierungsstudien wurde ein fast identisches Expressionsmuster der murinen
formin-2 und spir-1 Gene im adulten Gehirn beobachtet. Zudem wurde endogenes Spir-1 im
Immun-Blot gegen den SA2133 Antikörper im Gehirn-Lysat adulter Mäuse detektiert5. Daher
sollten nun das Cerebellum adulter Mäuse biochemisch auf eine Formin-2-Expression hin
untersucht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein polyklonaler anti-mFmn2-Antikörper
hergestellt und mit dessen Hilfe verschiedene Mausgewebe adulter Tiere auf eine
Expression von Formin-2 hin untersucht.
Als Antigene für die AK-Herstellung wurden das verkürzte 6x-His-Fusionsprotein Fmn2-FH2
(AS 1124-1567) verwendet (Abb. 20 A). Die Klonierung des Expressionsvektor pQE-80L-m-
fmn2-FH2 wurde bereits beschrieben (4.2.2.1). pQE-80L-m-fmn2-FH2 wurde in Bakterien
des E. coli Stamms Rosetta transformiert und das 6x-His-Fmn2-FH2 Fusionsprotein expri-
miert. 6x-His-Fmn2-FH2 wurde mit stringentem Puffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 50
mM Imidazol) an Ni2+-NTA-Agarose-Beads nativ aufgereinigt. Zur Immunisierung von Kanin-
chen wurden das Antigen in TBST-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl,
0,1% Tween, 20% Glycerin) an Immunoglobe gesendet. Die Kaninchen wurden dreimal, an
den Tagen 0, 14 und 28, mit jeweils 100 µg Antigen intradermal immunisiert. Vor der Grund-
immunisierung wurde das Präimmunserum und am Tag 60 das Antiserum entnommen.
Für die biochemische Charakterisierung des aufgereinigten Antiserums (IG 467) wurden
NIH/3T3 Zellen mit pEGFP-C1, pEGFP-mDia1- N3, pEGFP-C1-Formin-2-FH1-FH2,
pcDNA3-Myc-mFormin-2-FH1-FH2 und pEGFP-C1-Formin-2-FH2 transfiziert. Die Lysate der
EGFP-Fusionsproteine überexprimierenden Zellen wurden im Immun-Blot gegen den aufge-
reingten Antikörper getestet. Im Immun-Blot gegen das aufgereinigte anti-Fmn2-FH2-
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Antiserum (IG 467) wurden EGFP-mFmn2-FH2 und EGFP-mFmn2-FH1-FH2, nicht jedoch
EGFP, EGFP-mDia1-FH2 und EGFP-mDia1-FH1-FH2 detektiert (Abb. 20 B). Hierdurch
konnte eine Kreuzreaktion des aufgereinigten anti-Fmn2-FH2-Antiserums (IG 467) mit dem
Formin mDia1 ausgeschlossen werden.

Abb. 20: Biochemische Charakterisierung des anti-Fmn2-FH2-Antiserums: Nachweis von exogenem und
endogenem Formin-2

(A) gibt einen schematischen Überblick über das eingesetzte Antigen. (B, C) Immun-Blots gegen das
aufgereinigte anti-Fmn2-FH2-Antiserums (IG 467). (B) Im Immun-Blot wurde ektopisch in NIH/3T3 Zellen
exprimiertes EGFP-mFmn2-FH2 und EGFP-mFmn2-FH1-FH2, nicht jedoch EGFP, EGFP-mDia1-FH2 oder
EGFP-mDia1-FH1-FH2 detektiert. (C) Formin-2 wurde im Cerebellum, nicht jedoch in der Lunge, im Colon oder in
den Ovarien detektiert. EGFP-mFmn2-FH1-FH2 und Myc-mFmn2-FH1-FH2 aus NIH/3T3-Lysaten dienten als
Positiv-Kontrollen.

Anschließend wurden eine Expression des endogenen Formin-2 in verschiedenen Geweben
adulter Mäuse überprüft (Abb. 20 C). Im Immun-Blot gegen das aufgereinigte anti-Fmn2-
FH2-Antiserum (IG 467) wurde Formin-2 im Cerebellum, nicht jedoch in der Lunge, im Colon
oder in den Ovarien detektiert. EGFP-mFmn2-FH1-FH2 und Myc-mFmn2-FH1-FH2 aus
NIH/3T3-Lysaten dienten als Positiv-Kontrollen. In NIH/3T3 Lysat wurde kein Formin-2
nachgewiesen. Die mit dem PeptideMass-Programm der ExPASy Proteomics Webseite
ermittelte Molmasse für das unmodifizierte Fmn2 Protein liegt bei 166 kD (NP_062318,
1567 AS). Das im Immun-Blot gegen das aufgereinigte anti-Fmn2-FH2-Antiserum (IG 467)
detektierte Protein aus Cerebellum migriert auf der richtigen Höhe, oberhalb des 150 kD
Standards, zwischen 150 kD und 250 kD.

4.3.2.3 Untersuchung einer möglichen Interaktion von endogenem mSpir-1 und
mFormin-2
In in situ Hybridisierungsstudien wurde eine schwache spir-1 und Fmn2 Expression in der
Körnerzellschicht des adulten Cerebellum beobachtet5. Um endogenes Spir-1 und Formin-2
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in Körnerzellen nachzuweisen, wurden Körnerzell-Lysate im Immun-Blot gegen den anti-
Fmn2- und den anti-SA2133-Antikörper untersucht. Zur Untersuchung einer möglichen
Interaktion von endogenem Spir-1 und Formin-2 wurden Ko-Immunpräzipitationen (KoIP) mit
dem anti-Fmn2- und dem anti-SA2133-Antikörper durchgeführt (Abb. 21).

Abb. 21: mSpir-1 Expression sowie anti-SA2133-und anti-Fmn2-KoIP in Körnerzellen
Immun-Blots gegen den anti-SA2133-und anti-Fmn2-Antikörper. (A) IPs aus P7 Körnerzell-Lysat gegen den anti-
SA2133-Antikörper. (B) Immun-Blot gegen anti-SA2133 aus P5-P9 Körnerzell-Lysat und KoIP durch anti-Fmn2.
(C) Immun-Blot gegen anti-Fmn2 aus P5-P9 Körnerzell-Lysat sowie GST-Spir-1-KIND pull down und KoIP durch
anti-SA2133.

Der anti-SA2133-Antikörper ist gegen ein Peptid im Spir-1-C-Terminus gerichtet und
detektiert im Immun-Blot ein 95 kD Protein im Gehirn-Lysat adulter Mäuse5. Durch diesen
Antikörper wurde ein Protein aus dem P7 Körnerzell-Lysat immunpräzipitiert, welches
ebenfalls auf der Höhe von ca. 95 kD während der SDS-Gelelektrophorese migriert. Eine
unspezifische Präzipitation, wie durch das Präimmunserum und das unaufgereingte
Antiserum, war durch den aufgereinigten Antikörper nicht zu erkennen. Dagegen war die
präzipitierte Proteinmenge durch den aufgereinigten Antikörper wesentlich niedriger als
durch das unaufgereinigte Antiserum (Abb. 21 A). Im Immun-Blot gegen anti-SA2133 wurden
im Körnerzell-Lysat der postnatalen Tage P5-P9 zwei Proteinbanden nachgewiesen, welche
auf der Höhe von ca. 95 kD (Spir-1) und 50 kD migrieren. Beide Banden wurden bereits in
Gesamt-Lysat aus Maus-Gehirn und nur die 50 kD Bande in Lysat aus der Niere beobachtet.
In einer KoIP mit dem anti-Fmn2-Antikörper (von M. Dettenhofer, Boston) aus P7 Körnerzell-
Lysat konnte kein Spir-1 kopräzipitiert werden (Abb. 21 B). Im Immun-Blot gegen anti-Fmn2
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wurde im Körnerzell-Lysat der postnatalen Tage P5-P9 verschieden Proteinbanden detektiert
(Abb.21 C). Eine klare Proteinbande ist auf der Höhe von ca. 85 kD zu sehen. Diese ist
jedoch deutlich kleiner als erwartet. In einem GST-Spire-1-KIND pull down des P7
Körnerzell-Lysats konnte ein Protein von >150 kD in einer sehr schwachen Bande detektiert
werden. Auch in einer KoIP gegen das unaufgereinigte anti-SA2133-Antiserum konnte ein
schwaches Proteinsignal bei >150 kD, unterhalb der unspezifischen Proteinbande des
Präimmunserums, durch den anti-Fmn2-Antikörper detektiert werden (Abb. 21 C). Dies weist
darauf hin, daß der anti-Fmn2 Antikörper neben den unspezifischen Proteinbanden auch
mFormin-2 detektiert. Diese KoIPs sollten daher mit dem neu hergestellten anti-Fmn2-FH2-
Antikörper (IG 467) wiederholt werden.

4.3.2.4 Immuncytochemische Spir-1 und Formin-2 Färbungen der Körnerzellen
In in situ Hybridisierungsstudien wurde eine schwache spir-1 und Fmn2 Expression in der
Körnerzellschicht des adulten Cerebellum beobachtet5. Um eine endogene Proteinexpressi-
on von Spir-1 und Fmn2 immuncytochemisch in murinen cerebellären Körnerzellen nachzu-
weisen, wurden diese mit Hilfe der anti-SA2133- und anti-Fmn2-Antikörper (von M. Detten-
hofer, Boston) angefärbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Vor den folgen-
den immuncytochemischen Untersuchungen wurden überprüft, ob ektopisches EGFP-Fmn2-
FH1-FH2 in NIH/3T3 Zellen durch den anti-Fmn2-Antikörper/TRITC nachgewiesen werden
kann. Da im immuncytochemischen Nachweis durch den anti-Fmn2-Antikörper/TRITC eine
identisches subzelluläres Muster wie durch EGFP-Fmn2-FH1-FH2 beobachtet wurde, wur-
den weitere Kolokalisationsstudien mit Hilfe beider Antikörper durchgeführt.
Die Antikörper wurden jeweils in Kombination mit Phalloidin-Rhodamin, dem anti-Rab11a-
Antikörper und dem anti-TGN46-Antikörper eingesetzt. Es konnte jedoch keine immuncyto-
chemische Färbung durch den anti-Rab11a-Antikörper/TRITC beobachtet werden.
Zunächst wurden Ko-Färbungen mit dem anti-SA2133/FITC- bzw. anti-Fmn2/FITC-
Antikörper zusammen mit Phalloidin-Rhodamin durchgeführt (Abb. 22 A). Der anti-Fmn2-
Antikörper detektierte schwach cytoplasmatische Strukturen sowie Nervenzellfortsätze.
Diese Färbungen sollten daher mit dem neu hergestellten anti-Fmn2-FH2-Antikörper (IG
467) wiederholt werden. Zudem war eine Fmn2 Färbung verstärkt an Orten der F-Aktin
Färbung durch Phalloidin-Rhodamin, in der Nähe der Plasmamembran, zu beobachten.
Mit Hilfe des anti-SA2133-Antikörper wurden ebenfalls cytoplasmatische Strukturen, das
Axon und die Dendriten angefärbt. Verstärkt war eine Färbung in der perinukleären Region
bzw. am Axonhügel zu beobachten. An Orten starker F-Aktinfärbung der Dendriten-
Wachstumspunkte war jedoch kaum Spir-1 nachzuweisen.
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Abb. 22: Immuncytochemische Färbung von murinen cerebellären Körnerzellen
(A) Fmn2 (grün) ist teilweise mit F-Aktin-Clustern (rot) am Kortex der Zellen kolokalisiert und ist im gesamten
Cyotoplasma lokalisiert. Spir-1 (grün) ist stark im periplasmatischen Bereich und in Axon sowie Dendriten, jedoch
kaum an Orten des aktuellen Dendritenwachstums (starke F-Aktin Färbung mit Phalloidin-Rhodamin) lokalisiert.
(B) Fmn2 (grün) ist nur teilweise und Spir-1 (grün) fast vollständig mit dem trans-Golgi-Netzwerk (TGN)
kolokalisiert.

Desweiteren wurden Ko-Färbungen mit dem anti-SA2133/FITC- bzw. anti-Fmn2/FITC-
Antikörper zusammen mit dem anti-TGN46/TRITC-Antikörper durchgeführt, um eine
subzelluläre Lokalisation in den sehr kleinen Somata näher zuordnen zu können (Abb. 22 B).
Fmn2 kommt im gesamten cytoplasmatischen Raum vor und ist daher unter anderem auch
mit dem TGN kolokalisiert. Allerdings ist die Färbung insgesamt sehr schwach und scheint
einen starken Hintergrund zu haben. Die Spir-1 Färbung der P8 Körnerzellen war dagegen
stärker und scheint vollständig mit dem TGN assoziiert zu sein.
Abschließend sollte eine Kolokalisationsstudie von Spir-1 und Fmn2 erfolgen. Hierzu sollten
Doppel-Färbungen der beiden endogenen Proteine in cerebellären Körnerzellen
durchgeführt werden. Da es sich bei den beiden entsprechenden Antikörper um Kaninchen-
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Antikörper handelte, wurden die Fc-Fragmente der Erstantikörper wiederum mit Zenon-
Alexa-Fluor-gekoppelten Fab-Fragmenten (Molecular Probes) gekoppelt. Die
immuncytochemischen Färbungen erfolgten an P7 und P8 Körnerzellen aus primärer
Zellkultur. In Körnerzellen des postnatalen Tages P7 waren die Zellen nur schwach gefärbt.

Abb. 23: Immuncytochemische Ko-Färbung von Spir-1 und Fmn2 in murinen cerebellären Körnerzellen
Die immuncytochemische Ko-Färbung gegen Fmn2 (grün) und Spir-1 (rot) zeigt nur eine schwache Färbung
beider Proteine in einer P7 Körnerzelle (rechte Zelle), gegenüber einer stärkeren Färbung einer Gliazelle (linke
Zelle). Die P8 Körnerzellen sind stärker ko-gefärbt. Beide Proteine kommen im cytoplasmatischen Raum vor,
jedoch kann man an Orten niedrigerer Protein-Konzentration bei Vergrößerung keine Kolokalisation einzelner
Punkte beobachten.

Auffallend war jedoch eine sehr viel stärkere Färbung in einem anderen Zelltyp, bei dem es
sich sehr wahrscheinlich um Gliazellen handelt. Dies sollte jedoch in weiteren
Untersuchungen mit einem Marker für Gliazellen verifiziert werden. Gliazellen und
Fibroblasten lassen sich sehr gut aus den primären Körnerzellkulturen, welche aus dem
gesamten Cerebellum hergestellt werden, durch Zugabe eines Cytosinarabinosids (Ara-C)
entfernen, da dieses selektiv auf sich teilende Zellen wirkt. Es inhibiert die DNA-Synthese,
jedoch nicht die RNA-Synthese und wirkt damit zytotoxisch. Jedoch sollte die Konzentration
nicht zu hoch gewählt sein, da dies ebenfalls Schädigungen an Körnerzellen hervorrufen
könnte. Daher wird das Wachstum von Gliazellen zwar gehemmt, jedoch sind diese
vereinzelt noch in Kultur vorzufinden. In den beiden Zelltypen (P7 und P8) ist jedoch eine
gemeinsame Beobachtung zu machen: Die größte Konzentration von Spir-1 und Fmn2
befand sich im perinukleären Bereich, und die Proteine scheinen dort kolokalisiert zu sein.
Ob es sich hierbei um eine spezifische Kolokalisation handelt, bleibt jedoch noch zu
analysieren, da die Proteine in Bereichen niedrigerer Konzentration, in Richtung Axon der
Körnerzelle, nur in verschiedenen Punkten vorkommen.
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5 Diskussion
Das Aktincytoskelett ist eine wesentliche Komponente für Zell- und Entwicklungsprozesse in
Eukaryonten. Es gliedert sich in einzelne cytoskelettale Kompartimente, welche kontinuierlich
umstrukturiert werden und aufgrund ihrer verschiedenen Funktionen unterschiedlichen
Regulationen unterliegen15-17.
Die spontane Nukleation von Aktin erfolgt sehr langsam, da diese energetisch ungünstig ist.
Regulierbare Aktinnukleatoren sind daher für diesen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
der Polymerisation essentiell. Verschiedene Klassen von Aktinnukleatoren sind bekannt: der
Arp2/3-Komplex, die Formine und die Spir-Proteine. Die zwei letztgenannten Klassen sind
konserviert und nukleieren lineare Aktinfilamente. Formine verbleiben während der Polymeri-
sation am Plus-Ende der Aktinfilamente, während Spir-Proteine an den Minus-Enden der
Aktinfilamente verbleiben2,3. Die Drosophila Proteine Cappuccino und Spir gehören zu die-
sen zwei Proteinklassen und sind für die Etablierung der Polarität in der Oocyte und die
Embryonalentwicklung wichtig4,6. Drosophila spire-  (p150-spire) und cappuccino-Mutanten
haben einen nahezu identischen Phänotyp4. Dies läßt eine mögliche funktionelle Kooperation
dieser Proteine auf zellulärer Ebene vermuten. Ein überlappendes Expressionsmuster der
Säugerhomologe spir-1 und formin-2 wurde zudem im sich entwickelnden und im adulten
Zentralnervensystem (ZNS) von Mäusen beobachtet5. Desweiteren gehören Cappuccino und
Formin-2 zu derselben Unterklasse der nicht-autoregulatorischen Formine146,147. Sollten
Spir-1 und Formin-2 (Fmn2) sowie Cappuccino und p150-Spir interagieren, könnte dies ein
Hinweis auf eine konservierte funktionelle Kooperation der beiden Proteinklassen sein. Bin-
dungsstudien und Untersuchungen zu den endogenen Proteinexpressionmustern von Spir
und Forminen in Maus und Drosophila sollten einen näheren Aufschluß zu dieser Frage ge-
ben.

5.1 Konservierte direkte Interaktion der Spir-KIND-Domäne mit der

Formin-FH2-Domäne

In der N-terminalen Hälfte enthalten Spir-Proteine eine konservierte „KInase Non-catalytic
C-lobe Domain“ (KIND), ein Strukturmotiv, das sich möglicherweise aus der Faltung der
konservierten Serin-Threonin-Proteinkinasen entwickelte. Die KIND-Domäne ist strukturell
verwandt mit der katalytischen, Substrat-bindenden, C-terminalen Domäne der „p21-
activated kinase“ (PAK) und stellt somit ein potentielles Protein-Interaktionsmodul dar. Da die
katalytisch wirksame Schleife fehlt, ist es wahrscheinlich, daß KIND keine katalytische
Aktivität besitzt. Zur KIND-Proteinfamilie gehören Mitglieder von zwei weiteren
Proteinklassen: Very-KIND (VKIND) ist ein „guanine nucleotide exchange factor“ der Ras-
ähnlichen GTPases (Ras-GEFs) und die Protein-Tyrosine-Phosphatasen „PTP-Basophil“
(PTP-Bas) und „PTP-Basophil-like“ (PTP-BL) gehören zu der Unterfamilie der nicht-Rezeptor
Protein-Tyrosine-Phosphatasen9,215,229. Bisher wurde noch keine Proteininteraktion mit KIND
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nachgewiesen. Die Drosophila Spir-KIND-Domäne umfaßt 237 AS (AS 90-327) und
humanes Spir-1 191 AS (AS 73-264). Im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte in vitro
Bindungsstudien und in vivo Translokationsstudien zeigten, daß Spir-KIND direkt mit der
Aktin-nukleierenden FH2-Domäne von nicht-autoregulatorischen Forminen interagiert und es
sich hierbei wahrscheinlich um eine von Drosophila bis zur Maus konservierte Protein-
Bindung handelt.

5.1.1 Interaktion der Drosophila p150-Spir-KIND-Domäne mit dem
C-Terminus von Cappuccino

Cappuccino und Spir sind für die cytoskelettale Reorganisation in der Oocyte und in der
Embryonalentwicklung von Drosophila wichtig4,184. Beide Proteine gehören zu
unterschiedlichen Klassen an Aktinnukleatoren3,14,146,147. Otto et al. und Kerkhoff et al.
beschrieben 2000 und 2001 erstmalig die zelluläre Lokalisation von p150-Spir bei
ektopischer Expression in murinen NIH/3T3 Zellen. P150-Spir weist eine perinukleäre
Akkumulation und punktförmige Verteilung im Cytoplasma auf. Diese subzelluläre
Lokalisation am trans-Golgi-Netzwerk, den post-Golgi Vesikeln und dem Recycling Endosom
wird über die C-terminale mFYVE-Domäne und die Spir-Box vermittelt7,8. Die zelluläre
Lokalisation von Cappuccino wurde bisher noch nicht analysiert. Daher wurde im Rahmen
dieser Arbeit die Lokalisation von Cappuccino, sowie dessen mögliche funktionelle
Korrelation mit p150-Spir in vivo untersucht.
Hierzu wurden Cappuccino und Spir in voller Länge und als verkürzte Mutanten in murinen
NIH/3T3 Fibroblasten transient exprimiert. EGFP-Fusionsproteine von p150-Spir und N-
teminal verkürztem p150-Spir, welches die mFYVE-Domäne und Spir-Box enthielt, wiesen
die typische punktförmige Verteilung am trans-Golgi-Netzwerk, den post-Golgi Vesikeln und
dem Recycling Endosom auf. Myc-markiertes Capu, sowie N-terminal und C-terminal
verkürztes Cappuccino, Capu-FH1-FH2 und Capu-NT, waren bei ektopischer Expression
diffus im Cytoplasma verteilt. Zur Untersuchung einer möglichen Kolokalisation wurden
p150-Spir und Cappuccino in NIH/3T3 Zellen koexprimiert. In diesen Untersuchungen konnte
eine nahezu vollständige Translokation von Myc-Capu an die subzellulären EGFP-p150-Spir
Punkte gezeigt werden. Die für diese Translokation verantwortlichen Protein-Regionen
wurden durch Analysen mit verkürzten Spir- und Cappuccino Proteinen näher bestimmt. C-
terminales Myc-Capu-FH1-FH2, welches die FH1- und FH2-Domänen umfasst, war
ausreichend für die Translokation an EGFP-p150-Spir. Dagegen wies C-terminal um die
FH1- und FH2-Domänen verkürztes Myc-Capu-NT keine Translokation an die subzellulären
EGFP-p150-Spir Punkte mehr auf und war diffus im Cytoplasma verteilt. Nicht ausreichend
für eine Translokation von Myc-Capu war N-terminal verkürztes EGFP-p150-Spir-CT,
welches nur die Spir-Box und die modifizierte FYVE-Zinkfingerstruktur umfasst.
Für die beschriebene Translokation war der C-Terminus von Cappuccino, nicht jedoch der C-
Terminus von p150-Spir ausreichend. Dies legt eine mögliche Interaktion beider Proteine
über den C-Terminus von Cappuccino und den N-Terminus von p150-Spir, welcher die
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KIND-Domäne und das WH2-Cluster umfasst, nahe. Daher konzentrierten sich die weiteren
Untersuchungen zu einer möglichen Interaktion auf diese Protein-Regionen. Um zu
überprüfen ob es sich um eine potentielle direkte Interaktion oder um eine Interaktion in
einem Multi-Protein-Komplex handelt, wurden in vitro Bindungsstudien durchgeführt.
Mit einem 6x-His pull down aus Lysaten von ektopisch Myc-Capu-FH1-FH2 exprimierenden
NIH/3T3 Zellen konnte gezeigt werden, daß Drosophila Spir-KIND (AS 1-368) ausreichend
ist, um die FH1-FH2 Region von Cappuccino zu binden. Ein verkürztes Drosophila Spir-
Protein, welches eine N-terminal verlängerte Region des WH2-Cluster (AS 308-490)
umfasste, war hingegen nicht ausreichend für eine Bindung von Capu-FH1-FH2. Bei der
KIND/FH1-FH2 Interaktion handelte es sich wahrscheinlich um eine direkte Bindung, da ein
GST-Capu-FH1-FH2 pull down mit bakteriell exprimiertem His-p150-Spir-NT (AS 1-618)
ebenfalls positiv war.
Dieser Befund widerspricht auf den ersten Blick einer Untersuchung von Rosales-Nieves et
al. (2006). Jedoch wurden beide Untersuchungen methodisch unterschiedlich durchgeführt,
was zu dieser Diskrepanz geführt haben könnte. Diese Gruppe wies in einem GST pull down
eine direkte Bindung des WH2-Clusters von SpirD (AS 366-491) an eine in vitro translatierte
(IVT) FH2-Domäne von Cappuccino (AS 584-1058) nach. Jedoch war ebenfalls eine klare
Bindung an eine Region vor (AS 199-365) und nach dem WH2-Cluster (AS 492-586) zu
erkennen. Zudem gab es ein sehr schwaches Bindungssignal an den N-Terminus von SpirD
(AS 1-198). Die Drosophila Spir-KIND-Domäne umfaßt 237 AS (AS 90-327)9. Jedoch wurden
die GST-Bindungsstudien von Rosales-Nieves et al. mit zwei Hälften der KIND-Domäne, den
Polypeptiden AS 1-198 und AS 199-365, durchgeführt. Durch die Teilung der Domäne ist
deren inkorrekte Faltung oder Denaturierung möglich, welche zu der gezeigten verminderten
Bindung von Capu-FH2 geführt haben könnte. Diese Bindungsstudie wurde mit IVT Capu-
FH2 aus Kaninchen Retikulozyten-Lysat eines Promega-Kits durchgeführt142. In diesen
Lysaten sind bekanntermaßen alle Zellproteine weiterhin vorhanden. Da Aktin ein ubiquitäres
Protein ist, ist es wahrscheinlich Bestandteil dieses Lysates. Da es sich bei der FH2-Domäne
von Cappuccino sowie dem WH2-Cluster von Spir um F-Aktin-nukleierende Domänen
handelt, welche nach der Nukleation am Plus-Ende bzw. dem Minus-Ende des
Aktinfilaments verbleiben, ist eine zusätzliche indirekte Interaktion dieser beiden Domänen
über Aktin möglich. Dies könnte durch einen Immun-Blot des Retikulozyten-Lysats gegen
einen anti-Aktin Antikörper einfach überprüft werden. Desweiteren wurde der in der
vorliegenden Arbeit durchgeführte GST-Bindungsassay mit Lysat aus transient Myc-Capu-
FH1-FH2 überexprimierenden NIH/3T3 Zellen durchgeführt, in welchem aktiviertes Rho-GTP
vorhanden sein könnte. Dieses bindet, laut Rosales-Nieves et al. an die Spir-WH2-Region
und verhindert so deren direkte Bindung an die FH2-Domäne. Daher ist es möglich, daß so
eine Bindung der N-terminal verlängerten Polypeptidsequenz des WH2-Clusters (AS 308-
490) an Myc-Capu-FH1-FH2 verhindert wurde. Verbindet man beide Untersuchungen, bleibt
festzustellen, daß durch die Spir-KIND-Region der AS 1-368 (diese Arbeit) sowie der
AS 199-365142 eine positive Interaktion mit Capu-FH1-FH2 bzw. Capu-FH2 zu beobachten
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war. Eine zusätzliche Bindung von FH2 an die WH2-Region ist jedoch aufgrund obiger
Erläuterung nicht auszuschließen. Zudem wurde eine funktionelle Relevanz für die
beobachtete Bindung FH2-WH2, nämlich eine Blockierung der F-Aktin-bündelnden und F-
Aktin-Mikrotubuli quervernetzenden Aktivität von Capu-FH2 durch die WH2-Region,
beschrieben142.
Eine Inhibition der Aktin-nukleierenden Aktivität von CapuFH2 durch SpirD konnte in einem
Pyrene-Aktin-Polymerisations-Assay durch Rosales-Nieves et al. (2006) nicht festgestellt
werden. Unveröffentliche Ergebnisse von in vitro Aktin-Polymerisationsstudien, die mit
unseren Kooperationspartnern D. Mullins und M.Quinlan aus San Francisco durchgeführt
wurden, zeigen dagegen, daß p150-Spir-KIND in vitro die Aktin-Nukleation von Capu-FH1-
FH2 inhibiert.
Insgesamt deuten die Ergebnisse aus beiden Untersuchungen darauf hin, daß der
N-Terminus von Drosophila Spir, welcher die KIND-Domäne und das WH2-Cluster umfaßt,
insgesamt an die FH2-Domäne von Cappuccino bindet und jede der beiden Spir-Domänen
eine unterschiedliche Funktion der FH2-Domäne inhibiert. Die KIND-Domäne ist jedoch für
eine Bindung ausreichend.

5.1.2 Interaktion der Säuger-Proteindomänen Spir-1-KIND und Fmn2-FH2

Die in vivo und in vitro Studien von Drosophila p150-Spir und Cappuccino legen eine direkte
Interaktion beider Proteine nahe, welche über die C-terminale FH1-FH2-Region von
Cappuccino und die KIND von p150-Spir vermittelt wird. Die Säugerhomologe spir-1 und
formin-2 zeigen eine überlappende Expression im sich entwickelnden und im adulten
Zentralnervensystems von Mäusen5. In dieser Arbeit wude daher untersucht und
nachgewiesen, daß es sich bei der Interaktion von Spir und nicht-autoregulatorischen
Forminen um ein konserviertes funktionelles Merkmal handelt.
Da die N-terminale AS-Sequenz von m-Spir-1 nicht bekannt ist, die C-terminale Sequenz
(NP_919336.1, 643 AS) jedoch zu 80% identisch zu der hu-Spir-1 Sequenz (XP_290818.1,
756 AS) ist (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi), wurde im Rahmen dieser
Arbeit ebenfalls von einer hochkonservierten N-terminalen Sequenz von m-Spir-1
ausgegangen. Daher wurden die in vitro Bindungsstudien und in vivo Translokationsstudien
mit der hu-Spir-1-KIND-Domäne und dem murinen Fmn2 Protein durchgeführt. Die
subzelluläre Lokalisation sowie Kolokalisation der Säugerproteine Spir-1 und Formin-2 wurde
in vivo in murinen Fibroblasten der NIH/3T3 Zellinie mittels transienter Überexpression
analysiert. In NIH/3T3 Zellen wies das Myc-hu-Spir-1 Fusionsprotein die auch für Drosophila
p150-Spir typische perinukleäre Akkumulation und punktförmige Verteilung im Cytoplasma
auf. Dies läßt vermuten, daß hu-Spir-1, so wie p150-Spir und mSpir-1-CT, am trans-Golgi-
Netzwerk, den post-Golgi Vesikeln und dem Recycling Endosom lokalisiert ist8. EGFP-Fmn2-
FH2 und EGFP-Dia1-FH2 waren dagegen diffus im Cytoplasma verteilt. Da die Formine
N-terminal verkürzt waren, ist es möglich, daß diese Vollängeformen eine unterschiedliche
Lokalisation aufweisen. Die Koexpression von Myc-hu-Spir-1 und EGFP-Fmn2-FH2 zeigte

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi),
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ein nahezu identisches Lokalisationsmuster beider Proteine im perinukleären Raum.
EGFP-Fmn2-FH2 ist somit verstärkt in dieser Region und weniger diffus im Cytoplasma
lokalisiert. Dies deutet auf eine Rekrutierung der FH2-Domäne an Myc-hu-Spir-1, welches
am TGN lokalisierte sein könnte, hin.
Translokationsstudien wurden mit den C-terminal verkürzten KIND-Proteinen Spir-1 und
VKIND durchgeführt, welche mit einem als C-terminaler Membrananker dienendem CAAX-
Motiv fusioniert wurden. Eine Translokation von EGFP-Fmn2-FH2, nicht jedoch von EGFP-
Dia1-FH2, konnte an Membran-gebundenes Spir-1-KIND in NIH/3T3 Zellen beobachtet
werden. Weder EGFP-Fmn2-FH2 noch EGFP-Dia1-FH2 translozierten an Membran-
gebundenes VKIND-K1. Die Spezifität dieser Bindung wurde durch GST-KIND pull down
Studien mit Lysaten aus transient EGFP-Fmn2-FH1-FH2 bzw. EGFP-Dia1-FH1-FH2 und
EGFP-Fmn2-FH2 bzw. EGFP-Dia1-FH2 überexprimierenden NIH/3T3 Zellen bestätigt. Daß
es sich hierbei um eine direkte Interaktion von Spir-1-KIND mit Fmn2-FH2 handelte, konnte
in einem GST-Spir-1-KIND pull down mit bakteriell exprimiertem 6x-His-Fmn2-FH1-FH2 und
einer Ko-Gelfiltration von 6x-His-Spir-1-KIND mit 6x-His-Fmn2-FH2 nachgewiesen werden.
Die Gelfiltrations-Analysen weisen zudem auf eine Dimerisierung der Fmn2-FH2-Domäne
hin. Dies würde auf eine Analogie zur FH2-Struktur anderer Formine, wie Bni1 aus
Bäckerhefe und mDia1 aus Säugern, hindeuten. Diese dimerisieren und weisen eine Donut-
ähnliche Gestalt eines flexiblen zirkulären Dimers mit einer großen zentralen Öffnung auf10,11.
Die interagierenden Proteine wurden bei der Gelfiltration zudem in nahezu äquimolarer
Menge im Immun-Blot gegen den anti-Penta-His Antikörper detektiert. Daher kann man von
einem molaren Bindungsverhältnis von 1:1 der Spir-1-KIND- und Fmn2-FH2-Domänen
ausgehen.
Unveröffentliche Ergebnisse von Aktin-Polymerisationsstudien, die zusammen mit unseren
Kooperationspartnern D. Mullins und M.Quinlan aus San Francisco durchgeführt wurden,
zeigen, daß Spir-1-KIND in vitro die Aktin-Nukleation von Fmn2-FH2 hemmt. Dies weist auf
eine evolutionär konservierte Interaktion hin, da eine ähnliche Interaktion von Drosophila
p150-Spir-KIND und Capu-FH2 bzw. Säuger Spir-1-KIND und Fmn2-FH2 nachgewiesen
wurde.

5.2 Regulation der Spir-KIND/Formin-FH2 Interaktion

Bislang wurde noch kein Regulationsmechanismus für die Aktin-Nukleation der nicht auto-
regulatorischen Cappuccino-Unterfamile der Formin-Superfamilie beschrieben. Gut erforscht
ist dagegen bereits die Regulation der Gruppe der auto-inhibitorischen „Diaphanous-related
formins“ (Drfs). Drfs gehören zu den Effektoren der Rho-GTPasen164,166,167. Die C-terminale
„Diaphanous-autoregulatory domain“ DAD bindet im autoinhibierten Grundzustand des Drfs
an die N-terminale „Diaphanous-inhibitory domain“ DID. Diese inhibitorische Konformation
wird durch eine „dimerization domain“ DD verstärkt157,169. Die inhibitorische intramolekulare
Interaktion zwischen DID und DAD kann bei mDia1 durch die Bindung einer aktivierten Rho-
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GTPase, RhoC oder RhoA, an die „GTPase binding domain“ GBD/DID-Region größtenteils
wieder gelöst werden157,168-170.
Obwohl Drosophila Cappuccino ebenfalls mit der aktiven Form der kleinen Rho-GTPase
Rho1, einem humanem RhoA-Homolog, interagiert, ist der regulatorische Effekt dieser
Bindung noch unklar. Rho1 interagiert genetisch mit Capu. So zeigen Eikammern von trans-
heterozygoten Rho1 und Capu (Rho1 capu/+ +) Drosophila Weibchen eine Störung des
Aktincytoskeletts der Ring-Kanäle230. Rho1-GTP bindet außerdem an zwei Regionen des
Drosophila Spir-Proteins, erstens an das N-terminale WH2-Cluster (AS 366-491) und
zweitens an die letzten 435 AS des C-Terminus. Eine Inhibition der F-Aktin-bündelnden und
F-Aktin-Mikrotubuli quervernetzenden Aktivität von Cappuccino durch SpirD konnte durch die
Bindung von Rho1-GTP an das WH2-Cluster in vitro aufgehoben werden142. Im Gegensatz
zu den beschriebenen Spir-Rho1-Bindestellen, wurde in einer früheren Veröffentlichung eine
Interaktionsdomäne für die Rho-GTPasen Rho1, Rac1 und Cdc42 innerhalb der ersten
100 AS des Spir-Proteins nachgewiesen13. Zudem ist p150-Spir ein Phosphorylierungs-Ziel
der „Jun N-terminal kinase“ (JNK). Bei Koexpression in NIH/3T3 Zellen kolokalisiert beide
Proteine7. Eine mögliche Inhibition der Aktin-nukleierenden Funktion der Capu-FH2-Domäne
durch die N-terminale Drosophila Spir-KIND-Domäne könnte daher über Phosphorylierungen
von Spir durch JNK oder direkt durch einige upstream Aktivatoren von JNK, den Rho-
GTPasen, reguliert werden209-214. Da die Interaktion der Spir-KIND- mit der FH2-Domäne der
CAPPUCCINO-Proteinfamilie konserviert ist, ist ein ähnlicher Regulationsmechanismus in
Drosophila und Maus durchaus denkbar.

5.3 Überlappende Proteinexpressionsmuster von endogenem Spir

und Forminen

Die Frage wie es zu einer Aufhebung der Interaktion zwischen Spir-KIND und Formin-FH2 in
vivo kommt, führt demnach zu folgenden weiteren Fragen: Was geschieht physisch mit ei-
nem reaktivierten Formin? Und wo sind die beiden Proteine in der Zelle lokalisiert, wenn die-
se interagieren und wo im Falle einer Aufhebung der Interaktion? Verschiedene in situ Hybri-
disierungsstudien geben einen ersten Hinweis auf die RNA-Expression von spir-1 und
formin-2 in den gleichen Geweben und Entwicklungsstadien von Maus sowie
Drosophila5,13,14,141. Tatsächlich konnte in dieser Arbeit auch eine Koexpression auf Protein-
ebene mit Hilfe polyklonaler Antikörper in verschiedenen Zelltypen nachgewiesen werden.

5.3.1 Expression von endogenem Drosophila Spir und Cappuccino

In in situ Hybridisierungsstudien wurde eine RNA-Expression von capu und spire in Oocyten
und Embryonen nachgewiesen12-14. Der embryonale Gene Expression Report des Berkeley
Drosophila Genome Project (BDGP), zeigt eine spire (Gen CG10076) und capu (Gen
CG3399) Expression in den präblastodermalen Stadien 1-3, von spire zusätzlich in den
Polzellen. Zwischen dem zellulären Blastoderm-Stadium 4 und Stadium 10 ist keine
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Expression der beiden Gene zu beobachten. Ab Stadium 11-16 ist eine erneute Expression
von spire im Bereich der posterioren Mitteldarmanlagen, Enddarmanlagen und Rectum,
Keimzellen sowie im Bereich der Vorderdarmanlagen, clypeo-labraler Anlagen und ventralen
Epidermisanlagen festzustellen. Capu wurde ebenso wieder ab Stadium 11-16 im Bereich
der Vorderdarmanlagen, Enddarmanlagen und dorsalen Epidermisanlagen exprimiert.
Allerdings sind diese capu Färbungen sehr schwach und eine Expression war nicht in allen
Embryonen derselben Stadien zu erkennen12.
Aufgrund des Gene Expression Reports wurden Drosophila Embryonen auf eine
Expression von Spir und Cappuccino untersucht. Für Untersuchungen an transgenen Myc-
p150-Spir Embryonen wurde das Gal4/UAS-Systems genutzt. Die maternale Treiberlinie
67.15-Gal4 enthält Gal4-Inserts unter der Kontrolle eines maternal -Tubulin Promotors und
führt nach Kreuzung mit einer Effektorlinie bereits in frühen Drosophila Embryonalstadien zu
einer Expression des Transgens. Die Treiberlinie exprimiert wie der Wildtyp kein transgenes
p150-Spir oder Cappuccino und wurde daher zusätzlich zur Untersuchungen der endogenem
p150-Spir und Cappuccino Expression in Embryonen genutzt. Embryonenlysate der Treiber-
linie und der F1-Nachkommen der Kreuzung mit der Effektorlinie P[UAST:Myc-p150-Spir]
wurden im Immunblot gegen den anti-p150-KW-596-Antikörper und den anti-Capu-FH2-732-
Antikörper analysiert. Spir aus beiden Embryonenlysaten migrierte auf der Höhe von
<150 kD. Die detektierte Proteinmenge war jedoch gering. Die „Spir long form“ umfasst
990 AS und p150-Spir 1020 AS7,13. Da beide Protein-Isoformen annähernd die gleiche
Proteinlänge aufweisen, könnte die mit dem anti-p150-KW-596-Antikörper detektierte Prote-
inbande von ca. 150 kD einer oder beiden Isoformen entsprechen. Drosophila Cappuccino
der Treiberlinie 67.15-Gal4 und der Kreuzung von 67.15-Gal4 mit der transgenen Myc-p150-
Spir Linie läuft auf der Höhe von >150 kD und ca. 125 kD. Im Flybase Gene Report wurden
vier Cappuccino Polypeptid-Isoformen vorhergesagt, mit folgenden Proteinlängen: Capu-PA
(1059 AS, 114 kD), Capu-PB (1049 AS, 114 kD), Capu-PC (1154 AS, 125 kD) und Capu-PD
(1207 AS, 131 kD). Die Molmassen der unmodifizierten Proteine wurden mit dem Peptide-
Mass-Programm der ExPASy Proteomics Webseite ermittelt (http://expasy.org/tools/peptide-
mass.html). Die detektierten Proteinbanden auf der Höhe von 125 kD und >150 kD des em-
bryonalen Lysats entsprechen der Größe dieser Capu-Isoformen. Da auch hier die Isoformen
ähnliche Proteinlängen aufweisen, könnten die mit dem anti-Capu-FH2-732-Antikörper de-
tektierten Proteinbanden jeder dieser Isoformen entsprechen.
In einer KoIP mit dem anti-p150-KW-596-Antikörper aus Drosophila W1118 Embryonenlysat
wurde eine geringe Menge eines Proteins von ca. 150 kD ko-immunpräzipitiert. Dieses
migrierte während der SDS-Gelelektrophorese auf gleicher Höhe wie ein Protein der Lysat-
Einsatzkontrolle und war im Immun-Blot gegen anti-Capu-FH2-732 schwach, aber deutlich
erkennbar. Die Spir–Expression in Embryonen ist wahrscheinlich gering (s. o.). Daher könnte
die geringe Menge an ko-präzipitiertem Cappuccino an einer geringen Spir-Menge im Lysat
liegen.
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Da in in situ Hybridisierungsstudien in der Maus ein überlappendes Expressionsmuster von
spir-1 und formin-2 im sich entwickelnden ZNS nachgewiesen wurde5, wurde auch das Lar-
vengehirn von Drosophila auf eine Expression von Spir untersucht. In den
immunhistochemischen Larvengehirn-Untersuchungen konnte transgenes Myc-p150-Spir mit
Hilfe des Gal4/UAS-Systems in bestimmten Nervenzell-Typen des L3-Larvengehirns expri-
miert werden. Ektopisch exprimiertes Spir war so u.a. in den Pilzkörper-Somata und -Axonen
zu beobachten. Jedoch war außerhalb dieser ektopischen Expression kein endogenes Spir
detektierbar. Dies deutet darauf hin, daß eine mögliche endogene Expression zu schwach
für eine immunhistochemische Detektion ist oder keine endogene Spir-Expression stattfindet.
Jedoch war es durch diese Analyse möglich, die Spezifität des anti-p150-Spir-KW Antikör-
pers in vivo zu bestätigen. Die immunhistochemischen Doppel-Färbungen gegen anti-Myc
9E10 und gegen das anti-p150-Spir-KW Antiserum zeigten ein identisches Bild.

5.3.2 Expression von Maus Spir-1 und Formin-2 in cerebellären
Körnerzellen

Die in situ Hybridisierungsstudien weisen die murinen formin-2 und spir-1 Gene während der
Embryogenese ein fast identisches Expressionsmuster im Telencephalon, Mesencephalon,
Trigeminal-Ganglion und Neuralrohr des sich entwickelnden ZNS sowie im adulten Gehirn
auf. Im adulten Gehirn wurden starke, sich überlappende Expressionsmuster in den
Purkinjezellen des Cerebellums, der Körnerzellschicht des Gyrus dentatus und den CA1-,
CA2- und CA3-Regionen des Hippocampus nachgewiesen5. Das Maus formin-2 Gen hat
damit ein völlig anderes Expressionsmuster als das formin-1 Gen, welches in der Niere
exprimiert wird187,190. Formin-2 ist zudem, wie cappuccino, ein Maternaleffekt-Gen, welches
während der Oogenese exprimiert wird und in Oocyten für den Ablauf der Metaphase von
Meiose I benötigt wird. Northern-Blot Analysen aus Maus-Geweben zeigen, neben einer
Expression im Gehirn, eine zusätzliche spir-1 Expression in der Milz sowie eine spir-2
Expression im Gehirn, im Darm und in den Hoden216.
Die physiologische Relevanz der in vitro Interaktionen von Spir-1 und Fmn2 wurde in dieser
Arbeit durch den Nachweis der Koexpression beider Proteine in cerebellären Körnerzellen
unterstrichen. Hierfür wurden primäre Körnerzellen des Cerebellums postnataler Mäuse
isoliert und biochemisch sowie immuncytochemisch untersucht. Die Körnerzellschicht ist die
innerste von drei Schichten des cerebellären Soma-haltigen Kortex. Körnerzellen sind
Hauptbestandteil dieser Zellschicht und stellen neben den Gliazellen den einzigen Zelltyp
dieser Schicht dar. In situ Hybridisierungsstudien zeigen eine schwache spir-1 und formin-2
Expression in der Körnerzellschicht5. Der Vorteil der Körnerzellen liegt in deren einfachen
Isolierung und Kultivierung, der Nachteil in der geringen Größe der Somata.
Die RNA-Expression von spir-1 und formin-2 in cerebellären Körnerzellen der postnatalen
Tage (P) 7 und 9 konnte mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Spire-1 und Formin-2
wurden zudem in cerebellären Körnerzellen bzw. im Cerebellum mittels polyklonaler Antise-
ren detektiert. Die mit dem PeptideMass-Programm der ExPASy Proteomics Webseite ermit-
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telte Molmasse für das unmodifizierte Fmn2 Protein liegt bei 166 kD (NP_062318, 1567 AS).
Im Immun-Blot gegen das aufgereinigte anti-Fmn2-FH2-Antiserum (IG 467) wurde endoge-
nes Formin-2 mit einer Größe zwischen 150 kD und 250 kD im Cerebellum, nicht jedoch in
der Lunge, im Colon, in den Ovarien oder NIH/3T3 Fibroblasten detektiert. Dies entspricht
der vorhergesagten Größe des Fmn2 Proteins. In cerebellären P7 Körnerzell-Lysaten präzi-
pitierte der polyklonale anti-Fmn2-Antikörper (von M. Dettenhofer, Boston) ein 70 kD Protein.
In Totallysaten der P5-P9 Körnerzellen wurden, neben dem immunpräzipitierten Protein,
weitere Proteinbanden mit diesem anti-Fmn2-Antikörper detektiert. Die einzige weitere deut-
liche Proteinbande ist auf der Höhe von ca. 85 kD zu beobachten. Ob es sich bei diesen
kleinen Proteinen um unspezifische Präzipitationen oder um sehr viel kürzere Isoformen von
Fmn2 handelt, müßte in weiteren Analysen mit dem anti-Fmn2-FH2-Antiserum (IG 467) un-
tersucht werden. In Totallysaten der P5-P9 Körnerzellen konnten zwei Proteine von ca.
95 kD und 50 kD mit dem anti-SA2133-Antikörper nachgewiesen werden. Der anti-SA2133-
Antikörper ist gegen ein Peptid im Spir-1-C-Terminus gerichtet und detektiert im Immun-Blot
ein 95 kD Protein im Gehirn-Lysat adulter Mäuse5. Das 95 kD Protein konnte immunpräzipi-
tiert werden. Ob das 50 kD Protein ebenfalls immunpräzipitiert wurde, kann nicht festgestellt
werden, da die schwere Kette der Immunglobuline auf der gleichen Höhe migriert. Die volle
Protein-Sequenz von m-Spir-1 wurde noch nicht beschrieben, jedoch ist schon ein
C-terminales Teilstück von 643 AS (NP_919336.1), mit einer durch das PeptideMass-
Programms der ExPASy Proteomics Webseite ermittelten Molmasse von 74 kD, bekannt.
Daher könnte das Protein von 95 kD dem vollen m-Spir-1 entsprechen. Ein durch den anti-
SA2133-Antikörper detektiertes 50 kD Protein aus Lysat der Niere wurde als nicht-spezifisch
beschrieben, da in einer Northern-Blot-Analyse keine spir-1 mRNA in der Niere nachgewie-
sen werden konnte5. Von dem Drosophila Spir Protein sind jedoch mehrere Isoformen be-
kannt, unter anderem ein im Vergleich mit der längsten Isoform, p150-Spir, das N-terminal
um ca. 40 % verkürztes SpirC. Daher ist es möglich, daß auch das murine 50 kD Protein aus
Körnerzellen spezifisch durch den anti-SA2133-Antikörper, welcher gegen ein Polypeptid der
C-terminalen Region von Spir-1 gerichtet ist, detektiert wurde. In zukünftigen Experimenten
sollten die Antikörper jedoch in Knock-Out Mäusen oder in Zellkulturen, welche mit
entsprechender si-RNA behandelt wurden, weiter ausgetestet werden, damit eine mögliche
Kreuzreaktivität mit anderen Proteinen in vivo ausgeschlossen werden kann.
Im weiteren wurde in dieser Arbeit eine mögliche Interaktion von endogenem Spir-1 und
Formin-2 in murinen cerebellären Körnerzellen untersucht. In einer KoIP mit dem anti-
SA2133-Antikörper konnte kein mit dem anti-Fmn2-Antikörper detektierbares Protein aus P7
Zellen ko-präzipitiert werden. In einer analogen KoIP mit dem unaufgereinigten anti-SA2133-
Antiserum konnte eine sehr schwache Protein-Bande bei >150 kD detektiert werden, ebenso
bei einem GST-Spir-1-KIND pull down. Bei einer KoIP gegen den anti-Fmn2-Antikörper wur-
de wiederum kein Spir-1 ko-präzipitiert. Daß in den KoIPs und dem GST pull down die Pro-
teine nicht eindeutig ko-präzipitiert werden konnten, kann mehrere Ursachen haben. Zum
einen ist es wahrscheinlich, daß der anti-Fmn2-Antikörper nicht besonders gut für Immun-
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präzipitationen geeignet ist, da von ihm eine Vielzahl von Proteinen im Immun-Blot detektiert
wurden, unter welchen höchstens eine Protein-Bande auf der richtigen Höhe zu erahnen ist.
Zum anderen sind beide Proteine wahrscheinlich mit dem Aktincytyoskelett und Spir
desweiteren mit dem trans-Golgi-Netzwerk, den post-Golgi Vesikeln und dem Recycling En-
dosom assoziiert und daher nicht 100 %ig im Überstand löslich. In einem dritten Punkt ist zu
bedenken, daß die Interaktion beider Proteine sich wahrscheinlich in einem Gleichgewichts-
zustand zwischen dem Proteinkomplex und den nicht-gebundenen Proteinen befindet und
die Ausbeute an ko-präzipitiertem Protein daher unter Umständen sehr klein sein kann.
In immuncytochemischen Doppel-Färbungen mit dem anti-Fmn2/FITC-Antikörper und
Phalloidin-Rhodamin detektierte der anti-Fmn2-Antikörper schwach cytoplasmatische
Strukturen sowie Nervenzellfortsätze und war etwas stärker an Orten starker F-Aktin
Färbung, in der Nähe der Plasmamembran, zu beobachten. Fmn2 kommt im gesamten
cytoplasmatischen Raum vor und ist daher unter anderem auch mit dem TGN, welches
zusätzlich mit dem anti-TGN46/TRITC-Antikörper gefärbt wurde, kolokalisiert. Mit Hilfe des
anti-SA2133-Antikörper wurden ebenfalls cytoplasmatische Strukturen, das Axon und die
Dendriten angefärbt. Verstärkt war eine Färbung in der perinukleären Region bzw. am
Axonhügel zu beobachten. Spir-1 scheint vollständig mit dem TGN assoziiert zu sein. An
Dendriten-Wachstumspunkten war jedoch kaum Spir-1 nachzuweisen. In
immuncytochemischen Doppel-Färbungen gegen den anti-Fmn2-Antikörper und den anti-
SA2133-Antikörper weisen sowohl Spir-1 sowie Fmn2 eine punktförmige cytoplasmatische
Verteilung auf. Im perinukleären Raum sind beide Proteine stärker konzentriert als in den
Axonen und Dendriten. Daher scheinen die beiden Proteine im perinukleären Raum eine
Kolokalisation aufzuweisen. Allerdings ist keinerlei Kolokalisation in Regionen, welche weiter
vom Kern entfernt sind, den Dendriten und Axonen mehr zu erkennen. Dort wurden beide
Proteine in unterschiedlichen Punkten detektiert, was auf eine Transportfunktion der beiden
Proteine hindeuten könnte. Alle immuncytochemischen Färbungen wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert und es wurden daher keine einzelnen Ebenen in den
Bildern aufgenommen. Insgesamt lassen die Körnerzell-Färbungen wie auch die KoIPs
vermuten, daß Spir-1 und Fmn2 eine nur teilweise überlappende Lokalisation haben und
nicht permanent interagieren. Das könnte darauf hindeuten, daß beide Aktinnukleatoren
nicht an allen subzellulären Lokalisationen interagieren. Möglicherweise inhibiert Spir-1 die
Aktin-Nukleation von Fmn2 nur im perinukleären Raum, z. B. am Golgi-Apparat. Interessant
in diesem Zusammenhang ist die Beobachtung von Quinlan et al. (2005), daß p150-Spir-NT
und Capu-FH1-FH2 in vitro eine gleich starke maximale Aktin-Nukleations-Aktivität
aufweisen. Bei niedrigen Konzentrationen ist die Nukleationsaktivität von Spir-NT jedoch
höher als von Capu-FH1-FH2 und nimmt bei steigenden Konzentrationen von Spir im
Vergleich zu Cappuccino ab. Spir ist damit wahrscheinlich der einzige bekannte
Aktinnukleator mit biphasischer Dosis-abhängiger Aktivität3. Sollte dieses biphasische
Verhalten auch für die Spir-Homolge der Säugetiere gelten, könnte das eine geringere Aktin-
Nukleationsaktivität von Spir im perinukleären Raum bedeuten, dem einzigen Ort an der
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beide Proteine kolokalisiert sind. Sollte dort auch die Aktin-Nukleationsaktivität der Formine
gehemmt sein, könnte das einen generellen Mechanismus darstellen, bei welchem die volle
Aktin-Nukleationsaktivität beider Proteine nur bei einer möglichen (Vesikel-)
Transportfunktion in den Dendriten und Axonen zum Tragen kommt.

5.4 Mögliche funktionale Implikationen einer Interaktion der Spir-

und Formin-Proteine

Sollte die Spir-Nukleationsaktivität nicht simultan durch einen anderen Mechanismus
gehemmt werden, ist es wahrscheinlich, daß Spir während der Interaktion weiterhin als
Aktinnukleator aktiv ist und damit mit dem Minus-Ende eines Aktinfilaments assoziiert ist3.
Ein prozessiver Aktin-Polymerisationsmechanismus wie der von Forminen, wurde für Spir
(noch) nicht nachgewiesen, daher ist es wahrscheinlich, daß Spir selbst nicht aktiv an einer
Elongation des F-Aktins beteiligt ist. Wird sofort nach einer Aktin-Nukleation durch Spir die
Formin-FH2-Untereinheit freigesetzt, wäre es möglich, daß diese am Plus-Ende verbleibt. So
könnte ein sofortiges Capping durch andere Capping-Proteine verhindert werden, und es
könnte zu einer rapiden Elongation des F-Aktins am Plus-Ende kommen. Wahrscheinlich ist
Spir über seinen C-Terminus an Vesikeln des trans-Golgi-Netzwerks lokalisiert8. Die Vesikel
könnten so analog zu einigen intrazellulären pathogenen Bakterien im Cytoplasma der
Wirtszelle fortbewegt werden. Diese rekrutieren den Arp2/3-Komplexes an die
Bakterienoberfläche, wodurch sich lokal ein Aktinschweif ausbildet, mit dessen Hilfe sich die
Bakterien durch die Zelle bewegen64,65.
Wird die Formin-FH2-Untereinheit erst einige Zeit nach der Aktin-Nukleation durch Spir
freigesetzt, könnte Spir so einen „Nukleationsvorsprung“ bei einer gleichen subzellulären
Lokalisation wie die Formine haben. Dies würde darauf hindeuten, daß Spir an bestimmten
subzellulären Lokalisationen kurze Akfinfilamente bereitstellen könnte, welche sofort
„gecappt“ werden könnten. Jedoch ist auch möglich, daß durch die enge räumliche Nähe von
Spir zu der FH1-Domäne es dort zu einer lokalen Erhöhung von Profilin-Aktin kommt. Die
Anwesenheit von Proflin senkt die Nukleationsaktivität von p150-Spir3. In räumlicher Nähe zu
der FH1-Domäne könnte es jedoch zu einer Rekrutierung von ATP-G-Aktin aus Profilin-
Aktinkomplexen und einer anschließende Weitergabe des Aktins an das WH2-Cluster von
Spir kommen, analog zum Mechanismus der Formine95,165. Eine weitere Möglichkeit wäre,
daß Spir den sofortigen Transport von neu translatierten Forminen zu deren Bestimmungsort
vermitteln könnte, ohne daß diese bereits aktiviert wären. Die Fülle der funktionalen
Möglichkeiten der Inhibition der Formin-FH2-Domäne durch die Spir-KIND-Domäne ist
jedenfalls sehr groß. Es wäre daher nicht verwunderlich, wenn es einen Zusammenhang
zwischen dem völlig unterschiedlichen Nukleationsmechanismus von Spir im Vergleich zu
den anderen zwei Aktinnukleator-Familien und der beschriebenen inhibitorischen Funktion
von Spir gäbe.
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7 Anhang

7.1 Abkürzungsverzeichnis

Abkürzung Bedeutung
% Prozent

alpha
ß beta

delta
Delta
mikro

A Adenin
Abb. Abbildung
ADP Adenosin-5 ´-Diphosphat
Amp+ Ampicillin-haltig
APS Ammoniumperoxodisulfat
AS Aminosäure
ATP Adenosintriphosphat
ATPase Adenosin-5 ´-

Triphosphatase
bp Basenpaare
BSA Rinderserumalbumin
bzw. beziehungsweise
C Cytosin
°C Grad Celsius
ca. circa
C. elegans Caenorhabditis elegans
DMEM Dulbeccos modified Eagle`s

Medium
cm Zentimeter
d. h. das heißt
DMSO Dimethylsulfoxid
D. melanogaster Drosophila melanogaster
DNA Desoxyribonukleinsäure
dNTP Desoxyribonukleosid-

triphosphat
DTT Dithiothreitol
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
et al. et altera
FKS Fötales Kälberserum
g Gramm
G Guanin
GFP Green Fluorescent Protein
GST Glutathion-S-Transferase
h Stunde
HEPES 2-Hydroxyethylpiperazin-N'-

2'-ethansulfonsäure

Abkürzung Bedeutung
His Histidin
H. sapiens Homo sapiens
IPTG Isopropyl-ß-D-

thiogalactosid
k Kilo
kb Kilobasenpaare
kD Kilodalton
l Liter
µ mikro
M molar
m milli
Min Minute
mm Millimeter
M. musculus Mus musculus
mmol Millimol
M-Phase Mitose-Phase
n nano
NGS Normal Goat Serum
NLS Kernlokalisationssignal
NP40 Nonidet P-40
nt Nukleotid(e)
OD Optische Dichte
p piko
EGTA Ethylenglykol-bis(â-

aminoethylether)-N,N,N',N'-
tetraessigsäure

PCR Polymerase-Ketten-
Reaktion

pH negativer dekadischer Lo-
garithmus der Protonen-
konzentration

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
RNA Ribonukleinsäure
RT Raumtemperatur
s. siehe
s Sekunde
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
SDS Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid Gele-

lektrophorese
S. pombe Schizosaccharomyces

pombe
T Thymin
TCA Trichloressigsäure
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Abkürzung Bedeutung
PBS Phosphat-gepufferte Salz-

lösung
TE Tris-EDTA-Puffer
TEMED N,N,N´,N´-

Tetramethylendiamin
Tris Trishydroxymethylamino-

methan
U Unit (Enzymeinheit)
UpM Umdrehungen pro Minute
UV Ultraviolett
V Volt
v/v Volumenanteil am Gesamt-

volumen
Vol Volumen
W Watt
w/v Gewichtsanteil am Ge-

samtvolumen
z. B. zum Beispiel
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7.2 Klonierungsschema für Plasmide

Konstrukt Template für Fragment Primer Vektor Schnittstellen 5’/3’
pECFP-C1-p150-Spir-NT pcDNA3-Myc-p150-Spir p150-Spir-NT 5’

p150-Spir-NT 3’
pECFP-C1 (Clontech) Bgl II/EcoR I

pECFP-C1-p150-Spir pcDNA3-Myc-p150-Spir pECFP-C1-p150-Spir-NT BstX I/Hind III
pEGFP-C1-150-Spir pECFP-C1-p150-Spir pEGFP-C1 (Clontech) Bgl II/Hind III
pEGFP-C1-150-Spir-CT pcDNA3-Myc-p150-Spir p150-Spir-CT 5’

p150-Spir-CT 3’
pEGFP-C1 (Clontech) Xba I

pBluescript-Capu-CT EST Klon GH14467
(accession: AI238426)

pBluescript SK +/- (Stra-
tagene)

EcoR V/Xho I

pBluescript-Myc-Capu Gesamt RNA aus D.
melanogaster (WT Berlin)

Myc-Capu-NT 5’
Capu-NT 3’

pBluescript-Capu-CT BamH I/Nde I

pcDNA3-Myc-Capu pBluescript-Myc-Capu pBluescript-Myc-Capu BamH I/Xho I
pcDNA3-Myc-Capu-FH1-FH2 EST Klon GH14467

(accession: AI238426)
Myc-Capu-FH1 5’
Capu-CT 3’

pBluescript SK +/- (Stra-
tagene)

BamH I/Sma I (F)
BamH I/EcoR V (V)

pcDNA3-Myc-Capu-NT pcDNA3-Myc-Capu BamHI-Myc 5’
Capu-NT-aa465 3’

pcDNA3 (Invitrogen) BamH I/Sma I (F)
BamH I/EcoR V (V)

pGEX-4T-3-Capu-FH1-FH2 pcDNA3-Myc-Capu pGEX-Capu-FH1 5’
Capu-CT-XmaI 3’

pGEX-4T-3 (Amersham) BamH I/Xma I (F)
BamH I/Sma I (V)

pEGFP-C1-m-Fmn2-FH2 pEGFP-C1-m-Fmn2-FH1-
FH2

Fmn2-FH2 5’
Fmn2-CT 3’

pEGFP-C1 (Clontech) KpnI/XbaI

pEGFP-C1-m-Fmn2-FH1-FH2 Gesamt-RNA aus Maus-
Gehirn

KpnI-m-fmn2-before-FH1 5’
m-fmn2-XbaI 3’

pEGFP-C1 (Clontech) KpnI/XbaI

pBS-SK-(-)SacI-KIAA1135old KIAA1135 EST Klon
(accession: AB032961.2)

pBluescript SK - (Strata-
gene)

BamH I/Xho I

pBS-Myc-KIAA1135new KIAA1135 EST Klon
(accession: AB032961.2)

Myc-hu-Spir-1-NT-5’
hu-Spir-1-NT-3’

pBS-SK(-)SacI-
KIAA1135(old)

BamH I/Sac I

pcDNA3-Myc-hu-Spir-1 pBS-Myc-KIAA1135new pcDNA3 (Invitrogen) BamH I/Xho I

Fragment (F), Vektor (V)
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Primer Sequenz
p150-Spir-NT 5’ 5´ GA AGA TCT ACG GAG CAC CAG GCC GAG GAG 3´
p150-Spir-NT 3’ 5´ G GAA TTC AAG CTT CCT GAG GGT CGG TGC TTC TGG 3´
p150-Spir-CT 5’ 5´ GC TCT AGA ACT CAG TGC GAG TCG AGG AGG 3´
p150-Spir-CT 3’ 5´ GC TCT AGA CTA CTT CCA GAC GGG CGT CAG 3´
Myc-Capu-NT 5’ 5´ CG GGA TCC GCC GCC GCC ATG GAG CAG AAG CTG ATC

TCC GAG GAG GAC CTG GCC TTG CAG CTA GGC AAG AAG 3´
Capu-NT 3’ 5´ GC TCT AGA TTG CAT CGT TGA GAT TAG CCA 3´
Myc-Capu-FH1 5’ 5´ CG GGA TCC GCC GCC GCC ATG GAG CAG AAG CTG ATC

TCC GAG GAG GAC CTG GTG TCC GAT AAC AAA AGT GCA 3´
Capu-CT 3’ 5´ TCC CCC GGG CTA GTT CTT GCT ACG CCT CAT 3´
BamHI-Myc 5’ 5´ CG GGA TCC GCC GCC GCC ATG GAG 3´
Capu-NT-aa465 3’ 5´ TCC CCC GGG CTA CGT CGA GGA TTG GCC GCA CTT 3´
Fmn2-FH2 5’ 5´ GC GGT ACC GAC AGA GTG GCT AGG AAG CAG 3´
Fmn2-CT 3’ 5´ GCT CTA GAG TGT TCT GGT CAC AGA TCA CGT 3´
KpnI-m-fmn2-before-FH1 5’ 5´ GC GGT ACC CCT GGC CTG GGC ATG GCA ATT 3´
m-fmn2-XbaI 3’ 5´ GC TCT AGA G TGT TCT GGT CAC AGA TCA CGT 3´
Myc-hu-Spir-1-NT-5’ 5´ GC GGA TCC GCC GCC GCC ATG GAG AAG CTG ATC TCC

GAG GAG GAC CTG GCT CAG GCG GCT GGC CCG GCG 3´
hu-Spir-1-NT-3’ 5´ CCA GAA TCG TGC CCA GTC AGC 3´
pGEX-Capu-FH1 5’ 5’ CG GGA TCC GTG TCC GAT AAC AAA AGT GCA 3’
Capu-CT-XmaI 3’ 5’ TCC CCC GGG CTA GTT CTT GCT ACG CCT CAT 3’
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7.3 Sequenzen

Capu-PA (U34258.1)
1/1                                     31/11                                   61/21                                   91/31

atg gcc ttg cag cta ggc aag aag ttg gcc cag gtt ttg ggc agt gga gcg ggc tca cct ttg acc ccc ggc aca atg gag cct tgt gca gcg ggt tcg ggc tca ccg ctg gca aat gga

M   A   L   Q   L   G   K   K   L   A   Q   V   L   G   S   G   A   G   S   P   L   T   P   G   T   M   E   P   C   A   A   G   S   G   S   P   L   A   N   G

121/41                                  151/51                                  181/61                                  211/71

gag ctc ttc aac gtc tcc aag gcc aaa aag gta gag cta cag aac ctt tcg tct cga ttc aca gcc gcc gtc acc caa aca ccg cca ggt gtc acg tca tcc act ccc aat gaa tca gga

E   L   F   N   V   S   K   A   K   K   V   E   L   Q   N   L   S   S   R   F   T   A   A   V   T   Q   T   P   P   G   V   T   S   S   T   P   N   E   S   G

241/81                                  271/91                                  301/101                                 331/111

gtc aca gga cct gca gga cct ttg ggg gct aca aca tcc tcg ccg tcg ctg gaa acg caa tca act gtt ata att tcg ttt aaa tca tct caa aca cct gtg cag tct caa acg aat tct

V   T   G   P   A   G   P   L   G   A   T   T   S   S   P   S   L   E   T   Q   S   T   V   I   I   S   F   K   S   S   Q   T   P   V   Q   S   Q   T   N   S

361/121                                 391/131                                 421/141                                 451/151

gca gcc tcc gaa aat gtt gag gat gac aca gcg ccc ctg cca ctt cca ccg ccg ccc ccc ggc ttc ggt acg ccc acc acg ccc ctt ttg tca agc aat gtg ctg aag aag gtc gcc agc

A   A   S   E   N   V   E   D   D   T   A   P   L   P   L   P   P   P   P   P   G   F   G   T   P   T   T   P   L   L   S   S   N   V   L   K   K   V   A   S

481/161                                 511/171                                 541/181                                 571/191

ttc acg gtc gag aag tct tcg gcg ggc aat aat agc tcg aat cct ccg aat ttg tgc ccc acc agt gac gag acc acc ctc ttg gcc aca cca tgt tct tca tcg ctg acg gtg gca acc

F   T   V   E   K   S   S   A   G   N   N   S   S   N   P   P   N   L   C   P   T   S   D   E   T   T   L   L   A   T   P   C   S   S   S   L   T   V   A   T

601/201                                 631/211                                 661/221                                 691/231

ctg ccg ccc gaa atc gcc gtg ggc gca gcg gcg ggg ggc gtg gcc ggg ggt gct ggt tcg cga cgc ggc tca tct tat gta ccg gaa aag tta agc ttc gct gca tat gaa aag ttc gaa

L   P   P   E   I   A   V   G   A   A   A   G   G   V   A   G   G   A   G   S   R   R   G   S   S   Y   V   P   E   K   L   S   F   A   A   Y   E   K   F   E

721/241                                 751/251                                 781/261                                 811/271

ggt caa atg cta ata aaa tgg cta atc tca acg atg caa agc aat ccg aag agt tcg tgc ggt gat gct aat cag gaa tta ttt aat aca ctg gcg ttg cag ttc tgc aat aat ctc aaa

G   Q   M   L   I   K   W   L   I   S   T   M   Q   S   N   P   K   S   S   C   G   D   A   N   Q   E   L   F   N   T   L   A   L   Q   F   C   N   N   L   K

841/281                                 871/291                                 901/301                                 931/311

tat gtc ggc gtc ctt aag cag atc tcc aat gag cac ttg gat tgc gga ttt agc ccc tat gaa atg tac caa tgg acg cac acg gag cag cca acc acc tca ttg ccc ctg acc ccc ggc

Y   V   G   V   L   K   Q   I   S   N   E   H   L   D   C   G   F   S   P   Y   E   M   Y   Q   W   T   H   T   E   Q   P   T   T   S   L   P   L   T   P   G

961/321                                 991/331                                 1021/341                                1051/351

aag ctg gac aag gtg gcg gct tgg cca ttt tcc agc aca cca tcc ggc att cga gcg ctg gag tcc gca tcg ctg gcg tcc ttg gga gca ggt ggg gtg gcg ggt tct ttg gca acc att

K   L   D   K   V   A   A   W   P   F   S   S   T   P   S   G   I   R   A   L   E   S   A   S   L   A   S   L   G   A   G   G   V   A   G   S   L   A   T   I

1081/361                                1111/371                                1141/381                                1171/391

gcc acc gca acc aca gcc tca tcg gac aat cag aaa acc ctg cag cag atc ctc aag aag cgt cta ctc aac tgc tcg acc ttg gcc gaa gtt cat gcg gtg gta aac gag ctg ctg agc

A   T   A   T   T   A   S   S   D   N   Q   K   T   L   Q   Q   I   L   K   K   R   L   L   N   C   S   T   L   A   E   V   H   A   V   V   N   E   L   L   S

1201/401                                1231/411                                1261/421                                1291/431

agc gtg gat gaa cca ccg cgt cgt cca tcg aag aga tgt gtg aat ctc acg gag ctg ctg aat gcc agt gag gct acc gtt tat gaa tac aac aag act gga gcg gag ggc tgt gtg aag

S   V   D   E   P   P   R   R   P   S   K   R   C   V   N   L   T   E   L   L   N   A   S   E   A   T   V   Y   E   Y   N   K   T   G   A   E   G   C   V   K
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1321/441                                1351/451                                1381/461                                1411/471

agc ttc acg gat gcg gaa act caa acg gaa agc gag gat tgc gag ggc acg tgc aag tgc ggc caa tcc tcg acg aaa gtg tcc gat aac aaa agt gca aag gaa gat ggg gaa aag ccc

S   F   T   D   A   E   T   Q   T   E   S   E   D   C   E   G   T   C   K   C   G   Q   S   S   T   K   V   S   D   N   K   S   A   K   E   D   G   E   K   P

1441/481                                1471/491                                1501/501                                1531/511

cac gcc gtt gcc ccg ccg cct ccg cca cct cct ccg ccg ttg ccc gcc ttt gtt gcg ccg cct cct cct cca cca cca cca cca cct cct ccg cca ctg gcc aac tat gga gca cca cca

H   A   V   A   P   P   P   P   P   P   P   P   P   L   P   A   F   V   A   P   P   P   P   P   P   P   P   P   P   P   P   P   L   A   N   Y   G   A   P   P

1561/521                                1591/531                                1621/541                                1651/551

ccg ccg cca ccc ccg cct ccg ggc agt ggt agt gcc ccg ccg cca cct cca ccc gca ccc att gaa ggc ggc ggc ggc ata ccg cct cca cca ccg ccc atg agt gca tcc ccc tcc aag

P   P   P   P   P   P   P   G   S   G   S   A   P   P   P   P   P   P   A   P   I   E   G   G   G   G   I   P   P   P   P   P   P   M   S   A   S   P   S   K

1681/561                                1711/571                                1741/581                                1771/591

acg aca atc tca ccc gct cca ctg ccc gat ccc gcc gag ggc aat tgg ttc cat cgc aca aat acc atg cgc aag agt gca gtt aac ccg ccg aag cca atg cgt cca tta tat tgg aca

T   T   I   S   P   A   P   L   P   D   P   A   E   G   N   W   F   H   R   T   N   T   M   R   K   S   A   V   N   P   P   K   P   M   R   P   L   Y   W   T

1801/601                                1831/611                                1861/621                                1891/631

cgg ata gtg acg agt gcg cca cct gcg cca cgc ccc cca tcg gtg gcc aat tcc acg gac agc acg gag aac agc ggg agc tca ccc gat gag cct ccg gct gcg aat ggt gca gat gct

R   I   V   T   S   A   P   P   A   P   R   P   P   S   V   A   N   S   T   D   S   T   E   N   S   G   S   S   P   D   E   P   P   A   A   N   G   A   D   A

1921/641                                1951/651                                1981/661                                2011/671

ccg ccc aca gcg cca ccg gcc acc aag gag atc tgg acg gag atc gag gaa acg cca ttg gat aat atc gat gag ttc acg gag ctc ttt tcc cgc caa gcc att gcg ccc gtt agc aag

P   P   T   A   P   P   A   T   K   E   I   W   T   E   I   E   E   T   P   L   D   N   I   D   E   F   T   E   L   F   S   R   Q   A   I   A   P   V   S   K

2041/681                                2071/691                                2101/701                                2131/711

ccc aag gag ctg aag gtc aag cga gcc aag tcc atc aag gta ctc gat ccg gag aga tcg cga aat gtg ggc att atc tgg cga agt tta cat gtg ccg tcc agc gaa atc gag cat gct

P   K   E   L   K   V   K   R   A   K   S   I   K   V   L   D   P   E   R   S   R   N   V   G   I   I   W   R   S   L   H   V   P   S   S   E   I   E   H   A

2161/721                                2191/731                                2221/741                                2251/751

atc tac cac ata gac aca tcg gtg gtc agt ttg gag gct ttg cag cac atg agc aac ata cag gcg aca gag gat gag ctg cag agg atc aag gag gca gcc ggc ggc gat att ccg ctc

I   Y   H   I   D   T   S   V   V   S   L   E   A   L   Q   H   M   S   N   I   Q   A   T   E   D   E   L   Q   R   I   K   E   A   A   G   G   D   I   P   L

2281/761                                2311/771                                2341/781                                2371/791

gat cat ccc gaa cag ttc ctt ctg gac ata tcc cta att tcc atg gcc agc gag agg att tcc tgc att gtc ttt cag gcg gaa ttc gag gag tcc gta acg ctg ttg ttt cga aag ctg

D   H   P   E   Q   F   L   L   D   I   S   L   I   S   M   A   S   E   R   I   S   C   I   V   F   Q   A   E   F   E   E   S   V   T   L   L   F   R   K   L

2401/801                                2431/811                                2461/821                                2491/831

gaa acg gtg tcc cag cta tcg cag caa ttg atc gag agc gag gat ttg aag ctg gtc ttc tcc atc atc ctt acg ctg ggc aac tat atg aac ggt ggc aac cgg cag cgc gga caa gcg

E   T   V   S   Q   L   S   Q   Q   L   I   E   S   E   D   L   K   L   V   F   S   I   I   L   T   L   G   N   Y   M   N   G   G   N   R   Q   R   G   Q   A

2521/841                                2551/851                                2581/861                                2611/871

gat ggc ttt aat cta gat att ctg ggc aag ctt aag gat gtc aag tcc aag gaa tcg cac acc acc ttg ctc cat ttc att gtg cgc acc tac att gcg cag cgg cga aag gag gga gtg

D   G   F   N   L   D   I   L   G   K   L   K   D   V   K   S   K   E   S   H   T   T   L   L   H   F   I   V   R   T   Y   I   A   Q   R   R   K   E   G   V

2641/881                                2671/891                                2701/901                                2731/911

cat ccc ctg gag atc cgc ttg ccc atc cca gag cca gcc gat gtg gag aga gcc gca caa atg gac ttc gag gag gtg cag cag cag atc ttc gat ctc aac aag aag ttc ttg ggt tgc

H   P   L   E   I   R   L   P   I   P   E   P   A   D   V   E   R   A   A   Q   M   D   F   E   E   V   Q   Q   Q   I   F   D   L   N   K   K   F   L   G   C
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2761/921                                2791/931                                2821/941                                2851/951

aag aga acg acg gcc aag gtt ttg gcc gcc tcg cgt ccc gag atc atg gag ccc ttc aag tcc aaa atg gag gag ttt gtg gag ggg gcg gac aaa tcg atg gcc aag ctg cat caa tcc

K   R   T   T   A   K   V   L   A   A   S   R   P   E   I   M   E   P   F   K   S   K   M   E   E   F   V   E   G   A   D   K   S   M   A   K   L   H   Q   S

2881/961                                2911/971                                2941/981                                2971/991

ctt gac gag tgt cgc gat ctc ttt ttg gag acc atg cgc ttc tac cac ttc tca ccc aaa gcc tgc acc cta acg ttg gcc cag tgc acg ccc gac cag ttc ttc gag tac tgg acg aat

L   D   E   C   R   D   L   F   L   E   T   M   R   F   Y   H   F   S   P   K   A   C   T   L   T   L   A   Q   C   T   P   D   Q   F   F   E   Y   W   T   N

3001/1001                               3031/1011                               3061/1021                               3091/1031

ttc acc aat gat ttc aag gac att tgg aag aag gag atc acc agt ctc ctg aat gaa tta atg aag aaa tcg aag cag gcc caa atc gaa tcg cgt cgc aac gta tcc acc aag gtg gag

F   T   N   D   F   K   D   I   W   K   K   E   I   T   S   L   L   N   E   L   M   K   K   S   K   Q   A   Q   I   E   S   R   R   N   V   S   T   K   V   E

3121/1041                               3151/1051

aag tcc gga cgg att tcg ctg aag gag cgc atg ctg atg agg cgt agc aag aac tag

K   S   G   R   I   S   L   K   E   R   M   L   M   R   R   S   K   N   *

m-Fmn2 (NM_019445)
1/1                                     31/11                                   61/21                                   91/31

atg ggg aac cag gat ggg aag ctg aag aga agc gca ggt gat gcc tcc cac gaa ggc ggc gga gcc gag gat gcc gcg ggg ccc agg gat gcg gaa acc aca aag aag gcg agc ggg agc

M   G   N   Q   D   G   K   L   K   R   S   A   G   D   A   S   H   E   G   G   G   A   E   D   A   A   G   P   R   D   A   E   T   T   K   K   A   S   G   S

121/41                                  151/51                                  181/61                                  211/71

aaa aag gcg ctt ggc aag cac ggc aag ggg gga ggg ggc agc ggg gag acc agc aag aag aag agc aag tcc gat tct aga gcc tcg gtg ttt tcc aac ctg cgg atc aga aag aac ctg

K   K   A   L   G   K   H   G   K   G   G   G   G   S   G   E   T   S   K   K   K   S   K   S   D   S   R   A   S   V   F   S   N   L   R   I   R   K   N   L

241/81                                  271/91                                  301/101                                 331/111

acc aag ggg aaa ggt gcc tgc gac tcg cgg gag gat gtg ctg gac tca cag gcc ctg ccg att ggg gag ctg gac agc gct cac tct ata gtc acc aag acc ccg gac ctc agc ctc tcc

T   K   G   K   G   A   C   D   S   R   E   D   V   L   D   S   Q   A   L   P   I   G   E   L   D   S   A   H   S   I   V   T   K   T   P   D   L   S   L   S

361/121                                 391/131                                 421/141                                 451/151

gct gag gag aca ggc cta tcg gat acc gag tgt gct gac cct ttc gag gtg atc cat ccc ggt gct tct agg cct gct gag gct ggg gta ggg atc cag gcg acc gcg gag gat ttg gaa

A   E   E   T   G   L   S   D   T   E   C   A   D   P   F   E   V   I   H   P   G   A   S   R   P   A   E   A   G   V   G   I   Q   A   T   A   E   D   L   E

481/161                                 511/171                                 541/181                                 571/191

act gcg gct gga gcg caa gat gga caa agg acc agt tct ggt tca gac acg gac atc tac agc ttc cac tcc gct acg gag cag gag gat ttg ctc tca gac atc cag cag gca att cgt

T   A   A   G   A   Q   D   G   Q   R   T   S   S   G   S   D   T   D   I   Y   S   F   H   S   A   T   E   Q   E   D   L   L   S   D   I   Q   Q   A   I   R

601/201                                 631/211                                 661/221                                 691/231

ctg caa cag cag cag cag cag aag ctg ctg ctc cag gac tcc gag gag cct gca gcg ccc ccc act gcc atc tcc cct cag cct ggg gcc ttt ctg ggc ctg gac caa ttc ttg ctg gga

L   Q   Q   Q   Q   Q   Q   K   L   L   L   Q   D   S   E   E   P   A   A   P   P   T   A   I   S   P   Q   P   G   A   F   L   G   L   D   Q   F   L   L   G

721/241                                 751/251                                 781/261                                 811/271

cct aga agc gag gct gaa aag gac aca gta cag gca cta ccg gtg aga cct gac ttg cct gag acc acc aag tct ctg gtg cct gag cat cct ccg tcc tca gga agc cac ttg acc tcc

P   R   S   E   A   E   K   D   T   V   Q   A   L   P   V   R   P   D   L   P   E   T   T   K   S   L   V   P   E   H   P   P   S   S   G   S   H   L   T   S
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841/281                                 871/291                                 901/301                                 931/311

gag aca cca ggt tat gcg acc gcc ccc tcc gca gtc aca gac tct ctc tca tca cca gcc ttc acc ttt ccg gag gct ggg cca ggg gag gga gcc gcc gga gtt ccc gtg gct gga act

E   T   P   G   Y   A   T   A   P   S   A   V   T   D   S   L   S   S   P   A   F   T   F   P   E   A   G   P   G   E   G   A   A   G   V   P   V   A   G   T

961/321                                 991/331                                 1021/341                                1051/351

ggg gac aca gat gag gag tgc gag gag gat gct ttt gag gat gcc ccc cgc ggc tct cca ggg gag gaa tgg gtc cca gag atg gaa gaa gcc tca cag agg ctg gag aaa gag ccg gag

G   D   T   D   E   E   C   E   E   D   A   F   E   D   A   P   R   G   S   P   G   E   E   W   V   P   E   M   E   E   A   S   Q   R   L   E   K   E   P   E

1081/361                                1111/371                                1141/381                                1171/391

gag ggc atg cga gaa tcc att acc tcc gca gtc gct tct ttg cct gga agc cct gcg ccc agc cca cgc tgc ttc aaa cct tac cca ctc atc acc ccc tgc tac atc aag acc acc act

E   G   M   R   E   S   I   T   S   A   V   A   S   L   P   G   S   P   A   P   S   P   R   C   F   K   P   Y   P   L   I   T   P   C   Y   I   K   T   T   T

1201/401                                1231/411                                1261/421                                1291/431

cgg cag ctc agc tct cct aat cac tcc ccg tcc cag tcc ccc aac cag agt cct agg atc aaa aag cgg ccg gac cct tcc gtg agc ccg agc ccc aga acc gcc ttg gcc tct gct gca

R   Q   L   S   S   P   N   H   S   P   S   Q   S   P   N   Q   S   P   R   I   K   K   R   P   D   P   S   V   S   P   S   P   R   T   A   L   A   S   A   A

1321/441                                1351/451                                1381/461                                1411/471

gcc ccg gca aaa aag cac cgg ttg gag ggt ggc ctc acg ggc ggc ctc agc cgc tca gcc gac tgg acc gag gag ctg ggc gtc cgt acg cca ggg gca gga ggc tcc gtg cac ctg ctg

A   P   A   K   K   H   R   L   E   G   G   L   T   G   G   L   S   R   S   A   D   W   T   E   E   L   G   V   R   T   P   G   A   G   G   S   V   H   L   L

1441/481                                1471/491                                1501/501                                1531/511

ggg cgc ggg gct act gcg gat gac agt ggt ggt ggg tcc cct gta ctg gcc gcc aag gca cct ggg gct cca gcg aca gct gac ggc ttt cag aac gtg ttc aca ggg aga aca ctg ctg

G   R   G   A   T   A   D   D   S   G   G   G   S   P   V   L   A   A   K   A   P   G   A   P   A   T   A   D   G   F   Q   N   V   F   T   G   R   T   L   L

1561/521                                1591/531                                1621/541                                1651/551

gag aag ctg ttt agc cag cag gag aac ggg cct cca gag gaa gca gaa aaa ttt tgc tcc cgg atc atc gcc atg ggt ctt cta ctt cct ttc agt gac tgc ttc agg gaa ccg tgt aat

E   K   L   F   S   Q   Q   E   N   G   P   P   E   E   A   E   K   F   C   S   R   I   I   A   M   G   L   L   L   P   F   S   D   C   F   R   E   P   C   N

1681/561                                1711/571                                1741/581                                1771/591

cag aac gct ggg tcc agt tca gct cca ttt gat caa gat cag ctt tac acc tgg gct gcg gtt agt caa ccc acg cat tcg atg gat tac agc gaa ggg cag ttt ccc agg aga gaa cca

Q   N   A   G   S   S   S   A   P   F   D   Q   D   Q   L   Y   T   W   A   A   V   S   Q   P   T   H   S   M   D   Y   S   E   G   Q   F   P   R   R   E   P

1801/601                                1831/611                                1861/621                                1891/631

tcc atg tgg cca tca tcc aag ctt cct gag gaa gag ccc agc ccc aag gac gtt gat aca gaa cct aaa tcc tct att ttg gaa agc ccg aaa aaa tgc tca aat ggt gtc cag cag gaa

S   M   W   P   S   S   K   L   P   E   E   E   P   S   P   K   D   V   D   T   E   P   K   S   S   I   L   E   S   P   K   K   C   S   N   G   V   Q   Q   E

1921/641                                1951/651                                1981/661                                2011/671

gtt ttc gat gtg aag tct gaa gga cag gca act gta att cag caa ctg gaa cag acc atc gag gat cta cgc aca aaa ata gct gag cta gag aag caa tat cca gcc ctg gac ttg gag

V   F   D   V   K   S   E   G   Q   A   T   V   I   Q   Q   L   E   Q   T   I   E   D   L   R   T   K   I   A   E   L   E   K   Q   Y   P   A   L   D   L   E

2041/681                                2071/691                                2101/701                                2131/711

gga ccc aga ggc ctc tca gga ctt gag aat gga ttg aca gcc tct gca gac gtc agt cta gat gct ctt gta ttg cat ggg aag gtt gca cag cct cca agg act ctt gag gca aaa tca

G   P   R   G   L   S   G   L   E   N   G   L   T   A   S   A   D   V   S   L   D   A   L   V   L   H   G   K   V   A   Q   P   P   R   T   L   E   A   K   S

2161/721                                2191/731                                2221/741                                2251/751

ata cag act tcc cca aca gaa gaa ggt aga atc ctg aca ttg cca cct cca aag gca cca cca gag ggt ctt ccg ggg tcc cct gca gct gca agt gga gag tca gcc ctt cta acc tca

I   Q   T   S   P   T   E   E   G   R   I   L   T   L   P   P   P   K   A   P   P   E   G   L   P   G   S   P   A   A   A   S   G   E   S   A   L   L   T   S



7 Anhang

110

2281/761                                2311/771                                2341/781                                2371/791

ccc tct gga cct cag aca aaa ttc tgt tca gag att tct ctg att gtg tct cca agg aga ata tca gta cag ctg gat gcc caa cag ata cag agt gca tca caa cta cca cca cct cct

P   S   G   P   Q   T   K   F   C   S   E   I   S   L   I   V   S   P   R   R   I   S   V   Q   L   D   A   Q   Q   I   Q   S   A   S   Q   L   P   P   P   P

2401/801                                2431/811                                2461/821                                2491/831

cct ctc ctt ggg tct gat agt cag gga cag ccc tcc caa cct tct ctg cat act gag tca gaa acc agc cat gaa cat tct gtt tcc tcc tcc ttt gga aac aac tgt aat gtc cca ccc

P   L   L   G   S   D   S   Q   G   Q   P   S   Q   P   S   L   H   T   E   S   E   T   S   H   E   H   S   V   S   S   S   F   G   N   N   C   N   V   P   P

2521/841                                2551/851                                2581/861                                2611/871

gca cca cct ctg cct tgt aca gag tcc tcc agt ttc atg cct ggc ctg ggc atg gca att ccc cca cct ccc tgt ctc tct gac ata aca gtg cct gct ctg ccc agt cct aca gcc cca

A   P   P   L   P   C   T   E   S   S   S   F   M   P   G   L   G   M   A   I   P   P   P   P   C   L   S   D   I   T   V   P   A   L   P   S   P   T   A   P

2641/881                                2671/891                                2701/901                                2731/911

gcc cta caa ttt agc aat cta cag gga cca gaa atg ctg cca gcc cct ccc caa cct cct cct ctt cct ggg cta gga gta ccc cct cct ccc cct gcc cct cct ctc cct gga atg gga

A   L   Q   F   S   N   L   Q   G   P   E   M   L   P   A   P   P   Q   P   P   P   L   P   G   L   G   V   P   P   P   P   P   A   P   P   L   P   G   M   G

2761/921                                2791/931                                2821/941                                2851/951

ata cct ccc cca cct cct ctc cct gga atg gga ata cct ccc cca cct cct ctc cct gga atg gga ata cct cct ccc cct cct cta cct gga gtg ggc ata ccc cct cct cct cct ctt

I   P   P   P   P   P   L   P   G   M   G   I   P   P   P   P   P   L   P   G   M   G   I   P   P   P   P   P   L   P   G   V   G   I   P   P   P   P   P   L

2881/961                                2911/971                                2941/981                                2971/991

cct gga gtg ggc ata ccc cct cct cct cct ctt cct gga gtg gga ata ccc cct cct cct cct ctt cct gga gtg gga ata cct cct ccc cct cct tta cct gga gtg gga ata ccc cct

P   G   V   G   I   P   P   P   P   P   L   P   G   V   G   I   P   P   P   P   P   L   P   G   V   G   I   P   P   P   P   P   L   P   G   V   G   I   P   P

3001/1001                               3031/1011                               3061/1021                               3091/1031

cct cct cct ctt cct gga gtg ggc ata ccc cct cct cct cct ctt cct gga gtg gga ata ccc cca ccc cct cca ctt cca gga atg gga ata ccc cct ccc cct cct tta cct gga tca

P   P   P   L   P   G   V   G   I   P   P   P   P   P   L   P   G   V   G   I   P   P   P   P   P   L   P   G   M   G   I   P   P   P   P   P   L   P   G   S

3121/1041                               3151/1051                               3181/1061                               3211/1071

ggc ata ccc cct cct cct gct cta cct gga gtt gct att cct cca cca cct cct cta cca ggt atg ggg gtt cca cct ccc gcc cca cct ccc cct ggg gca ggc atc ccc cca ccc cca

G   I   P   P   P   P   A   L   P   G   V   A   I   P   P   P   P   P   L   P   G   M   G   V   P   P   P   A   P   P   P   P   G   A   G   I   P   P   P   P

3241/1081                               3271/1091                               3301/1101                               3331/1111

ctg ttg cct ggc tca ggt cct cca cac tcc tcc caa gtt ggg agt agc act tta cca gca gca cct caa ggg tgt gga ttt ctt ttc cct cca ttg ccc act ggc ttg ttt gga tta ggg

L   L   P   G   S   G   P   P   H   S   S   Q   V   G   S   S   T   L   P   A   A   P   Q   G   C   G   F   L   F   P   P   L   P   T   G   L   F   G   L   G

3361/1121                               3391/1131                               3421/1141                               3451/1151

atg aat cag gac aga gtg gct agg aag cag ccg atc gag cct tgc cgg cca atg aag cct ctc tat tgg aca aga att caa ctc cat agt aaa aga gac tcc agc cct tcg ctt att tgg

M   N   Q   D   R   V   A   R   K   Q   P   I   E   P   C   R   P   M   K   P   L   Y   W   T   R   I   Q   L   H   S   K   R   D   S   S   P   S   L   I   W

3481/1161                               3511/1171                               3541/1181                               3571/1191

gaa aag att gaa gag cca tcc ata gac tgt cat gaa ttt gaa gaa tta ttt tct aaa act gca gta aag gag aga aag aaa cct att tct gac aca att tca aag aca aag gcc aaa caa

E   K   I   E   E   P   S   I   D   C   H   E   F   E   E   L   F   S   K   T   A   V   K   E   R   K   K   P   I   S   D   T   I   S   K   T   K   A   K   Q

3601/1201                               3631/1211                               3661/1221                               3691/1231

gtt gtc aag ttg ctt agc aac aaa agg tca caa gca gta gga att cta atg tct agt ctg cat tta gat atg aaa gac ata caa cat gct gtt gtg aac ttg gac aac tct gtg gtg gac

V   V   K   L   L   S   N   K   R   S   Q   A   V   G   I   L   M   S   S   L   H   L   D   M   K   D   I   Q   H   A   V   V   N   L   D   N   S   V   V   D
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3721/1241                               3751/1251                               3781/1261                               3811/1271

ctg gag acc ctt caa gct ctc tat gag aat agg gca cag tca gat gaa ctg gaa aaa att gaa aag cac agt cgg tct tcc aaa gac aag gaa aac gct aag tct ctc gac aaa cct gaa

L   E   T   L   Q   A   L   Y   E   N   R   A   Q   S   D   E   L   E   K   I   E   K   H   S   R   S   S   K   D   K   E   N   A   K   S   L   D   K   P   E

3841/1281                               3871/1291                               3901/1301                               3931/1311

cag ttc ctg tat gag ctg tcg cta atc ccc aac ttc tcc gag cgg gtc ttc tgt atc ctg ttt cag tcc aca ttt tca gag agc att tgc tca att cgt cgc aag ttg gaa ttg cta caa

Q   F   L   Y   E   L   S   L   I   P   N   F   S   E   R   V   F   C   I   L   F   Q   S   T   F   S   E   S   I   C   S   I   R   R   K   L   E   L   L   Q

3961/1321                               3991/1331                               4021/1341                               4051/1351

aaa ctg tgt gag acc tta aaa aat gga cca ggg gtc atg cag gtc ctg ggt tta gtt cta gcc ttt ggg aac tac atg aat gct ggg aac aag acc cga gga cag gca gat ggc ttt gga

K   L   C   E   T   L   K   N   G   P   G   V   M   Q   V   L   G   L   V   L   A   F   G   N   Y   M   N   A   G   N   K   T   R   G   Q   A   D   G   F   G

4081/1361                               4111/1371                               4141/1381                               4171/1391

cta gac att ttg ccc aag ctg aag gat gtc aaa agc agc gac aac agc aga agc ctt ttg tca tat att gtt tca tat tat ctt cga aat ttt gat gag gat gct ggc aaa gag cag tgt

L   D   I   L   P   K   L   K   D   V   K   S   S   D   N   S   R   S   L   L   S   Y   I   V   S   Y   Y   L   R   N   F   D   E   D   A   G   K   E   Q   C

4201/1401                               4231/1411                               4261/1421                               4291/1431

gtc ttc cca ctg gca gaa ccc cag gag ctt ttc cag gcc tca cag atg aag ttt gaa gac ttc cag aaa gac ctc aga aaa cta aag aaa gac ctg aaa gcc tgt gag gcg gaa gcc ggt

V   F   P   L   A   E   P   Q   E   L   F   Q   A   S   Q   M   K   F   E   D   F   Q   K   D   L   R   K   L   K   K   D   L   K   A   C   E   A   E   A   G

4321/1441                               4351/1451                               4381/1461                               4411/1471

aaa gtg tac cag gtg tcc tct gcg gag cat atg cag cct ttc aag gaa aac atg gag cag ttt atc agt caa gct aaa att gac caa gag tca cag gag gct gcc ctg aca gag act cat

K   V   Y   Q   V   S   S   A   E   H   M   Q   P   F   K   E   N   M   E   Q   F   I   S   Q   A   K   I   D   Q   E   S   Q   E   A   A   L   T   E   T   H

4441/1481                               4471/1491                               4501/1501                               4531/1511

aaa tgc ttt ttg gag acc aca gcc tac tac ttc atg aaa cca aaa ctc ggc gag aag gag gtg tcc cca aat gtt ttc ttc agt gtc tgg cat gaa ttc agc tct gac ttt aaa gac gct

K   C   F   L   E   T   T   A   Y   Y   F   M   K   P   K   L   G   E   K   E   V   S   P   N   V   F   F   S   V   W   H   E   F   S   S   D   F   K   D   A

4561/1521                               4591/1531                               4621/1541                               4651/1551

tgg aaa aaa gag aac aaa ctg att ctg caa gag aga gtc aaa gaa gcc gag gag gtg tgt agg cag aag aaa gga aaa tca ctc tat aaa gta aaa ccg aga cat gac tct ggg att aaa

W   K   K   E   N   K   L   I   L   Q   E   R   V   K   E   A   E   E   V   C   R   Q   K   K   G   K   S   L   Y   K   V   K   P   R   H   D   S   G   I   K

4681/1561

gcg aag ata agc atg aaa acg tga

A   K   I   S   M   K   T   *

p150-Spir (AJ238876.1)
1/1                                     31/11                                   61/21                                   91/31

atg acg gag cac cag gcc gag gag cag gcg gac acg ccg ccc acc aag gtc aag gcc acg ccc aca ccc acc ccg agt gga aag ttc aag gac gcg aag gaa gac gcc ttc ctg tcc aca

M   T   E   H   Q   A   E   E   Q   A   D   T   P   P   T   K   V   K   A   T   P   T   P   T   P   S   G   K   F   K   D   A   K   E   D   A   F   L   S   T

121/41                                  151/51                                  181/61                                  211/71

tcg ccg gac agc gcc aac ggc gat gcc caa cac aag ctg cca gcg gac cag ctg gcc atg tcc tcc agt gcg cat ccc cag cag gcg ggc caa gcc cgc ccg ctc atc ctg caa gcc ttc

S   P   D   S   A   N   G   D   A   Q   H   K   L   P   A   D   Q   L   A   M   S   S   S   A   H   P   Q   Q   A   G   Q   A   R   P   L   I   L   Q   A   F
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241/81                                  271/91                                  301/101                                 331/111

cac cgc tgc tcc tcg cca gaa cag tgc gtc acg ctg cac gac atc ctg gac tcc ttt aag gcg ccg ctc tcc gag gac cag gcc tgg gcc ctg atc cac cag ttc gcc ggg ctc tac cac

H   R   C   S   S   P   E   Q   C   V   T   L   H   D   I   L   D   S   F   K   A   P   L   S   E   D   Q   A   W   A   L   I   H   Q   F   A   G   L   Y   H

361/121                                 391/131                                 421/141                                 451/151

cag gtg gcc gta caa gcg cac acc tgt gcc gcg gac tac gag gcc gcc ctg ccc acc gga ttc gag ctg cac ttc cat cgc gac ggc agc gtc cac ttc tcc ggc ccg gat cag ctg acg

Q   V   A   V   Q   A   H   T   C   A   A   D   Y   E   A   A   L   P   T   G   F   E   L   H   F   H   R   D   G   S   V   H   F   S   G   P   D   Q   L   T

481/161                                 511/171                                 541/181                                 571/191

cct aag gag caa ctg cag cag gag cag atc ccc ctc ccc ccg cag cac gac gtg att gtg gat cag ccg gac cac agc gcc agc agc agc ggc gac agc agc gtc atc aac aga gcg ttc

P   K   E   Q   L   Q   Q   E   Q   I   P   L   P   P   Q   H   D   V   I   V   D   Q   P   D   H   S   A   S   S   S   G   D   S   S   V   I   N   R   A   F

601/201                                 631/211                                 661/221                                 691/231

gac aac agc aat cac cac cac cac cat caa cat cat cac ccg ccg ctc gtc gtc tcg cat aga aag att atc agc gaa ctg gcg gaa atc gtc tac acc gcc ttg gat tac aat ctg ccg

D   N   S   N   H   H   H   H   H   Q   H   H   H   P   P   L   V   V   S   H   R   K   I   I   S   E   L   A   E   I   V   Y   T   A   L   D   Y   N   L   P

721/241                                 751/251                                 781/261                                 811/271

gag gac gag gag tgc caa gtg tca cag gag ctg gag aat ctg ttc aac ttt atg acg gca gat gag aca gac gac gat tgc att gac gag ggc atc gac gag ggc gac aag cgc tgg gac

E   D   E   E   C   Q   V   S   Q   E   L   E   N   L   F   N   F   M   T   A   D   E   T   D   D   D   C   I   D   E   G   I   D   E   G   D   K   R   W   D

841/281                                 871/291                                 901/301                                 931/311

gac gaa tcc gag gag gag cgc aac gat acc aaa gaa cta gag cac ata atc gag acc tgc aga aat cac ata aaa acc acc ctg cct gag aac cac tat aga gct gtc tgc aga gcc ctc

D   E   S   E   E   E   R   N   D   T   K   E   L   E   H   I   I   E   T   C   R   N   H   I   K   T   T   L   P   E   N   H   Y   R   A   V   C   R   A   L

961/321                                 991/331                                 1021/341                                1051/351

gtg acg gag acc ata gag ctc cga gta ttt ctg cag cag gtc ctg aac aat gaa gca ggt gcc gag aaa ctg atc aag gcg tcg gaa tca tcg gcc acc acg caa caa gaa ctg gcg aag

V   T   E   T   I   E   L   R   V   F   L   Q   Q   V   L   N   N   E   A   G   A   E   K   L   I   K   A   S   E   S   S   A   T   T   Q   Q   E   L   A   K

1081/361                                1111/371                                1141/381                                1171/391

ctg ggc ttc aac gac tgg gca cgc ttc tgg gtg cag gtg atc gac gaa ctg cga cgg gga gtg cgg ctg aag aag agc aac cac gag cgc act ccc atc gaa tat gag ctg aca ccc tac

L   G   F   N   D   W   A   R   F   W   V   Q   V   I   D   E   L   R   R   G   V   R   L   K   K   S   N   H   E   R   T   P   I   E   Y   E   L   T   P   Y

1201/401                                1231/411                                1261/421                                1291/431

gaa ata ctc atg ggc gac atc cga gcc aaa aag tat cag ttg cgc aag gtg atg gtc aac gga gat att ccg ccg cgc gtc aag aaa gat gcc cac gcc atg atc ttg gag ttc atc agg

E   I   L   M   G   D   I   R   A   K   K   Y   Q   L   R   K   V   M   V   N   G   D   I   P   P   R   V   K   K   D   A   H   A   M   I   L   E   F   I   R

1321/441                                1351/451                                1381/461                                1411/471

tca cgg ccg ccg ctg aag aag gcc agc gat cgc caa ttg ggc ccg ccg cgc atg tgc gag cct tct ccg cgg gag cag ctc atg gag tcc ata cgg aag ggg aag gag ctc aag cag atc

S   R   P   P   L   K   K   A   S   D   R   Q   L   G   P   P   R   M   C   E   P   S   P   R   E   Q   L   M   E   S   I   R   K   G   K   E   L   K   Q   I

1441/481                                1471/491                                1501/501                                1531/511

acc ccg cca gaa gca ccg acc ctc agg gaa agg gtg ctt cca agt gca aac tcc acg ctg tca cga tcc aga cag cgg ctc atc aaa gtg gac ttc tcc aag ttt cag gac gac gat ctc

T   P   P   E   A   P   T   L   R   E   R   V   L   P   S   A   N   S   T   L   S   R   S   R   Q   R   L   I   K   V   D   F   S   K   F   Q   D   D   D   L

1561/521                                1591/531                                1621/541                                1651/551

ttc tac gat gag aac agc atc agc agc tcc cac tcc aca gcg gcc acc cac cag cat cat cca cat ttc gcc gag atg cac cgc tgc tcg cag ccc aag atg ccg ccg tat cca ttc ggt

F   Y   D   E   N   S   I   S   S   S   H   S   T   A   A   T   H   Q   H   H   P   H   F   A   E   M   H   R   C   S   Q   P   K   M   P   P   Y   P   F   G
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1681/561                                1711/571                                1741/581                                1771/591

ggc tac atg gtg ccc agt cag gca cga caa gat tgc cgg gag acg gcg tcg ctg atg cgg ccc cga cgc aca atg gag cca gca aag cag gtg ccg cct cca gaa gag cca tcc ttc acg

G   Y   M   V   P   S   Q   A   R   Q   D   C   R   E   T   A   S   L   M   R   P   R   R   T   M   E   P   A   K   Q   V   P   P   P   E   E   P   S   F   T

1801/601                                1831/611                                1861/621                                1891/631

aag gac gag tac cac aag ttc tac gac acg gcc ctg gaa tcc tac gac ctg gcc act cag tgc gag tcg agg agg gct tcc ttg cgc cgc cac acc atc gtt gga tgc cag agc aac ctg

K   D   E   Y   H   K   F   Y   D   T   A   L   E   S   Y   D   L   A   T   Q   C   E   S   R   R   A   S   L   R   R   H   T   I   V   G   C   Q   S   N   L

1921/641                                1951/651                                1981/661                                2011/671

gac gag acg cac tca atg ccg ccc acg cgg ccc gag tcg cgt caa tcg gac gac gtc agc aag gag acg cct aag aga agt cct gcg gag cag acc cat ccc tca gac gag ggc agt tca

D   E   T   H   S   M   P   P   T   R   P   E   S   R   Q   S   D   D   V   S   K   E   T   P   K   R   S   P   A   E   Q   T   H   P   S   D   E   G   S   S

2041/681                                2071/691                                2101/701                                2131/711

aca tcc tcg ctt ggg cca tgg aac aag tcc ttc atg gac aaa cag acg tgg atg gaa cgg ggt gac gat cgg ctg tcc gta acg ctg gcg gag atc gtt cac atc cgt tcc gtc atg acc

T   S   S   L   G   P   W   N   K   S   F   M   D   K   Q   T   W   M   E   R   G   D   D   R   L   S   V   T   L   A   E   I   V   H   I   R   S   V   M   T

2161/721                                2191/731                                2221/741                                2251/751

aag gcg gag ctg gag ggc ctg ccg atg gac gtg cgc gtc aag gag gat gtt gaa aag cgt cgc gtc tgc ttc ctg tgc ctg cgc act cgg ttc tcg ttc ttc ggt ccc tgg ggc att cag

K   A   E   L   E   G   L   P   M   D   V   R   V   K   E   D   V   E   K   R   R   V   C   F   L   C   L   R   T   R   F   S   F   F   G   P   W   G   I   Q

2281/761                                2311/771                                2341/781                                2371/791

tgc aag ttg tgc cag cgc acg gtc tgc gcc aag tgc tat acc aag atg cga att ccc tcg gag cac ttc cga aac gtg ccc ctc gtg ctg atc tcg cca tcg ctg ctg tcc agt ccg gcc

C   K   L   C   Q   R   T   V   C   A   K   C   Y   T   K   M   R   I   P   S   E   H   F   R   N   V   P   L   V   L   I   S   P   S   L   L   S   S   P   A

2401/801                                2431/811                                2461/821                                2491/831

agc tcg agc acc cca tca ccc tcc cat cat gcc cag cag gcg cac tca tcc tcg acg ggg aac atc atg gac gac cag ttc ccc aag tcg ttg ata gag cgt ctt ttg cgc tcc gag tca

S   S   S   T   P   S   P   S   H   H   A   Q   Q   A   H   S   S   S   T   G   N   I   M   D   D   Q   F   P   K   S   L   I   E   R   L   L   R   S   E   S

2521/841                                2551/851                                2581/861                                2611/871

gat cga aag act cgc agc act gtg ggc agt gcc cca tcc tca ccc aag cac caa aga tca aac atg agc acg ccc ggc att agc gtg gga ccc gga gca tcc tcc tcc tca gcg gcc gcc

D   R   K   T   R   S   T   V   G   S   A   P   S   S   P   K   H   Q   R   S   N   M   S   T   P   G   I   S   V   G   P   G   A   S   S   S   S   A   A   A

2641/881                                2671/891                                2701/901                                2731/911

act gga cag gcc gtg gag gca ctg cac gac cag gcg acc atg tcg tcc tcg tat tcc gcg gcc atg cga ccc tct ggc gtc cac cag cag cag aag cag cac tac aac aac gcc atg tcg

T   G   Q   A   V   E   A   L   H   D   Q   A   T   M   S   S   S   Y   S   A   A   M   R   P   S   G   V   H   Q   Q   Q   K   Q   H   Y   N   N   A   M   S

2761/921                                2791/931                                2821/941                                2851/951

agg agc atg gag gga ccc cga agt ctg ccc gtg cac agt cca gca tat cga ccg ctc tcc aat aac agc acc ttg gag agg aaa tcc cgc ttt tcg agg gga ttc aac ctg ttc tcc tcg

R   S   M   E   G   P   R   S   L   P   V   H   S   P   A   Y   R   P   L   S   N   N   S   T   L   E   R   K   S   R   F   S   R   G   F   N   L   F   S   S

2881/961                                2911/971                                2941/981                                2971/991

ggc agc cat ctt gcc cag acg cag gag caa aag gag aac ctg cgc ggc gag cag gtg acc gtg tgc aac gac tgc cag gga ctg gtc aac gag atc acg agc tcc gtg aag cag aag cgc

G   S   H   L   A   Q   T   Q   E   Q   K   E   N   L   R   G   E   Q   V   T   V   C   N   D   C   Q   G   L   V   N   E   I   T   S   S   V   K   Q   K   R

3001/1001                               3031/1011                               3061/1021

agc tcc gca cgg aac cgc acc att cag aat ctc acc ctg gat ctg acg ccc gtc tgg aag tag

S   S   A   R   N   R   T   I   Q   N   L   T   L   D   L   T   P   V   W   K   *
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m-Spir-1 (hmm1733110)
1/1                                     31/11                                   61/21                                   91/31

atg acg gag cac cag gcc gag gag cag gcg gac acg ccg ccc acc aag gtc aag gcc acg ccc aca ccc acc ccg agt gga aag ttc aag gac gcg aag gaa gac gcc ttc ctg tcc aca

M   T   E   H   Q   A   E   E   Q   A   D   T   P   P   T   K   V   K   A   T   P   T   P   T   P   S   G   K   F   K   D   A   K   E   D   A   F   L   S   T

121/41                                  151/51                                  181/61                                  211/71

tcg ccg gac agc gcc aac ggc gat gcc caa cac aag ctg cca gcg gac cag ctg gcc atg tcc tcc agt gcg cat ccc cag cag gcg ggc caa gcc cgc ccg ctc atc ctg caa gcc ttc

S   P   D   S   A   N   G   D   A   Q   H   K   L   P   A   D   Q   L   A   M   S   S   S   A   H   P   Q   Q   A   G   Q   A   R   P   L   I   L   Q   A   F

241/81                                  271/91                                  301/101                                 331/111

cac cgc tgc tcc tcg cca gaa cag tgc gtc acg ctg cac gac atc ctg gac tcc ttt aag gcg ccg ctc tcc gag gac cag gcc tgg gcc ctg atc cac cag ttc gcc ggg ctc tac cac

H   R   C   S   S   P   E   Q   C   V   T   L   H   D   I   L   D   S   F   K   A   P   L   S   E   D   Q   A   W   A   L   I   H   Q   F   A   G   L   Y   H

361/121                                 391/131                                 421/141                                 451/151

cag gtg gcc gta caa gcg cac acc tgt gcc gcg gac tac gag gcc gcc ctg ccc acc gga ttc gag ctg cac ttc cat cgc gac ggc agc gtc cac ttc tcc ggc ccg gat cag ctg acg

Q   V   A   V   Q   A   H   T   C   A   A   D   Y   E   A   A   L   P   T   G   F   E   L   H   F   H   R   D   G   S   V   H   F   S   G   P   D   Q   L   T

481/161                                 511/171                                 541/181                                 571/191

cct aag gag caa ctg cag cag gag cag atc ccc ctc ccc ccg cag cac gac gtg att gtg gat cag ccg gac cac agc gcc agc agc agc ggc gac agc agc gtc atc aac aga gcg ttc

P   K   E   Q   L   Q   Q   E   Q   I   P   L   P   P   Q   H   D   V   I   V   D   Q   P   D   H   S   A   S   S   S   G   D   S   S   V   I   N   R   A   F

601/201                                 631/211                                 661/221                                 691/231

gac aac agc aat cac cac cac cac cat caa cat cat cac ccg ccg ctc gtc gtc tcg cat aga aag att atc agc gaa ctg gcg gaa atc gtc tac acc gcc ttg gat tac aat ctg ccg

D   N   S   N   H   H   H   H   H   Q   H   H   H   P   P   L   V   V   S   H   R   K   I   I   S   E   L   A   E   I   V   Y   T   A   L   D   Y   N   L   P

721/241                                 751/251                                 781/261                                 811/271

gag gac gag gag tgc caa gtg tca cag gag ctg gag aat ctg ttc aac ttt atg acg gca gat gag aca gac gac gat tgc att gac gag ggc atc gac gag ggc gac aag cgc tgg gac

E   D   E   E   C   Q   V   S   Q   E   L   E   N   L   F   N   F   M   T   A   D   E   T   D   D   D   C   I   D   E   G   I   D   E   G   D   K   R   W   D

841/281                                 871/291                                 901/301                                 931/311

gac gaa tcc gag gag gag cgc aac gat acc aaa gaa cta gag cac ata atc gag acc tgc aga aat cac ata aaa acc acc ctg cct gag aac cac tat aga gct gtc tgc aga gcc ctc

D   E   S   E   E   E   R   N   D   T   K   E   L   E   H   I   I   E   T   C   R   N   H   I   K   T   T   L   P   E   N   H   Y   R   A   V   C   R   A   L

961/321                                 991/331                                 1021/341                                1051/351

gtg acg gag acc ata gag ctc cga gta ttt ctg cag cag gtc ctg aac aat gaa gca ggt gcc gag aaa ctg atc aag gcg tcg gaa tca tcg gcc acc acg caa caa gaa ctg gcg aag

V   T   E   T   I   E   L   R   V   F   L   Q   Q   V   L   N   N   E   A   G   A   E   K   L   I   K   A   S   E   S   S   A   T   T   Q   Q   E   L   A   K

1081/361                                1111/371                                1141/381                                1171/391

ctg ggc ttc aac gac tgg gca cgc ttc tgg gtg cag gtg atc gac gaa ctg cga cgg gga gtg cgg ctg aag aag agc aac cac gag cgc act ccc atc gaa tat gag ctg aca ccc tac

L   G   F   N   D   W   A   R   F   W   V   Q   V   I   D   E   L   R   R   G   V   R   L   K   K   S   N   H   E   R   T   P   I   E   Y   E   L   T   P   Y

1201/401                                1231/411                                1261/421                                1291/431

gaa ata ctc atg ggc gac atc cga gcc aaa aag tat cag ttg cgc aag gtg atg gtc aac gga gat att ccg ccg cgc gtc aag aaa gat gcc cac gcc atg atc ttg gag ttc atc agg

E   I   L   M   G   D   I   R   A   K   K   Y   Q   L   R   K   V   M   V   N   G   D   I   P   P   R   V   K   K   D   A   H   A   M   I   L   E   F   I   R

1321/441                                1351/451                                1381/461                                1411/471

tca cgg ccg ccg ctg aag aag gcc agc gat cgc caa ttg ggc ccg ccg cgc atg tgc gag cct tct ccg cgg gag cag ctc atg gag tcc ata cgg aag ggg aag gag ctc aag cag atc

S   R   P   P   L   K   K   A   S   D   R   Q   L   G   P   P   R   M   C   E   P   S   P   R   E   Q   L   M   E   S   I   R   K   G   K   E   L   K   Q   I
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1441/481                                1471/491                                1501/501                                1531/511

acc ccg cca gaa gca ccg acc ctc agg gaa agg gtg ctt cca agt gca aac tcc acg ctg tca cga tcc aga cag cgg ctc atc aaa gtg gac ttc tcc aag ttt cag gac gac gat ctc

T   P   P   E   A   P   T   L   R   E   R   V   L   P   S   A   N   S   T   L   S   R   S   R   Q   R   L   I   K   V   D   F   S   K   F   Q   D   D   D   L

1561/521                                1591/531                                1621/541                                1651/551

ttc tac gat gag aac agc atc agc agc tcc cac tcc aca gcg gcc acc cac cag cat cat cca cat ttc gcc gag atg cac cgc tgc tcg cag ccc aag atg ccg ccg tat cca ttc ggt

F   Y   D   E   N   S   I   S   S   S   H   S   T   A   A   T   H   Q   H   H   P   H   F   A   E   M   H   R   C   S   Q   P   K   M   P   P   Y   P   F   G

1681/561                                1711/571                                1741/581                                1771/591

ggc tac atg gtg ccc agt cag gca cga caa gat tgc cgg gag acg gcg tcg ctg atg cgg ccc cga cgc aca atg gag cca gca aag cag gtg ccg cct cca gaa gag cca tcc ttc acg

G   Y   M   V   P   S   Q   A   R   Q   D   C   R   E   T   A   S   L   M   R   P   R   R   T   M   E   P   A   K   Q   V   P   P   P   E   E   P   S   F   T

1801/601                                1831/611                                1861/621                                1891/631

aag gac gag tac cac aag ttc tac gac acg gcc ctg gaa tcc tac gac ctg gcc act cag tgc gag tcg agg agg gct tcc ttg cgc cgc cac acc atc gtt gga tgc cag agc aac ctg

K   D   E   Y   H   K   F   Y   D   T   A   L   E   S   Y   D   L   A   T   Q   C   E   S   R   R   A   S   L   R   R   H   T   I   V   G   C   Q   S   N   L

1921/641                                1951/651                                1981/661                                2011/671

gac gag acg cac tca atg ccg ccc acg cgg ccc gag tcg cgt caa tcg gac gac gtc agc aag gag acg cct aag aga agt cct gcg gag cag acc cat ccc tca gac gag ggc agt tca

D   E   T   H   S   M   P   P   T   R   P   E   S   R   Q   S   D   D   V   S   K   E   T   P   K   R   S   P   A   E   Q   T   H   P   S   D   E   G   S   S

2041/681                                2071/691                                2101/701                                2131/711

aca tcc tcg ctt ggg cca tgg aac aag tcc ttc atg gac aaa cag acg tgg atg gaa cgg ggt gac gat cgg ctg tcc gta acg ctg gcg gag atc gtt cac atc cgt tcc gtc atg acc

T   S   S   L   G   P   W   N   K   S   F   M   D   K   Q   T   W   M   E   R   G   D   D   R   L   S   V   T   L   A   E   I   V   H   I   R   S   V   M   T

2161/721                                2191/731                                2221/741                                2251/751

aag gcg gag ctg gag ggc ctg ccg atg gac gtg cgc gtc aag gag gat gtt gaa aag cgt cgc gtc tgc ttc ctg tgc ctg cgc act cgg ttc tcg ttc ttc ggt ccc tgg ggc att cag

K   A   E   L   E   G   L   P   M   D   V   R   V   K   E   D   V   E   K   R   R   V   C   F   L   C   L   R   T   R   F   S   F   F   G   P   W   G   I   Q

2281/761                                2311/771                                2341/781                                2371/791

tgc aag ttg tgc cag cgc acg gtc tgc gcc aag tgc tat acc aag atg cga att ccc tcg gag cac ttc cga aac gtg ccc ctc gtg ctg atc tcg cca tcg ctg ctg tcc agt ccg gcc

C   K   L   C   Q   R   T   V   C   A   K   C   Y   T   K   M   R   I   P   S   E   H   F   R   N   V   P   L   V   L   I   S   P   S   L   L   S   S   P   A

2401/801                                2431/811                                2461/821                                2491/831

agc tcg agc acc cca tca ccc tcc cat cat gcc cag cag gcg cac tca tcc tcg acg ggg aac atc atg gac gac cag ttc ccc aag tcg ttg ata gag cgt ctt ttg cgc tcc gag tca

S   S   S   T   P   S   P   S   H   H   A   Q   Q   A   H   S   S   S   T   G   N   I   M   D   D   Q   F   P   K   S   L   I   E   R   L   L   R   S   E   S

2521/841                                2551/851                                2581/861                                2611/871

gat cga aag act cgc agc act gtg ggc agt gcc cca tcc tca ccc aag cac caa aga tca aac atg agc acg ccc ggc att agc gtg gga ccc gga gca tcc tcc tcc tca gcg gcc gcc

D   R   K   T   R   S   T   V   G   S   A   P   S   S   P   K   H   Q   R   S   N   M   S   T   P   G   I   S   V   G   P   G   A   S   S   S   S   A   A   A

2641/881                                2671/891                                2701/901                                2731/911

act gga cag gcc gtg gag gca ctg cac gac cag gcg acc atg tcg tcc tcg tat tcc gcg gcc atg cga ccc tct ggc gtc cac cag cag cag aag cag cac tac aac aac gcc atg tcg

T   G   Q   A   V   E   A   L   H   D   Q   A   T   M   S   S   S   Y   S   A   A   M   R   P   S   G   V   H   Q   Q   Q   K   Q   H   Y   N   N   A   M   S

2761/921                                2791/931                                2821/941                                2851/951

agg agc atg gag gga ccc cga agt ctg ccc gtg cac agt cca gca tat cga ccg ctc tcc aat aac agc acc ttg gag agg aaa tcc cgc ttt tcg agg gga ttc aac ctg ttc tcc tcg

R   S   M   E   G   P   R   S   L   P   V   H   S   P   A   Y   R   P   L   S   N   N   S   T   L   E   R   K   S   R   F   S   R   G   F   N   L   F   S   S



7 Anhang

116

2881/961                                2911/971                                2941/981                                2971/991

ggc agc cat ctt gcc cag acg cag gag caa aag gag aac ctg cgc ggc gag cag gtg acc gtg tgc aac gac tgc cag gga ctg gtc aac gag atc acg agc tcc gtg aag cag aag cgc

G   S   H   L   A   Q   T   Q   E   Q   K   E   N   L   R   G   E   Q   V   T   V   C   N   D   C   Q   G   L   V   N   E   I   T   S   S   V   K   Q   K   R

3001/1001                               3031/1011                               3061/1021

agc tcc gca cgg aac cgc acc att cag aat ctc acc ctg gat ctg acg ccc gtc tgg aag tag

S   S   A   R   N   R   T   I   Q   N   L   T   L   D   L   T   P   V   W   K   *

hu Spir-1 (XM_290818.1)
1/1                                     31/11                                   61/21                                   91/31

atg gct cag gcg gct ggc ccg gcg ggc ggc ggg gag ccg cgg act gag gca gtg ggc ggc gag ggg ccg cgg gag ccc ggg gca gcc ggc ggc gcg gcc ggg ggc tcc cgg gac gcg ctg

M   A   Q   A   A   G   P   A   G   G   G   E   P   R   T   E   A   V   G   G   E   G   P   R   E   P   G   A   A   G   G   A   A   G   G   S   R   D   A   L

121/41                                  151/51                                  181/61                                  211/71

agc ctg gag gag atc ctg cgg ctg tac aac cag ccc atc aac gag gag cag gcg tgg gcc gtg tgc tac cag tgc tgc ggt tcc ctg cgc gcc gcc gcc cgc cgc cgc cag ccc cgc cac

S   L   E   E   I   L   R   L   Y   N   Q   P   I   N   E   E   Q   A   W   A   V   C   Y   Q   C   C   G   S   L   R   A   A   A   R   R   R   Q   P   R   H

241/81                                  271/91                                  301/101                                 331/111

cgt gtg cgc tcg gcc gcg cag atc cgc gtc tgg agg gac ggc gcc gtc acc ctg gcg ccc gcg gcc gac gac gcg gga gag ccg ccc cca gtt gcg ggt aaa ttg gga tat tca caa tgt

R   V   R   S   A   A   Q   I   R   V   W   R   D   G   A   V   T   L   A   P   A   A   D   D   A   G   E   P   P   P   V   A   G   K   L   G   Y   S   Q   C

361/121                                 391/131                                 421/141                                 451/151

atg gaa aca gag gtc att gaa tct ttg gga att att att tat aaa gca ctg gac tat ggt ttg aag gag aat gaa gaa agg gaa tta agc cct ccc cta gag cag ctt atc gat cac atg

M   E   T   E   V   I   E   S   L   G   I   I   I   Y   K   A   L   D   Y   G   L   K   E   N   E   E   R   E   L   S   P   P   L   E   Q   L   I   D   H   M

481/161                                 511/171                                 541/181                                 571/191

gcc aac acg gtg gaa gct gac ggt agc aat gat gag ggc tat gag gct gca gaa gaa ggc ctg gga gat gaa gat gaa aag aga aaa atc tca gct att cgg tca tat aga gat gtc atg

A   N   T   V   E   A   D   G   S   N   D   E   G   Y   E   A   A   E   E   G   L   G   D   E   D   E   K   R   K   I   S   A   I   R   S   Y   R   D   V   M

601/201                                 631/211                                 661/221                                 691/231

aag ttg tgt gct gct cat ctc cct act gaa tca gat gca cca aat cat tat cag gca gta tgt cgt gca ctg ttt gca gaa aca atg gag ctc cat aca ttt ctg acc aaa att aag agt

K   L   C   A   A   H   L   P   T   E   S   D   A   P   N   H   Y   Q   A   V   C   R   A   L   F   A   E   T   M   E   L   H   T   F   L   T   K   I   K   S

721/241                                 751/251                                 781/261                                 811/271

gcg aaa gag aat ctt aag aag att caa gaa atg gaa aag agc gat gaa tct agc aca gac ttg gaa gag ctg aaa aac gct gac tgg gca cga ttc tgg gta cag gtg atg agg gat ttg

A   K   E   N   L   K   K   I   Q   E   M   E   K   S   D   E   S   S   T   D   L   E   E   L   K   N   A   D   W   A   R   F   W   V   Q   V   M   R   D   L

841/281                                 871/291                                 901/301                                 931/311

agg aat ggg gta aaa ctt aag aag gtc caa gag cgg cag tac aac cct ttg ccc att gaa tat cag ctc acc cct tat gag atg tta atg gat gac att cgc tgc aaa aga tac acc ttg

R   N   G   V   K   L   K   K   V   Q   E   R   Q   Y   N   P   L   P   I   E   Y   Q   L   T   P   Y   E   M   L   M   D   D   I   R   C   K   R   Y   T   L

961/321                                 991/331                                 1021/341                                1051/351

cga aaa gtg atg gtg aat ggt gat att ccc cct cgg tta aaa aag agt gct cat gaa atc atc ctc gac ttc atc aga tcc aga cct cct tta aat cca gtc tca gcc aga aaa ctg aaa

R   K   V   M   V   N   G   D   I   P   P   R   L   K   K   S   A   H   E   I   I   L   D   F   I   R   S   R   P   P   L   N   P   V   S   A   R   K   L   K
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1081/361                                1111/371                                1141/381                                1171/391

cca act cca cca cgg cca cgg agc ctc cat gaa aga ata tta gaa gaa att aaa gca gaa aga aag ctg cgg cct gta tca cca gag gag att aga cgt agc aga tta gca atg cgg cca

P   T   P   P   R   P   R   S   L   H   E   R   I   L   E   E   I   K   A   E   R   K   L   R   P   V   S   P   E   E   I   R   R   S   R   L   A   M   R   P

1201/401                                1231/411                                1261/421                                1291/431

ctt agc atg tct tac agt ttt gac ttg tca gat gtg act acc cct gaa tct aca aag aat ctt gtg gag tca tct atg gtg aat gga ggt ttg aca tca caa aca aaa gaa aac ggg tta

L   S   M   S   Y   S   F   D   L   S   D   V   T   T   P   E   S   T   K   N   L   V   E   S   S   M   V   N   G   G   L   T   S   Q   T   K   E   N   G   L

1321/441                                1351/451                                1381/461                                1411/471

agt acc tca cag cag gtg cct gca cag cgg aag aag ctc ctc aga gcc cca act ctg gcc gaa ctg gac agc tct gag tct gag gaa gaa acg ctg cac aag tcg acc agc agc agc agc

S   T   S   Q   Q   V   P   A   Q   R   K   K   L   L   R   A   P   T   L   A   E   L   D   S   S   E   S   E   E   E   T   L   H   K   S   T   S   S   S   S

1441/481                                1471/491                                1501/501                                1531/511

gtg tct ccc tct ttc cct gaa gag cca gtc ctg gag gcc gtg tcc aca agg aag aag cct cca aaa ttc ctg ccc ata tca tca aca ccc cag cca gag aga cgg cag cca ccc cag aga

V   S   P   S   F   P   E   E   P   V   L   E   A   V   S   T   R   K   K   P   P   K   F   L   P   I   S   S   T   P   Q   P   E   R   R   Q   P   P   Q   R

1561/521                                1591/531                                1621/541                                1651/551

cga cat tcc att gaa aag gaa acg cct act aac gtg agg cag ttc ctg ccg cct tcc agg cag agt tcc cgc tct ctt gag gaa ttc tgc tac cca gtg gaa tgc ctc gct ctt act gtg

R   H   S   I   E   K   E   T   P   T   N   V   R   Q   F   L   P   P   S   R   Q   S   S   R   S   L   E   E   F   C   Y   P   V   E   C   L   A   L   T   V

1681/561                                1711/571                                1741/581                                1771/591

gaa gaa gtg atg cat att cgc cag gtc ctg gtg aag gca gag ctg gaa aaa tac caa cag tat aaa gac atc tac acc gcc ttg aaa aaa gga aag ctc tgc ttt tgt tgc cga acc agg

E   E   V   M   H   I   R   Q   V   L   V   K   A   E   L   E   K   Y   Q   Q   Y   K   D   I   Y   T   A   L   K   K   G   K   L   C   F   C   C   R   T   R

1801/601                                1831/611                                1861/621                                1891/631

agg ttt tcc ttc ttc act tgg tct tat acc tgt cag ttc tgt aag agg ccg gtg tgc tca cag tgt tgc aaa aag atg cgg ctg ccc tcc aaa cca tac tcc act ctt cct atc ttt tca

R   F   S   F   F   T   W   S   Y   T   C   Q   F   C   K   R   P   V   C   S   Q   C   C   K   K   M   R   L   P   S   K   P   Y   S   T   L   P   I   F   S

1921/641                                1951/651                                1981/661                                2011/671

ttg gga cct tct gct ctg caa aga ggg gaa agt agt atg agg tca gaa aaa ccc tcc act gcc cat cat cgg cca ctt cgg agc att gcc agg ttc tcc tca aaa tct aag tct atg gac

L   G   P   S   A   L   Q   R   G   E   S   S   M   R   S   E   K   P   S   T   A   H   H   R   P   L   R   S   I   A   R   F   S   S   K   S   K   S   M   D

2041/681                                2071/691                                2101/701                                2131/711

aaa tca gat gaa gaa ctc cag ttt ccc aaa gag ttg atg gag gac tgg agc acc atg gag gtg tgt gtg gac tgc aag aag ttc att tcg gaa atc atc agt tca agc cgg cgc agt ctg

K   S   D   E   E   L   Q   F   P   K   E   L   M   E   D   W   S   T   M   E   V   C   V   D   C   K   K   F   I   S   E   I   I   S   S   S   R   R   S   L

2161/721                                2191/731                                2221/741                                2251/751

gtg ttg gcc aac aaa agg gcc cga ttg aaa agg aaa acg cag tct ttc tac atg tcc tcg cca ggc ccc tcg gag tac tgc cct tca gag agg acg atc agt gag atc tga

V   L   A   N   K   R   A   R   L   K   R   K   T   Q   S   F   Y   M   S   S   P   G   P   S   E   Y   C   P   S   E   R   T   I   S   E   I   *
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