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ZUSAMMENFASSUNG

Essentiell flr die Blutstillung (Hamostase) ist die Thrombozyten- oder
Blutplattchen-Adhdasion und die Thrombus-Bildung. Beide Vorgange werden
hauptsachlich durch den Thrombozyten-Rezeptor Integrin anpBs; vermittelt. Nach
Bindung des Liganden Fibrinogen andert sich die Rezeptor-Konformation, Integrine
assoziieren und ein intrazellulares Signalnetzwerk wird aktiviert, welches die
Organisation des Aktin-Zytoskeletts steuert. Diese Zytoskelett-Reorganisationen
sind Grundlage filr zellulare Adhasions- und Aggregations-Prozesse.

Die Signalvermittlung vom Integrin zum Zytoskelett wird durch die Protein-
Tyrosinkinase Src eingeleitet, deren Aktivitatszustand den Signalweg reguliert. Bei
der Src-Aktivierung wird Tyrosin 418 durch Autokatalyse phosphoryliert. Die Kinase
muss jedoch wieder inaktiviert werden. Dies Ubernimmt in Plattchen ausschlieBlich
die Tyrosinkinase Csk (C-terminale Src Kinase) durch Phosphorylierung von Tyrosin
529 im C-terminalen Ende des Proteins. Die Csk-vermittelte Inaktivierung von Src
stellt den entscheidenden Kontrollschritt des an,Bs-vermittelten Signalwegs dar.
Obwohl bekannt ist, dass die Src-Aktivierung bei der Zelladhdasion an den
Zellrandern der Lamellipodien geschieht und man den Mechanismus und die Kinetik
der Src-Csk Interaktion genauer versteht, ist bislang immer noch unbekannt, wo
und wie Src inaktiviert wird bzw. welche Rolle der Src-Inaktivierung genau
zukommt.

FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer) ist ein physikalischer Effekt, mit
dem Interaktionen beliebiger fluoreszenzmarkierter Proteine mikroskopisch
detektiert werden kdénnen. Diese Technik wurde genutzt, um die Src-Csk-
Interaktion wahrend der amn,Bs-vermittelten Fibrinogen-Adhdsion in einer etablierten
Thrombozyten-Modellzelllinie (A5-CHO) direkt visualisierbar zu machen.

Es zeigten sich starke Src-Csk Interaktionen (FRET-Signale) an den Zellrandern
aktiver Lamellipodien und zusatzlich in Fokalkontakten, wo beide Proteine mit
Vinculin, einem Fokalkontakte-Marker, co-lokalisierten. Die Proteininteraktionen
folgten einem hochdynamischen Ablauf. Nach der Akkumulation der Src-Csk
Komplexe an den Zellrandern wanderten sie in Abstdanden von 2-3 Minuten nach
innen, fragmentierten und bildeten schlieBlich stabile Fokal-Adhasionen. FRET-
Signale an den Zellrdandern fanden sich vor allem in ruhenden Lamellipodien bzw.,
wahrend des Lamellipodien-Rickzugs, in wachsenden Lamellipodien traten die

FRET-Signale dort dagegen nicht auf.



In unabhangigen biochemischen Tests im Zeitfenster der FRET-Beobachtungen
wurde ein spezifischer Anstieg der Src-Tyr529-Phosphorylierung (Inaktivierung)
und eine parallele Abnahme der Src-Tyr418-Phosphorylierung (Aktivierung)
gemessen.

Weiterfihrende Ergebnisse lieferten Versuche mit Src- und Csk-Mutanten. Die Co-
Expression von Wildtyp-Src mit Kinase-inaktivem CskK222R hatte weder einen
Effekt auf die Adhasion und Ausbreitung der Zellen noch auf die Prasenz von FRET,
es anderte sich jedoch drastisch die zellulare Verteilung der FRET-Signale sowie das
Wachstum und die Form der Lamellipodien. Die Co-Expression von Wildtyp-Csk mit
konstitutiv aktivem SrcY529F verursachte dagegen eine stark verringerte
Adhasionsfahigkeit und Hemmung der Lamellipodien-Bildung. Die Fokal-
Adhasionspunkte in diesen Zellen waren sehr schwach und Uberdimensioniert und
lagen ungeordnet verteilt in der Adhasionsebene. Zusatzlich verursachte SrcY529F
eine starke Uberaktivierung des Zytoskeletts und das fast vollstindige
Verschwinden der FRET-Signale.

Die ermittelten Daten zeigen, dass die enge Kontrolle der Src-Aktivitat durch Csk
eine bedeutende Rolle flir die funktionelle Zell-Adhdasion and -Ausbreitung spielt.
Co-Immunprazipitations-Resultate und Messungen der Menge an markiertem
Protein in Zellen, in welchen FRET detektierbar war, untermauern zusatzlich unsere
These, zum ersten Mal die Src-Regulation durch Csk in lebenden Zellen direkt
beobachtbar gemacht zu haben. Dieser neue FRET-Ansatz kann auch als Reporter-
System fir Prozesse der Src-Inaktivierung in anderen Signalwegen und Zellen
angewendet werden. Das Messprinzip kann weiterhin auf das Studium der
Inaktivierung weiterer Mitglieder der Familie der Src-Kinasen (in verschiedensten

Signalwegen) erweitert werden.



SUMMARY

Platelet adhesion and thrombus formation required for functional hemostasis
depends on integrin receptor mediated “outside-in” signaling to the cytoskeleton.

Integrin aHbB3 is the major integrin on the platelet surface and acts as a specific

receptor for the plasma protein fibrinogen. Fibrinogen binding causes clustering of
integrins within the plasma membrane activating the protein tyrosine kinase Src
(signal initiation) by phosphorylation of tyrosine 418. Src, however, is negatively
regulated by another tyrosine kinase, Csk (C-terminal Src kinase), which
phosphorylates tyrosine 529.

Although, in adhering cells, it is believed that Src is getting activated at
lamellipodia leading edges, neither the cellular location nor the dynamics and exact
role of Src inactivation is known to date.

Here, we studied Src inactivation during a [33—dependent adhesion to fibrinogen in

IIb
the established platelet model cell line A5-CHO. Using a live cell FRET (fluorescence
resonance energy transfer) microscopy technique with CFP and YFP label molecules
(cyan and yellow fluorescent protein), we were able to image highly dynamic Src-
Csk interactions at the leading edges of active lamellipodia. Every 2-3 minutes,
signals detecting Src-Csk interactions (complexes) appeared at the cell periphery
before they begin to move inward in the cell and reorganize while lamellipodia start
to protrude (grow). FRET signals were also found in small accumulations at the
fringe and also further to the centre of the adhesion plane (focal complexes and
adhesions). Src and Csk co-localize with vinculin (a focal adhesion marker) within
these regions. During the runtime of FRET observation a specific increase in Src-
Tyr529 phosphorylation with a parallel decrease in Src-Tyr418 phosphorylation was
observed supporting the idea that Src inactivation occurs within the cells.

The role of Src-Csk interaction was studied in further detail using Src and Csk
mutants. The data revealed that co-expression of inactive CskK222R did not alter
the presence of FRET signals, but fundamentally changed its distribution within the
cell. Furthermore it caused lamellipodia shape changes and a tendency of constant
lamellipodia protrusion. Co-expression of constitutively active SrcY529F in turn
caused a severe adhesion and spreading dysfunction. Adherent cells showed very
weak, disorganized and oversized focal adhesions, a hyper-activated cytoskeleton

(visible in fast-changing membrane blebs) and absence of FRET signals.



Results from immunoprecipitation analyses and protein level determination within
cells, in which FRET was detectable, further supported that we were able, for the
first time, to directly visualize Src (and integrin) regulation by Csk control in live
cells. The results show that Src control by Csk is ultimately required for
lamellipodia and focal adhesion function and thus for cell anchorage and spreading.
The novel FRET-approach reported here can be readily applied to other integrin and
signaling pathways including the study of closely related Src family kinases (SFKs).
Results may also contribute to a better understanding of the processes of tumor

formation.



EINLEITUNG

Die Blutgerinnung ist ein hochkomplexer zellular-biochemischer Vorgang, dessen
geordneter Ablauf ein funktionales Blutkreislauf-System mit optimaler Gewebe- und
Organversorgung ermoglicht und nach Verletzungen eine schnelle und vollstandige
Reparatur beschadigter GefaBe gewahrleistet.

Bei der Blutstillung (Hamostase) greifen zwei Ablaufe ineinander, die zellulare
(primare) und die plasmatische (sekundare) Hamostase. Bei der zelluldren
Hamostase haften Thrombozyten (Blutplattchen oder Plattchen) an beschadigte
subendotheliale GefaBregionen (Adhasion), decken diese ab (Spreizung),
aggregieren miteinander und bilden so einen weiBen Primarthrombus als erste
Abdeckung der Schadstelle. Die darauffolgende plasmatische Hamostase bewirkt in
einer Gerinnungskaskade Uber Komponenten des Blutplasmas die Polymerisation
von Fibrinogen zu einem Fibrin-Netzwerk und damit zur Bildung eines stabilen roten
Thrombus. Nach vollstandiger GefaBreparatur werden gebildete Thromben wieder
aufgeldst (Gawaz, 2002).

Die Plattchen-Adh&dsion und -Aggregation erfordert u.a. Anderungen der
Zellmorphologie, denen Reorganisationen von Aktin-Filamenten zugrunde liegen.
Daher sind die Signalprozesse vom Rezeptor zum Aktinzytoskelett sehr bedeutsam.
In Abbildung 1A sind die Phasen der Plattchenadhdsion mit den charakteristischen
morphologischen Veranderungen (,,shape change") gezeigt.

Das wichtigste und am starksten exprimierte Oberflachen-Glykoprotein in der
Plattchenmembran ist Integrin amBs (GP IIb-IIIa) ein  spezifischer
Adhasionsrezeptor flr die Bindung von Fibrinogen, welcher Zell-Zell und Zell-
Matrix-Interaktionen vermittelt. Nach der Aktivierung von ampBs wird ein
intrazelluldres Netzwerk an Protein-Tyrosinkinasen und -Phosphatasen aktiv,
welche die Signale flir die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts vermitteln.

Initiiert werden ,outside-in® Signale von der Membran-gebundenen Tyrosinkinase
Src, deren Aktivierungszustand daher den Signalweg reguliert. Fir die geordnete
Umorganisation des Zytoskeletts muss Src selbst reguliert werden, somit ist die
Src-Inaktivierung fundamental wichtig flir das Verstandnis der Plattchenfunktion.
Obwohl die Tyrosinkinase Csk (C-terminale Src Kinase) als Src-Regulator
identifiziert ist, ist bislang ganzlich unbekannt, wo die Src-Inaktivierung stattfindet

und wie sie dynamisch verlauft (Gawaz, 2002).



In dieser Arbeit nutzten wir eine mikroskopische Technik, um Src-Csk
Proteininteraktionen (Src-Inaktivierung) in lebenden Zellen zu beobachten. Wir
exprimierten dazu fluoreszenzmarkierte Src- und Csk-Proteine in Plattchen-
Modellzellen und verfolgten Ihre Interaktionen wahrend der Zelladhasion auf einer
Fibrinogenmatrix mittels FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer)-

Mikroskopie.

FIBRINOGEN-BINDUNG AN INTEGRIN a,B3

Humane Thrombozyten tragen an ihrer Oberflache eine sehr hohe Anzahl des
Fibrinogenrezeptors Integrin anpBs (60.000-100.000 pro Zelle), das mit 1-2 % des
Gesamtproteingehalts mit Abstand hdufigste Membranglykoprotein in der
Plattchenmembran (Gawaz, 2002).

Integrine bestehen aus einer a- und einer B-Kette mit je einer kleinen
zytoplasmatischen, einer einzelnen Transmembran- und einer groB3en
extrazellularen Domane. Die Extrazellulardoménen binden das Ligandenmolekdl,
wodurch es zu Konformationsanderungen im Rezeptor kommt, die ins Zellinnere
vermittelt werden. Dort wird ein entsprechendes Signal Uber Integrin-assoziierte
Proteine der Familie der Tyrosinkinasen weitergeleitet (Giancotti et al., 1999).
Integrin ampBs (Abb. 1B) ist ein bidirektionaler Rezeptor, da er auf Signale von
beiden Seiten der Plasmamembran reagiert und diese Ubermitteln kann. Der
Rezeptor ist sehr genau studiert und gilt als Modellrezeptor beim Studium der
Integrinfunktion (Schwartz, 2001). Auf ruhenden Plattchen befindet sich das
Integrin in einer niedrigaffinen Konformation. In diesem Zustand kann appBs nur
immobilisiertes, nicht aber I|6sliches Fibrinogen binden. Aktivierung der
Thrombozyten (iber co-stimulierende Rezeptoren fiihrt zum Ubergang in einen
hochaffinen Zustand (,inside-out"-Signalweg), in dem auch |8sliches plasmatisches
Fibrinogen gebunden werden kann (bedeutend flr die Zellaggregation). Die
Bindung des Fibrinogenmolekils fluhrt schlieBlich zum  dritten, dem
ligandenbesetzten Konformationszustand des Integrins (Gawaz, 2002 und Shattil,
2005).

Sowohl die Plattchen-Adhasion und -ausbreitung als auch die Aggregation wird
Uber Bindung des Adhasionsmolekils Fibrinogen an Integrin amnpBs vermittelt.
Fibrinogen (die inaktive Vorstufe des Faserproteins Fibrin, Abb. 1C) ist ein
multivalentes, dimerisches Plasmaprotein bestehend aus 3 unterschiedlichen

Proteinketten (a.B.y2, Abb. 1B). Es besitzt eine dreikdpfige (trinodulare) Struktur



mit der Domanenfolge D-E-D, wobei jede D-Domane zwei RGD (Arg-Gly-Asn)-
Aminosauresequenz-Motive besitzt, die je spezifisch von einer Bindungsdomane
eines Integrin-Rezeptors erkannt und gebunden wird (Abb. 1C). Auf diese Weise
kann ein Fibrinogenmolekll sowohl Integrine auf benachbarten Thrombozyten, als
auch in der Membran derselben Zelle miteinander vernetzen (Fibrinogenbriicken),
was die Grundlage fir den Prozess der Zellaggregation und die ,outside-in"-
Signalaktivierung durch Clusterbildung ist (Gawaz, 2002, Abb. 1D).

Durch die Vernetzung von Rezeptoren innerhalb der Membran entstehen sog.
Mikrocluster. Die biochemische Induzierung der Integrin-Clusterbildung flhrt direkt
zur Signalaktivierung (Buensuceso et al., 2003). In Experimenten mit Blutplattchen
wie auch mit dem Plattchen-Zellmodell A5-CHO (CHO-Zelllinie mit konstitutiv
Uberexprimierten humanen ampBs) konnten die initialen Ablaufe des ,outside-in"-
Signalwegs zum Aktin-Zytoskelett weitgehend aufgeklart werden (Obergfell et al.,
2002; Arias-Salgado et al., 2003; Shattil, 2005).
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Abb. 1. Fibrinogenadhdsion und ,,outside-in™ Signalweg zum Zytoskelett.

A) Phasen der Plattchen-Adhéasion: Elektronenmikroskopische Aufnahmen (3000x) von ruhenden
Zellen (links), reversibel Uber Pseudopodien adharierten (mitte) und gespreizten, fest adharierten
Zellen (rechts) (Quelle: Alberts et al., 2002 und www.platelet-research.org). B) Aktivierung des
Fibrinogen-Rezeptors ap,Bs: Der Integrinrezeptor besteht aus einer a- und einer B-Kette, die nicht-
kovalent aneinander binden. Nach Bindung der Fibrinogen-RGD-Sequenz (gelb markierte Region)
kommt es zur Signaltransduktion in die Zelle. C) Struktur von Fibrinogen: Das trinodulare Plasma-
Molekil (D-,E-,D-Domédne) besteht aus je 2 a-, B- und y-Ketten (Hexamer). Je 2 Bindestellen flr den
Fibrinogenrezeptor (RGD-Motive) befinden sich in den D-Domadnen. Thrombin spaltet Fibrinogen in der
E-Domane, was zur Bildung von vernetzenden Fibrinpolymeren fihrt, welche flr die sekundare
Hamostase wichtig sind (Quelle: www.aniara.com). D) Bidirektionalitat von Integrin a,Bs: Der
Rezeptor kann Uber Agonisten-Rezeptoren (z.B. Thrombin-Rezeptor) vom Zellinnern (,inside-out"
Signalweg) oder Uber immobilisiertes Fibrinogen bzw. von-Willebrand-Faktor (vWF) (,outside-in®
Signalweg) aktiviert werden. Rezeptor-Liganden-Bindung fiihrt zur Signalweg-Aktivierung, wodurch
Reorganisationen des Zytoskeletts resultieren.
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ROLLE DER TYROSINKINASE SRC

Nach Liganden-induzierter Integrinaktivierung wird als erstes intrazellulares Protein
die Tyrosinkinase Src aktiviert, womit dem Protein die Rolle eines Schalterproteins
zukommt. Src vermittelt somit, wie in einer GroBzahl weiterer Integrin-Signalwege,
die Integrin-Zytoskelett-Interaktion (Felsenfeld et al., 1999).

Das Src (oder c-Src) Protein ist sehr genau studiert worden. Entdeckt wurde die
virale Variante von Src (v-Src) als Onkogen, welches flr die transformierende
Wirkung des Rous-Sarkoma-Virus (RSV, entdeckt 1911 durch Peyton Rous)
verantwortlich ist. Das RSV ist ein krebserzeugendes Virus bei Hihnern und ruft die
Bildung von Bindegewebs-Sarkomen hervor (engl.: sarcoma, Src). C-Src wurde
1979 durch Bishop und Varmus entdeckt und als zelluldres Homolog von v-Src
identifiziert (Oppermann et al., 1979). Es wird daher als erstes Proto-Onkogen
bezeichnet und wurde in der Folge v.a. im Kontext der Krebsforschung intensiv
erforscht.

Src ist ein Mitglied der Familie der Src-Tyrosinkinasen (SFKs), zu denen weitere
prominente Vertreter wie Fyn, Yes, Lck, Fgr, etc. gehdren, ebenfalls Proteine, die
Membran-Rezeptoren an eine Vielzahl an Signalwegen koppeln. Src ist ubiquitar in
Saugerzellen exprimiert. Das Protein ist in einer Vielzahl von Signalwegen (G-
Protein-gekoppelte-, Zytokin-, Immun-Rezeptoren, usw.) involviert und Gbernimmt
dabei haufig die Rolle eines Schlilisselproteins (Thomas & Brugge, 1997).

Src ist Uber Palmitoylierung seiner N-terminalen Region in der Membran verankert
(Abb. 2A). Dieser Region folgt eine SH3-, eine SH2- und eine aus 2 Untereinheiten
bestehende Kinasedomane. Am C-terminalen Ende befindet sich eine
Schwanzregion, der eine wichtige regulatorische Funktion zukommt (Cole et al.,
2003).

12



aktiviert inaktiviert
B ruhende Plattchen Integrin clustering Src-Aktivierung
(a)
allbp3
B N
Csk
C
c-Src T SN
Tyr#ia
pTyr529
o "My @D sk B Kinase PRRT0S
e py522 (@ SHs @D Phosphatase

Abb. 2. Der ,,outside-in" Signalweg wird von der Tyrosinkinase Src reguliert.

A) Aktive und inaktive Src-Form: In der aktiven Form ist das Protein in einer offenen Konformation,
Tyr418 ist phosphoryliert, Tyr529 dephosphoryliert. In der inaktiven Form befindet sich die Kinase in
einer geschlossenen Konformation, die C-terminale Schwanzregion mit pTyr529 wird von der SH2-
Domane gebunden, Tyr418 ist dephosphoryliert. B) Modell der initialen Ablaufe der Signalaktivierung
(aus: Shattil, 2005). In ruhenden Plattchen mit inaktivem Integrin ap,Bs (@) assoziiert Src mit der Bs-
Kette, Csk bindet Src und halt das Protein in einer inaktiven Konformation (Phosphorylierung von
Tyr529). Bindung von Fibrinogen (b) verursacht Integrin-Aktivierung und -Clusterbildung, wodurch es
zur Src-Autophosphorylierung am Aktivierungs-Tyrosin 418 und Csk-Dissoziation kommt. In der Folge
wird der Csk-Gegenspieler PTP-1B rekrutiert (c). Dieser dephosphoryliert Src-Tyr529. Daraufhin
kommt es zur Konformationsanderung und vollen Aktivierung von Src.

Src kommt in zwei Konformationen, einer aktiven und einer inaktiven, vor (Abb.
2B). Verantwortlich dafir ist im Wesentlichen der Phosphorylierungszustand zweier
Tyrosinreste, Tyr418 (in der Kinasedomane) und Tyr529 (in der Schwanzregion).
Im inaktiven Zustand (geschlossene Konformation) liegt Tyr418 dephosphoryliert,
Tyr529 dagegen phosphoryliert vor. Im aktiven Zustand (offene Konformation) ist

dagegen Tyr418 phosphoryliert und Tyr529 dephosphoryliert.
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Eine Reihe von Proteinen, welche Tyr418/Tyr529 phosphorylieren oder
dephosphorylieren wurden bislang identifiziert. In humanen Zellen kommt flr die
Tyr418-Phosphorylierung nach heutigem Wissensstand nur trans-Autokatalyse in
Frage, wahrend die Dephosphorylierung durch eine bislang unbekannte
Phosphatase katalysiert wird. Die Tyr529-Dephosphorylierung dagegen kann von
einer Reihe von Proteinen katalysiert werden (z.B. PTP-1B, Shpl und Shp2, PTP-q,
PTP-6, PTP-& und CD45; Roskoski, 2005); gut untersucht in Plattchen ist jedoch
insbesondere die Dephosphorylierung durch die zytoplasmatische Protein-Tyrosin-
Phosphatase PTP-1B (Arias-Salgado, 2005). Fiur die Tyr529-Phosphorylierung
wurden Csk und Chk (Csk-homologe Kinase) identifiziert, wobei in humanen
Plattchen ausschlieBlich Csk nachgewiesen ist (Thomas & Brugge, 1997; Cole et al.,
2003; www.phosphosite.org).

SRC-INAKTIVIERUNG DURCH CSK

In dieser Arbeit wird die Src-Inaktivierung durch Csk untersucht. Csk ist wie Src
ebenfalls ubiquitdar in Sdugerzellen exprimiert und phosphoryliert das negativ-
regulierende Tyrosin in der C-terminalen Region aller SFKs mit einheitlichem
Mechanismus (Cole et al., 2003).

Csk ist eine zytoplasmatische Tyrosinkinase mit ahnlichem Aufbau wie Src
(Domanenstruktur s. Abb. 2B), jedoch ohne Membrananker und Schwanzregion.
Das Protein phosphoryliert Tyr529 in der freiliegenden Schwanzregion von aktivem
Src. Dadurch wird diese Region von der Src-SH2-Domane gebunden und Src kehrt
in den inaktiven Zustand zurlick (geschlossene Konformation, Abb. 2B), in dem es
durch Csk-Bindung verbleibt (Cole et al., 2003; Obergfell et al., 2003).

Der Phosphorylierungs-Mechanismus konnte wegen seiner hohen Selektivitat genau
studiert werden und stellt einen Modellmechanismus der Tyrosinphosphorylierung
von Proteinen dar. Die rasch ablaufende Reaktion erfolgt mit biphasischem
Klammermechanismus (,,chemical clamping®). Csk interagiert mit der aktiven Src-
Form durch Bindung mit seiner SH2-Domdne an die frei liegende Src-
Schwanzregion (Src-Erkennung), gefolgt von der Phosphorylierung von Tyr529 mit

seiner Kinasedomane (Lieser et al., 2005).
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DER ,OUTSIDE-IN" SIGNALWEG ZUM ZYTOSKELETT

Der Ablauf des Integrin am,Bs ,outside-in® Signalweges wurde in Plattchen und in
den Modellzellen A5-CHO untersucht und von Shattil (2005) folgendermaBen
zusammenfassend dargestellt (vgl. zu Abb. 2B):

Ein Pool des membranlokalisierten Src ist konstitutiv mit dem Integrin Uber
Assoziation mit der zytoplasmatischen Domadne der B;—-Kette verbunden und in
diesem Zustand in einer teilweise aktivierten Konformation. Kommt es zur
fibrinogen-vermittelten Integrin-Mikrocluster-Bildung, so assoziieren auch Src-
Molekiile, was zur trans-Autophosphorylierung an Tyr418, Offnung der
Konformation und Csk-Dissoziation flhrt (wann Src wieder inaktiviert wird ist
ungeklart). Dadurch kann PTP-1B an Src binden und Tyr529 dephosphorylieren,
wodurch es zur vollstandigen Src-Aktivierung kommt.

AnschlieBend wird Syk, ein frihes Src-Substrat, zum Integrin-Src Komplex
rekrutiert und durch Tyrosin-Phosphorylierung aktiviert. Src und Syk
phosphorylieren weitere Proteine.

Daraufhin wird das Signal Uber nachfolgende Proteinkaskaden mittels
Tyrosinkinasen und -phosphatasen (wie FAK und CAS) und mithilfe von
Adapterproteinen (wie z.B. Talin, Paxillin und Vinculin) an das Zytoskelett
weitergeleitet (Abb. 3A). Auf diese Weise wird Einfluss auf die Polymerisation und
Organisation von Aktinfilamenten genommen, Prozesse welche Anderungen der

Zellmorphologie zugrunde liegen.
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Abb. 3. Integrine verbinden die ECM mit dem Zytoskelett.

A) Modell fur ,outside-in" Signalwege: Extrazellular binden Integrine an die ECM, intrazellular sind sie
mit der B-Kette Uber Tyrosinkinasen und —phosphatasen sowie Adapterproteinen mit Aktin verbunden.
Infolge der irreversiblen Bindung der ECM kommt es zur Integrin-Clusterbildung, wodurch weitere
Signalproteine an die Bs-Kette rekrutiert werden. Dies fiihrt zur Polymerisation und Reorganisation von
Aktinfilamenten (Quelle: Giancotti et al., 1999). B) Aufbau des Zytoskeletts und Funktion bei der
Zelladhasion: Bild oben: Zellen haften am Substrat Uber Integrin-basierte Fokalkontakte, die
Ankerpunkte flr Stressfasern flir die Regulation der Zellspannung sind (Bild aus Carragher & Frame,
2004). Links und Mitte: Schematische Darstellung des Zytoskeletts einer adhdrenten Zelle: Parallel
gelagerte Aktinfilament-Blindel bilden die Grundlage von Stressfasern und Filopodien. In Lamellipodien
ist das Zytoskelett als quervernetztes membranassoziiertes Aktinnetzwerk organisiert (Quelle:
Webseite Prof. Bahler, Uni Milinster). Rechts: Immunfluoreszenzaufnahme (100x) von Fokalkontakten
(rot) und Stressfasern (griin) einer adharenten Zelle (Quelle: www.answers.com).
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Wo und wie diese Prozesse ablaufen und welche Rolle sie fur Adhd&sion und
Migration spielen kann nur in Fibrinogen-adharenten Zellen untersucht werden.
Adhasionsprozesse spielen bei Blutplattchen eine zentrale Rolle. Bei der Bildung des
Primarthrombus kommt es zur aupBs-abhdangigen Ausbreitung der Plattchen.
Adhasion an immobilisiertes Fibrinogen vermutet man ferner beim
pathophysiologischen Wachstum atherosklerotischer Plaques auf deren Oberflache
man einen hohen Anteil an Fibrinogen fand (Agneskirchner, 2000). Zunachst einige

Erklarungen zu Adhasion und Migration.

ZELLADHASION UND DIE ROLLE VON SRC

Bei der Zelladhasion auf der extrazellularen Matrix (ECM, Matrixadhasion) bilden die
Zellen sog. Fokal- oder Haftkontakte aus und breiten sich auf der Matrix aus.
Fokalkontakte sind verankernde Zellverbindungen, die das Aktin-Zytoskelett der
Zelle mechanisch an das Substrat koppeln. Sie sind auf klar abgegrenzte Bereiche
der Zelle beschrankt, an denen die Plasmamembran sehr nahe an das Substrat
heranreicht und koénnen sich aus Uber 50 verschiedenen Proteinen
zusammensetzen, was einen betrachtlichen Funktionsumfang zuldsst.

Fokalkontakte spielen Uberall dort eine wichtige Rolle, wo Zellen in einer ECM
gebunden sind (z.B. in Geweben) oder Kontakte zu ihr aufnehmen bzw. sich wieder
von ihr lésen mussen. Im vaskuldaren System mussen beispielsweise Blutplattchen
und andere Blutzellen an bestimmte GefaBregionen (beschadigte GefaBe,
entziindetes Gewebe) entgegen dem Blutstrom anhaften kdnnen. Tumorzellen
hingegen zeigen Fehlfunktionen der Fokalkontakte, was dazu fihrt, dass sie sich
von ihrem normalen Zellverband l|6sen, diesen verlassen (Migration) und in
Fremdgewebe einwandern (Invasion).

Fokalkontakte dienen nicht nur der Verankerung der Zelle, sondern fungieren
daruber hinaus als SignallUbertrager (Mechanosensoren), die die Zelle Uber den
Zustand der ECM informieren und ihr Verhalten somit beeinflussen. Dies geschieht
meist Uber die Aktivierung von Signalproteinen (z.B. Src) und bewirkt das
Wachstum der Kontaktpunkte.

Der Kontakt zu Proteinen der ECM wird hauptsachlich Gber Integrine vermittelt. Die
Integrin B-Untereinheit ist auf der intrazelluldren Seite Uber Adapterproteine wie
Talin, a-Aktinin, Filamin und Vinculin an Aktinfilamente gekoppelt. Daneben finden
sich in den Haftkontakten viele signallibertragende Proteine wie die Tyrosinkinasen
Src, Syk oder FAK (Abb. 3A).
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Bei sessilen Zellen sind Fokalkontakte im Normalfall recht stabil, wahrend sie bei
wandernden (migrierenden) Zellen kurzzeitig auf- und abgebaut werden kénnen.
Bei der Migration, aber auch bei der Ausbreitung, bilden sich an den Zellrandern
breit angelegte, flachige Membran-Ausstilpungen, sog. Lamellipodien (Abb. 3B,
oben). Strukturell liegt ihnen ein eng mit der Plasmamembran assoziiertes
quervernetztes Aktin-Netzwerk (sog. kortikales Zytoskelett) zugrunde - im
Gegensatz zu den sonst gebildeten parallel gebiindelten Aktinfilamenten (z.B. in
Stressfasern, Abb. 3B-rechtes Bild).

Bei migrierenden Zellen andert sich die Proteinzusammensetzung und Morphologie
von Fokalkontakten im Laufe ihres Bestehens, weshalb sie in verschiedene Typen
eingeteilt wurden (de Virgilio et al., 2004): Frihe Adhdasionen entstehen beim
Vorschub des Lamellipodiums (,protrusion®) nahe der Zellfront und werden
Fokalkomplexe (,focal complexes") genannt. Sie sind recht klein (<1 pm?),
rundlich, befinden sehr nahe (0-3 um) am Zellrand und enthalten neben Integrin
weitere Proteine wie Talin und Paxillin. Die meisten Fokalkomplexe |8sen sich
wahrend des Lamellipodien-Rickzugs (,retraction") wieder auf. Die ubrigen
vergroBern sich und reifen zu stabilen fokalen Adhasionen (,focal adhesions"),
indem sie weitere Proteine (z.B. Zyxin) rekrutieren. Fokaladhasionen sind langliche,
2-3 um? groBe Stressfaser-gekoppelte Adhasionsstrukturen, die in der gesamten
basalen Zellebene vorkommen kénnen.

Src wurde mit der Bildung und dem Fortschreiten maligner Tumore beim Menschen
in Verbindung gebracht. In einer hohen Anzahl menschlicher Tumore aus Leber,
Niere oder Lunge detektierte man Uberexprimiertes und/oder Uberaktiviertes Src,
was zu reduzierter Anzahl und zur Schwachung von Fokalkontakten filhrte.
Ubereinstimmend mit diesem Befund fand man, dass niedrige Csk-Levels ebenfalls
eine schwdachende Wirkung auf fokale Kontakte haben (Yeatman, 2004). Es liegt
nahe anzunehmen, dass Csk-Fehlfunktionen ebenfalls zur Krebsentwicklung
beitragen kdnnten. Tatsachlich fand man diese Verbindung auch (Yeatman, 2004).
Uberaktivierung von Csk dagegen hat einen gegenteiligen Effekt, ndmlich erhdhte
Anzahl und Stabilisierung von Fokalkontakten. In Mausmodellen zeigte sich, dass
Csk-Uberexpression fokale Kontakte stdrkt und auf diese Weise das Metastasieren
unterdrickt (Nakagawa, et al., 2000). Antikérperfarbungen zeigten, dass in
stabilen Fokalkontakten Csk mit Src co-lokalisiert und dass Src Inaktivierung durch
Csk eine bedeutende Rolle in der Regulation der Bildung und Stabilitat von
Fokalkontakten hat (Yeatman, 2004).
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Mittels Immunfarbungen konnte Obergfell et al. (2002) zeigen, dass in der
Zellperipherie (Lamellipodien und Filopodien) von Fibrinogen-adharenten Plattchen
aktiviertes Src (Src-pTyr418) konzentriert ist, was nahe legt, dass in dieser Region
bei Zell-Ausbreitung Src aktiviert wird (Abb. 4A). In weiteren Experimenten mit
Plattchen-Modellzellen (A5-CHO, Zellen auf Fibrinogen) untersuchte de Virgilio et al.
(2004) Src-Proteininteraktionen. Die Gruppe konnte nachweisen, dass sich sowohl
Integrin-Src (Abb. 4B) als auch Src-Syk Interaktionen entlang der Zellrander
ausbilden, was flr Integrin-Clusterbildung gefolgt von Signalaktivierung und -

weiterleitung Uber Src und Syk spricht.

Abb. 4. Integrin a;;Bs ,outside-in"
Signalweg-mikroskopische Daten.
Bislang ist nur wenig von den
raumlich-zeitlichen Aspekten der
Signalvorgange bekannt. A) Immun-
lokalisation (100x) von aktivem Src
(anti- Src-pTyr418, rot) und Gesamt-
Src (,Total", grin) wurden an fixierten,
Fibrinogen-adharenten Plattchen
durchgeftihrt (Quelle: Obergfell et al.,
2002). Wahrend Src in der gesamten
Zelle lokalisiert, findet sich die aktive
Form vor allem an den Zellrandern und
Spitzen der Filopodien (weiBe Pfeile).
B) BiFC-Prinzip: Die N- und C-
terminalen Halften von YFP werden an
die Interaktionspartner gekoppelt. Bei
Interaktion bildet sich ein funktionales
fluoreszierendes YFP aus. O)
Visualisierung von Protein-
interaktionen zwischen Integrin am,Bs
und Src (analog fur Src-Syk) mittels

Fluoreszenz Echtzeit-BiFC an lebenden A5-CHO
el Zellen (63x): Integrin-Src Komplexe
bilden sich an den Randern der
Lamellipodien aus und wandern dann
Richtung Zell-einwarts (Quelle: de

N-terminale  C-terminale funkt"ionales ieaili
Halfte Hilfte o Virgilio et al., 2004).

C 0 min 1 min

Zeitraffer-Aufnahmen mit der BiFC (Bimolekulare Fluoreszenz-Komplementation)-
Technik (Abb. 4C) zeigen, dass nach Ausbildung der Proteinkomplexe am Zellrand
diese anschlieBend nach innen wandern und sich zu Fokalkomplex-artigen

Strukturen organisieren.
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ZIEL DER ARBEIT

Ziel der Arbeit war die Untersuchung friher Integrin amnpBs-abhangiger
Signalprozesse unter Beteiligung von Src mit modernen mikroskopischen Methoden.
In den naturlichen Zellen, den Thrombozyten, ist die Beobachtung von
dynamischen Signalprozessen aufgrund des Fehlens einer eigenen Biosynthese-
Maschinerie zur Expression der fluoreszenzmarkierten Proteine nicht mdglich und
die Herstellung solcher Zellen Uber ihre Vorlauferzellen (Megakaryozyten) bislang
kaum effektiv mdglich. Zudem sind Thrombozyten zu klein fir den detaillierten
lichtmikroskopischen Einsatz, ihre Kurzlebigkeit und leichte Aktivierbarkeit
(Aggregations-Neigung) wirde die Analyse weiter erschweren.

Aus diesem Grund wurde auf die etablierte Modellzelllinie A5-CHO zurlickgegriffen.
Diese Zelllinie tberexprimiert konstitutiv das humane vollfunktionale Integrin amnwps,
und viele der aus Plattchen bekannten Signalantworten werden in dieser Zelllinie
rekapituliert. Ziel war somit, adhasionsabhangige Signalprozesse uber a3 in A5-
CHO-Zellen zu untersuchen.

In Frage kamen Interaktionen von Src mit Syk, Csk oder PTP-1B. Der Src-Syk-
Interaktionsnachweis wurde kurz nach Beginn der Arbeit verdffentlicht (de Virgilio,
2004). Da uber die Src-Csk Interaktion einiges bekannt und sie besser definiert als
die Src-PTP1B Interaktion war, hatten wir uns entschieden, sie genauer zu
untersuchen. Fir die Interaktionsuntersuchungen sollten moderne ,Cell Imaging"-
Methoden wie FRET-, Konfokal- oder TIRF-Mikroskopie eingesetzt werden.
Konventionelle biochemische, genetische oder auch mikroskopische Verfahren
kdnnen keine Aussage darlber liefern, wie Signalprozesse tatsachlich in den Zellen
ablaufen. Durch die Madglichkeit der Protein-Markierung mit GFP (grin
fluoreszierendes Protein) wurde diese Limitation jedoch teilweise lberwunden. Die
Bedeutung des GFP liegt in der Mdéglichkeit, das Fluoreszenzprotein an beliebige
Proteine Gen-spezifisch zu fusionieren und anhand der Fluoreszenz zellular zu
verfolgen.

Um Signalprozesse zu verstehen reicht es jedoch nicht aus, nur einzelne Proteine
zu verfolgen, vielmehr ist es entscheidend, Interaktionen von Proteinen lokalisieren
zu kénnen. Aus diesem Grund wurde die Technik BiFC entwickelt (Hu et al., 2002).
Die zu untersuchenden Interaktionspartner werden dabei je an die N-und C-
terminalen (komplementaren) Halften des Fluoreszenzproteins YFP (eine Variante
des GFP) kloniert, so dass bei Proteininteraktion das funktionelle YFP rekonstituiert

werden kann. Diese Methode hat jedoch mehrere Nachteile. Zum einen lésen sich

20



einmal gebildete Proteinkomplexe nur schwer wieder voneinander, zum anderen
erfordert die YFP-Reifung relativ lange (mehrere Stunden; de Virgilio et al., 2004).
Da Signalprozesse dynamisch sind und meist die Assoziation und Dissoziation von
Signalproteinen erfordern, stellt BiFC nur eine unvollstdndige Methode =zur
Verfolgung von Proteininteraktionen dar.

Eine weitaus bessere Entwicklung ist FRET. FRET bezeichnet einen physikalischen
Effekt, bei dem Energie eines angeregten Fluoreszenzmolekils (Donor)
strahlungsfrei auf ein Akzeptormolekil Ubertragen wird, welches sich im Abstand
von 15 bis 100 A befindet. Da diese Distanzen den Dimensionen von
Proteininteraktionen entsprechen, ist die FRET-Technik sehr gut flr die
Visualisierung von Interaktionen geeignet (Abb. 5C-D; Jares-Erijman & Jovin, 2003
und 2006).
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Abb. 5. FRET zwischen CFP und YFP.

FRET ist der strahlungslose Energietransfer von einem angeregten Donormoleklil auf ein
Akzeptormolekdl. A) Varianten des GFP und ihre Anregungs- und Emissions-Spektren, aus denen sich
die spektralen Eigenschaften herleiten. B) CFP und YFP: Das Emissionsspektrum des CFP und das
Anregungsspektrum des YFP sind stark Uberlappend (>70 %). Dies beglnstigt die Effektivitat und
Messbarkeit von FRET. C) Schematische Darstellung der Energieniveaus beim FRET-Ubergang
(Jablonski-Diagramm): Donoranregung fiihrt entweder zur Donoremission (CFP-Fluoreszenz) oder (mit
einer definierten Rate) zu FRET und in der Folge Akzeptoremission (YFP-Fluoreszenz), ausschlieBlich
von héheren zu niedrigeren Energiezustédnden. Je héher der Uberlappungsbereich der angeregten
Zustande, desto hoher die FRET-Effizienz. D) Distanz-Abhangigkeit: Die FRET-Effizienz folgt einer
Distanzabh&ngigkeit mit der sechsten Potenz. Nur bei intermolekularen Abstanden von max. 100 A
tritt FRET auf, wobei sich die Fluorophore CFP und YFP bis max. 40 A ann&dhern kénnen. E) Maximaler
FRET-Transfer tritt bei einem Abstand von 50 A und paralleler Dipol-Orientierung der Molekile (rote
Pfeile) auf.

Aus GFP wurden diverse modifizierte Versionen von Fluoreszenzproteinen mit
veranderten Fluoreszenzspektren entwickelt, die entsprechend ihres Emissions-

Wellenlangenbereichs benannt sind, z.B. CFP (cyan) oder YFP (gelb fluoreszierendes
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Protein, Abb. 5A). Aufgrund dieser Eigenschaften kénnen CFP als Donor und YFP als
Akzeptor flur FRET Untersuchungen von Proteininteraktionen eingesetzt werden,
wenn beide je durch Klonierung an ein Protein gekoppelt werden. Der maximale
FRET-Transfer ist gegeben bei einem CFP-YFP-Abstand von 50 A, bei gréBeren
Abstidnden klingt FRET sehr schnell ab (R°-Gesetz). Dies zusammen mit der
Anforderung einer konstanten gegenseitigen Orientierung (Dipole der beiden
Fluorophore parallel) schlieBt FRET durch zufallige CFP-YFP Bindungen weitgehend
aus (Abb. 5E). Mittlerweile wurden sowohl CFP als auch YFP weiter optimiert
(eCFP/eYFP, e: enhanced), so dass sie stabiler gegen Photobleichen sind und eine
héhere Quantenausbeute (Emission/Absorption) aufweisen.

Die spektrale Uberlappung des CFP-Emissionsspektrums mit dem YFP-
Anregungsspektrum (> 70 %, Abb. 5B) ermdglicht FRET und die Verteilung des CFP
Anregungsspektrums und des YFP Emissionsspektrums erlaubt eine hinreichende
Mdglichkeit der spektralen Entmischung (Dekonvolution) und Trennung von CFP-
und YFP-Detektion und damit die Messung des FRET-Energietransfers. Spezifische
YFP Emission, welche nach CFP-Laseranregung durch FRET entsteht kann auf
verschiedene Weise bestimmt werden (Abb. 5B und 11).

Proteininteraktionen in lebenden Zellen kénnen somit mittels FRET (zwischen CFP
und YFP) gemessen werden. Beide Fluorophore sind genetisch an zu untersuchende
Proteine gekoppelt und werden von den Zellen exprimiert.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten der Nutzung der FRET-Technik. Zum einen kann
man FRET flur die Visualisierung der Interaktion zweier Signalproteine verwenden,
indem man eines der Proteine mit CFP, das andere mit YFP koppelt (intermolekulare
FRET-Messung).

Eine weitere Mdglichkeit besteht aber in der Nutzung von Sensor-Molektllen. Wie
bereits erwdhnt ist die FRET Starke innerhalb bestimmter Grenzen stark
distanzabhangig (Abb. 5D). Diese Tatsache macht man sich dadurch zunutze, dass
man Konstrukte kloniert, welche auf bestimmte Stimuli mit
Konformationsanderungen reagieren, wodurch sich der Abstand der im
Sensormolekll endstandig liegenden CFP und YFP Molekiile signifikant andert. So
kann die Molekiildnderung direkt Gber die Anderung der FRET-Intensitat ausgelesen

werden. Der Src-Sensor in Abbildung 6 wurde von Wang et al. (2005) entwickelt.

22



Substrat 433 nm
433 nm - )
“u =% 476 nm
aathe -+ LA
Src + ATP N
=] L T o Ly
e — /YR
linker e YFP Phosphatase | o
- b -
SH2 S
%

Abb. 6. FRET-Nachweis von molekularen Vorgangen in Zellen.

Die Distanzabhangigkeit von FRET im makromolekularen MaBstab (50-100 A) kann fiir den Nachweis
von Signalvorgangen in Zellen (z.B. Konformationsanderungen von Proteinen) ausgenutzt werden. Ein
Src-Sensormolekll wurde entwickelt, um die Aktivitat der Src Kinase in lebenden Zellen nachweisen
zu konnen (Quelle: Wang et al., 2005). Das Sensormolekill besteht aus CFP und YFP-Molekllen,
welche eine Src-SH2 Domane und eine Src-Zielsequenz flankieren. Phosphoryliert Src dieses Substrat,
so bindet die SH2-Domane daran, was zu einer starken Konformationsanderung des gesamten
Sensor-Molekiils fihrt. Mit der Anderung der Molekiilarchitektur geht eine messbare Anderung der
FRET-Effizienz einher. Neben dieser Nachweismethode intramolekularer Vorgange koénnen auch
Protein-Protein-Interaktionen (intermolekulare Vorgange) analysiert werden.

Dieser Sensor zeigt an, wo es in der Zelle zur Aktivierung der Src-Kinase kommt.
Aktiviertes Src phosphoryliert dabei eine kurze Aminosauresequenz des Molekils
wodurch eine hochaktive Bindestelle fir die Src SH2-Domane entsteht. Die
hervorgerufene Konformationsanderung des Sensors flhrt schlieBlich zu
Anderungen der FRET Effizienz-Werte, welche einfach errechnet und dargestellt
werden koénnen. Diese bilden die Basis flr die vorliegende Studie zur Src-Csk
Interaktion.

Um Src-Csk Interaktionen untersuchen zu kdnnen, werden hier Src mit YFP und Csk
mit CFP fusioniert und die Fusionskonstrukte in den A5-CHO Zellen co-exprimiert.
Binden die Chimarenproteine in den Fibrinogen-adhdarenten Zellen aneinander, so
ist FRET mdglich (Abb. 7).
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Abb. 7. Modell der FRET-Detektion der Src-Csk Proteininteraktion
Src soll am C-Terminus mit YFP, Csk am N-Terminus mit CFP gelabelt
werden. Bei Interaktion des zytoplasmatischen Csk-CFP mit dem
Membran-verankerten aktivierten Src-YFP binden beide Proteine
aneinander. Misst man FRET in Zellen, welche nur das CFP- und YFP-
Molekil exprimieren (keine Bindung mdéglich) und nimmt den Wert als
Basiswert, so lassen sich Src-YFP - Csk-CFP Interaktionen spezifisch
nachweisen. Da bei Interaktion Src von Csk inaktiviert wird, erhalt man
mit dieser Methode gleichzeitig einen Sensor flr Src- und damit
Signalweg-Inaktivierung.
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MATERIALIEN UND METHODEN

Methoden-Protokolle wurden u.a. der Internetseite Protocol-Online (www.protocol-

online.org), welche Protokolle von Forschungslabors, Biotech-Firmen und privaten
Webseiten weltweit listet, entnommen. Weitere Informations-Quellen werden in

den jeweiligen Unterpunkten genannt.

MOLEKULARBIOLOGISCHE TECHNIKEN

Gangige Standardtechniken der Molekularbiologie wie die Kultivierung und
Transformation von E.coli sowie DNA-Isolation, -Verdau und -Separation werden
hier nicht genauer beschrieben. Detaillierte Informationen zu diesen Punkten finden
sich in den entsprechenden Standardwerken der Molekularbiologie (z.B. Sambrook
& Russell, 2006), bei Protocol-Online und in den Produktanleitungen von Anbietern

entsprechender kommerzieller Hersteller.

Vermehrung und Isolation der DNA-Konstrukte

Fir die Vermehrung von DNA-Konstrukten wurde der elektrokompetente E.coli
Stamm DH10B (Invitrogen) verwendet. Die Transformation von DNA-Konstrukten
in diesen Stamm wurde mittels Elektroporation mit dem ,MicroPulser® (BioRad
Laboratories) nach Herstellerempfehlungen durchgefihrt. Transformierte Zellen
wurden auf LB-Platten (1,5 % Agar-Agar, Carl Roth) mit den jeweiligen Antibiotika
(je nach Plasmidtyp mit 100 pg/ml Ampicillin oder 30 pg/ml Kanamycin) selektiv
vermehrt. Nach Reinigungsausstrichen einzelner Klone wurden Einzel-Kolonien in
TB-Flissigmedium (mit den entsprechenden Antibiotika) zu hohen Zelldichten (bis
ODg0p=8) vermehrt.

Fur die DNA-Isolation wurden kommerzielle Anionenaustauscher-Saulenkits
verwendet (,Plasmid Mini*, ,NucleoBond AX-500 Maxi“; Macherey-Nagel). Die DNA-
Konzentration wurde durch Spektrophotometrie mit dem ,Bio-Photometer"
(Eppendorf) gemessen (50 pg/ml DNA entspricht einer ODy¢o von 1). Nur DNA-
Praparationen mit einem geringen Wert an Protein-Verunreinigung
(Azsonm/A2s0nm>1,8; A: Absorption) wurden verwendet und standardmaBig auf 1
Mg/Ml  eingestellt. Zur Kontrolle wurden Praparationen mit Restriktions-
Endonukleasen nach Herstellerangaben (i.d.R. Fermentas) verdaut und
entstehende Fragmentlangen mittels Agarose-Gelelektrophorese (,Broad band"
Agarose, Carl Roth) Uberprift. Als DNA-Standard diente der ,gene ruler-1kb DNA
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ladder™ von Fermentas. Der kodierende Bereich wurde sequenziert (MWG Biotech).
Transformierte E.coli wurden in Cryo-Rdéhrchen (,RotiStore™, Carl Roth) als

Glycerin-Dauerkulturen eingefroren und bei -20° C aufbewahrt.

Verwendete Puffer und Medien (je 11):

Agarose-Gelelektrophorese-Puffer:
242 g Tris; 57 ml Eisessig; 50 mM EDTA; pH 8,0

Bakterienmedien:
- LB (Luria-Bertani): 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefextrakt, 10 g NaCl, pH 7,0
- TB (Terrific Broth): L6sung A plus Lésung B

Lésung A (900 ml): 12 g Trypton; 24 g Hefextrakt; 4,6 ml Glycerin (87 %)

Lésung B (100 ml): 2,31 g KH;PO4; 16,43 g K;HPO,4
Technische Schritte bei der Klonierung
Fir die Fluoreszenz-Markierung von Signalproteinen wurde die CFP- bzw. YFP-
Sequenz an die entsprechenden Gensequenzen kloniert, so dass fluoreszierende
Fusions- oder Chimarenproteine entstehen.
Die Strategie war dabei folgendermafBen:
Zu klonierende DNA-Sequenzen wurden mittels PCR mit Primern, welche
spezifische Restriktionsschnittstellen enthalten, amplifiziert. Die Fragmente wurden
anschlieBend in geeignete Zielvektoren so kloniert, dass CFP- bzw. YFP-markierte
Proteine kodiert werden.
Fir die Auswahl einer effektiven Klonierungs-Strategie mussten alle DNA-

Zielsequenzen und potentiellen Primer-Kandidaten genau analysiert werden. Als

Primeranalyse-Software  wurde zum einen das Programm  ,Primer3"
(www.frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi), zum anderen der
»Oligonucleotide Properties Calculator" verwendet
(www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Die Analyse von

Restriktions-Schnittstellen in DNA erfolgte mit dem ,Restrictionmapper"

(www.restrictionmapper.org).

Die Analyse von DNA- und Protein-Sequenzen erfolgte mit den Programmen
~BLAST" (Basic Local Alignment Search Tool) und ,BLAST-2-SEQUENCES" (siehe

National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov). Auf

derselben Seite wurde v.a. auch die DNA-Datenbank ,Entrez Nucleotide" benutzt.
Fur die Translation von DNA- in Protein-Sequenzen wurde das ,ExPASy Translate

Tool* des Swiss Institute of Bioinformatics (www.expasy.org/tools/dna.html)

verwendet.
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Von dieser Seite wurden die Protein-Datenbank-Funktionen ,Swiss-Prot" und
~TFEMBL" benutzt. Als weitere Proteindatenbank (Protein-Familien, Domadnen,
funktionelle Regionen) diente ,EBI InterPro™ des European Bioinformatics Institute

(www.ebi.ac.uk/interpro).

PCR

DNA-Abschnitte wurden mit der PCR-Technik amplifiziert. Dazu diente die
thermostabile DNA-Polymerase Pfu (aus Pyrococcus furiosus), welche aufgrund
ihrer 37-5"-Korrekturleseaktivitat eine sehr geringe Fehlerrate bei der
Polymerisation gewahrleistet, allerdings auf Kosten der
Polymerisationsgeschwindigkeit.

Um amplifizierte DNA-Fragmente in die multiple Klonierungsstelle (multiple cloning
site, MCS) geeigneter Zielvektoren klonieren  zu kénnen,  wurden
maBgeschneiderte, hochspezifisch bindende Oligonukleotid- (Primer-) Paare
konstruiert (MWG-Biotech), deren 5'-Ende passende Restriktionsschnittstellen
tragen.

Die PCR-Primerpaare mussten folgende Kriterien erflillen:

- Lange 18-30 b

- gleichmaBige G/C-Verteilung und 40-60 % GC-Anteil in der Binderegion

- vergleichbare ,Annealing"-Temperaturen (T,) zwischen 55 und 75° C

(AT, < 5° C)

- variable Zahl an endstandigen Adeninen flr effektiven Restriktionsverdau
Zusatzlich wurden die Primer auf Homo- bzw. Hetero-Dimerisierung (Stringenz: 5
Basen) sowie Sekundarstrukturbildung mit den oben genannten
Analyseprogrammen untersucht.

Die PCR am ,T-Gradient"-Thermocycler (Biometra) erfolgte mit der ,hot start"-
Methode (Start mit Denaturierungsschritt bei 95° C, 6 min) bei einer
Amplifikationstemperatur von 72° C, 30-38 Polymerisations-Zyklen und einem

finalen 7-mindtigen Extensionsschritt (72° C).

Es wurden je 100 pl Ansatze folgender Zusammensetzung verwendet:

1yl Pfu Polymerase (2,5 Units)
10 yl  Pfu-Puffer (10x, Fermentas; + 2 mM MgSQ0,)
2 gl dNTP mix (200 mM, Fermentas)
1yl DNA-template (0,5-1 pg)
jel pl Primer 1 und 2 (je 100 pmol)
ad 100 pl: ent-ionisiertes ,Milli-Q"“-Wasser (38 MQ, Millipore-Entsalzer)
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Fir das Gelingen der PCR-Reaktionen mussten teilweise unterschiedliche

Annealing-Temperaturen sowie Mg®*- und Primer-Konzentrationen getestet werden.

DNA-Verdau und elektrophoretische Separation

Der Erfolg der PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese (0,7-1,2 %)
Uberprift. Der DNA-Nachweis erfolgte standardmaBig durch den DNA-
Interkalationsfarbstoff Ethidiumbromid (Carl Roth) bzw. - zum Nachweis sehr
geringer Mengen - mit SYBR-Gold (Molecular Probes). Banden wurden am ,Dark
Reader" (sehr geringer Anteil schadlicher UV-Strahlung; Clare Chemical Research)
uberprift und am LE.A.S.Y Win32"-System (Herolab) durch photographisch
dokumentiert.

Fragmente der erwarteten Lange wurden aus dem Gel isoliert und mittels
Gelextraktion (,NucleoSpin Extract"-Kit, Macherey-Nagel), anschlieBend mit

Restriktionsenzymen verdaut und erneut gereinigt.

Ligation

Nach entsprechendem Verdau (und Reinigung) des Zielkonstrukts wurden DNA-
Fragment und Zielvektor durch T4-DNA Ligase miteinander ligiert (16° C, UN).
Dabei ist die richtige Menge und das richtige Verhaltnis der beiden Fragmente im
Ligationsansatz bedeutend (hier wurde auf eine publizierte Formel zuriickgegriffen,
nach Milhardt, 2003).

Ein Ligationsansatz hatte folgende typische Zusammensetzung:

1pl T4- DNA-Ligase (Fermentas)

2 pl T4- DNA-Ligase-Puffer (10x, Fermentas)
33 ng Insert-DNA

25 ng Vektor-DNA

ad 20 uyl Milli-Q Wasser

Den Ligationen folgte jeweils ein Hitze-Schritt (65° C/ 10 min) zur Ligase-
Inaktivierung. Geringe Mengen (0,8-1 pl) der Ligationsansatze (Salzkonzentration)
wurden in E.coli elektroporiert, selektiv vermehrt (mehrere unterschiedliche
Ansatze, da die Ligations-Effektivitat nicht genau vorhersagbar war) und vermehrte
DNA schlieBlich isoliert. Die Richtigkeit der Klonierung wurde durch Kontroll-
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Verdaue und Sequenzierung der kodierenden Sequenz getestet. Zudem wurde die

Proteinexpression und korrekte Lokalisation analysiert.

KLONIERUNG
Alle Konstrukte sind in der ,Liste der DNA-Konstrukte™ aufgeflihrt.

p-Src/Venus und p-SrcK295R/Venus

Alle Src Konstrukte kodieren flr die Src-Sequenz aus Huhn (Swiss-Prot: P00523),
welche sich aber nur geringfligig von der entsprechenden humanen Sequenz
(Swiss-Prot: P12931) unterscheidet. Alle Src-Sequenzen wurden mit der ,Venus"
Sequenz markiert (alternativ: ,super-enhanced"™ YFP oder seYFP, Nagai et al.,
2002). Venus ist eine Weiterentwicklung von eYFP (eYFP-F46L; Miyawaki et al.,
1997; Kremers et al., 2006). Ein Konstrukt, in dem Venus in die Xbal/Xhol
Restriktions-Schnittstelle des pcDNA3-Plasmids kloniert wurde (p-Venus), war
vorhanden. Da Src einen N-terminalen Membrananker besitzt und eine
intramolekulare Platzierung des ,Tags" nicht in Frage kommt, ist die
Klonierungsstelle fiir Venus vorgegeben (C-Terminus). Die kodierende Sequenz fir
Src_wt und SrcK295R (ohne das STOP-Codon) wurde aus den p-Src Konstrukten
mit den PCR-Primerpaar src-for (5 -AGGATCCATGGGGAGCAGCAAGAGCAAGC,
unterstrichen: BamH1-Schnittstelle) und src-rev (5" -
AGAATTCTAGGTTCTCTCCAGGCTGGTACTGG, unterstrichen: EcoR1) amplifiziert
(Abb. 8A - links). Die Fragmente wurden anschlieBend in die BamH1-EcoR1-
Restriktions-Schnittstellen von p-Venus kloniert, so dass die entsprechenden p-
Src/Venus Konstrukte entstehen (Abb. 8A - rechts). Auf diese Weise entstanden
Konstrukte, welche fur Src-Venus Proteine kodieren, bei denen der Fluoreszenz-Tag
(mit einem Linker von 14 AS Lange) am Src C-Terminus sitzt (Abb. 12A). Der
Einfachheit halber werden die exprimierten Proteine in der Folge als Src-YFP
(Src_wt-YFP bzw. Src-YFP, SrcK295R-YFP) bezeichnet.

KLONIERUNG VON p-SrcY529F/Venus

Um Venus-markiertes SrcY529F zu klonieren wurde wiederholt der beschriebene
PCR-Ansatz verfolgt, jedoch ohne Erfolg. Da ein entsprechendes Konstrukt
unabdingbare Voraussetzung fir diese Arbeit war, musste ein anderer Ansatz

gefunden werden.
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Idee war, einfach die Sequenz mit der Mutation aus dem vorhandenen p-SrcY527F
Konstrukt (Thomas et al., 1991, Harris et al., 1999) herauszuschneiden und dieses
dann in p-Src_wt/Venus zu klonieren. Die Endonuklease Xcm1 (NE Biolabs) ist ein
Klasse2-Restriktionsenzym, welches eine unterbrochene 6er-Palindromsequenz
(57 -CCAxxxxxxxxxTGG-3") erkennt und in der Mitte so schneidet, dass ein Ein-
Basen-3"-Uberhang entsteht. Im Src-Gen (1602 b) befinden sich zwei Xcml-
Schnittstellen (Basen 1176 bis 1582). Es entsteht ein 406 b-Fragment, welches die
Mutation (TTC statt TAC) enthalt, die fir den Y527F AS-Austausch im Src-Protein
verantwortlich ist. Dieses Fragment wurde in einem speziellen Agarosegel (,High
Resolution™ Agarose, Carl Roth) aufgetrennt und isoliert. Parallel wurde das p-
Src_wt/Venus Konstrukt ebenfalls mit Xcm1-verdaut (keine Schnittstelle im Vektor)
und die 5" -Phosphatgruppen mittels SAP (shrimp alkaline phosphatase, Promega)
entfernt, so dass die Rezirkularisierung unterbunden wird. Dann wurde das 406
Basen-Fragment in den Vektor ligiert, so dass ein p-SrcY527F/Venus-Konstrukt
entsteht (Abb. 8B). In Anlehnung an die Mutationsstelle in der humanen
Proteinsequenz (Y529) und zur Vereinfachung wird das kodierte Protein in der Folge
SrcY529F-YFP genannt.

KLONIERUNG VON p-Cerulean/Csk

Csk-Konstrukte, welche flr die Protein-Sequenz aus Ratte (Swiss-Prot: P41240)
kodieren, standen zur Verfiigung (s. Tabelle ,Liste der DNA-Konstrukte" unten).
Das eCFP (enhanced CFP) in p-eCFP/Csk_wt (beschrieben in Matsuoka et al., 2004)
wurde durch das weiterentwickelte ,Cerulean™ durch eine PCR-basierte Strategie
ersetzt, da Cerulean spezifische photophysikalische Vorteile gegeniber dem eCFP
besitzt (hdhere Stabilitét gegen Photobleichen, bessere Quantenausbeute; Rizzo et
al., 2004; Kremers et al., 2006) und daher noch exaktere und zuverldassigere FRET
Resultate zuldsst.

Die gesamte Cerulean-Sequenz wurde mittels PCR aus dem Vektor p-
BArrestin,/Cerulean mit dem Primerpaar cerulean_for (5" -
CAGAGCTAGCATGGTGAGCAAGGGCGAG-3", eingefuigtes Start-ATG, unterstrichen:
Nhel) und cerulean_rev (5 -AAGTGTCGACCTTGTACAGCTCGTCC-3", ohne STOP-
Codon, unterstrichen: Sall) amplifiziert. AnschlieBend wurde das DNA-Fragment in
die Nhel-Sall-Restriktionsschnittstelle von p-eCFP/Csk_wt kloniert (Abb. 8C). Im

kodierten Protein sitzt Cerulean am N-Terminus von Csk (Abb. 12B). Das Konstrukt
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p-eCFP/CskK222R wurde nicht verandert.

Einfachheit halber Csk_wt-CFP (bzw. Csk-CFP) und CskK222R-CFP benannt.

Die kodierten Proteine sind der

p-Src p-Src/Venus p-Cerulean/Csk
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BspEI1330
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Abb. 8. Klonierungsstrategie.

A) p-Src/Venus-Konstrukte wurden durch Klonierung der kodierenden Src-Sequenzen (aus p-Src-
Konstrukten, links) in die BamH1/EcoR1-Sequenzen vor (,upstream®) der Venus-Sequenz in pcDNA3
erzeugt (rechts) (Vektorkarten: pLNCX aus: www.clontech.com, pcDNA3 aus:
www.depts.washington.edu). B) Durch Exzision des die Mutation enthaltenden Fragments aus p-
SrcY527F und Insertion in p-Src(wt)/Venus konnte p-SrcY527F/Venus kloniert werden. C) Csk-CFP
Konstrukte, in denen CFP upstream von Csk liegt, wurden durch den Austausch von CFP gegen
Cerulean (Klonierung in Sall/Kpn1-Schnittstellen) modifiziert, so dass ein p-Cerulean/Csk Konstrukt
entsteht (pEGFP-C1-Vektorkarte aus: www.biocenter.helsinki.fi). D) In diesem wurde das Csk gegen
PTP1B ersetzt, so dass p-Cerulean/PTP1B entsteht.

WEITERE KLONIERUNGEN

p-Cerulean/PTP1B:

PTP-1B dephosphoryliert Src-Tyr529 und aktiviert damit das Protein. Ein p-PTP1B
Konstrukt, welches fur die humane PTP-1B-Sequenz (Wildtyp, Swiss-Prot: P18031)
kodiert, wurde von B. Neel (Harvard Universitat, USA) zur Verflgung gestellt.
Daraus wurde die kodierende PTP-1B-Sequenz mittels PCR amplifiziert. Unter
PTP_for (5 -AAGTGTCGACATGGAGATGGAAAAGG-3";
unterstrichen: Sall) und PTP_rev2 (5 -CTTGGATCCCTAGTTGCTGTTGAACAGG-3";

Einsatz der Primer
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ohne STOP- und davorliegendes Codon, unterstrichen: BamH1) entstand ein PCR-
Produkt, welches geeignet fur die Klonierung war. Das verdaute und isolierte 1305
b-Fragment wurde in die Sall- und BamH1-Schnittstellen von p-Cerulean/Csk
erfolgreich kloniert (Abb. 8D, 12C).

p-Syk/Cerulean:

Auch die Klonierung von p-Syk/Cerulean-Konstrukten wurde parallel verfolgt, hatte
jedoch keinen Erfolg (p-EMCV-Syk Konstrukte wurden von S.Shattil zur Verfligung
gestellt).

Desweiteren wurden ap, und Bs DNA-Konstrukte angefordert und in die Sammlung

der Konstrukte aufgenommen.

Liste der DNA-Konstrukte

Vektor Plasmid kloglee;tes Klonierung |Vektorherkunft
_ pLNCX: 6,6 kb, . S. Shattil

(g 65ch) Amp, Pcmy, Srclég;hbn). Hind3-Clal |(Scripps Research
! shuttle Institute, USA)

. J.-P. Vilardaga
p-Venus pCEnI:IABIP?:’r;‘vkb’ Venus: Xhol-Xbal (Pharmakologie,
(6,15 kb) SE)I‘;(JttIe ' 720 b Universitat

Wirzburg)
p-Src/Venus . Src: ) selbst kloniert
(7,75 kb) p-Venus 1599 b BamH1-EcoR1 (3 Konstrukte)
-Csk pcDNA3: Amp., | Csk (Ratte): .
P Pcmyv, shuttle 1350 b S. Nada
pECFP-C1: 4,7 ) (Osaka University,
p-eCFP/Csk Kb Csk:
, Kan., Pcmv, Sall-Kpn1l Japan)
(6,05 kb) shuttle 1347 b
. C. Krasel
p-BArrestin2/ PCDNA3; 5,4 kb, Cerulean: . (Pharmakologie,
Amp., Pcmy, Hind3-Xbal . o
Cerulean shuttle 714 b Universitat
Wirzburg)
p-Cerulean/Csk . Cerulean: . .
(6,05 kb) p-eCFP/Csk 711 b Nhel-Sall selbst kloniert
-PTP1B pWZL-Hygro: 8,1 PTP1B B. Neel
p(g 4 kb) kb, Amp, Pcmy, (Mensch): BamH1-EcoR1 (Harvard
! shuttle 1308 b University, USA)
p-Cerulean/PTP1B| PTP1B: ) ,
(6,0 kb) p-Cerulean/Csk 1308 b Sall-BamH1 selbst kloniert
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ZELLKULTUR-EXPERIMENTE

Informationen zu Zelllinien wurden auf der Webseite der DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig:

www.dsmz.de/index.htm) bezogen.

Fur die Zellkultur-Experimente wurden vor allem A5-CHO Zellen (Thrombozyten-
Modellzellen) eingesetzt. Die Megakaryozyten-Zelllinie MEG-01 (erhalten von A.
Smolenski, Universitat Frankfurt a.M.) wurde ebenfalls kultiviert, kam fur

Experimente jedoch mangels effektiver Transfektionsprotokolle nicht zum Einsatz.

ZELLKULTUR

Die zugrundeliegende Zelllinie CHO wurde aus den Ovarien eines chinesischen
Gold-Hamsters isoliert (Puck et al., 1958). Diese adhdrenten Zellen wurden
genetisch so modifiziert, dass sie den humanen Fibrinogenrezeptor (Integrin ampBs)
stabil in seiner funktionellen Form exprimieren (A5-CHO: O'Toole et al., 1990;
Frojmovic et al., 1991). A5-CHO Zellen sind als Plattchenmodell-Zellen etabliert, da
viele der von Plattchen bekannten Signal-Ereignisse in diesen Zellen rekapituliert
werden (Shattil, 2005).

Die Zellen (Abb. 9; erhalten von M. Ginsberg, Scripps Research Institute, USA)
wurden in entsprechendem Wachstums-Medium [DMEM #D5671, 10 % FBS,
Penicillin/Streptomycin-Mix (Sigma), 2 mM L-Glutamin und Mix nicht-essentieller
AS (PAA Laboratories), nach Empfehlung des Labors Shattil, O'Toole et al., 1994]
fir maximal 2 Wochen kultiviert, da nur innerhalb dieser Zeitspanne die Integrin-
Expression auf konstantem Level bleibt (Information von S. Shattil). Die Zellen
wurden in einem CO,-Inkubator (Serie CB, Binder) bei 6 % CO, und 37° C
kultiviert. Bei der Arbeit unter der Sterilbank (UVF, BDK Luft- und
Reinraumtechnik) kamen die Zellen nicht mit GlasgefaBen (z.B. Pipetten) in
Kontakt, da negativ geladene Oberflachen Integrine aktivieren kénnen. Es wurden
daher nur PlastikgefaBe wie Kultur-/6-well-Platten, Falcon-Réhrchen oder Plastik-
Pipettenspitzen (Sarstedt) benutzt. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage bei einer
Konfluenz von 90-100 % unter Verwendung entsprechender Zell-
Abldsungsreagenzien (Vorgehensweise nach Empfehlung der Hersteller) meist 1:8
bis 1:10 vorsichtig gesplittet (PBS-ohne CaCl,/MgCl,; # D8537, Sigma) und sanft
bei 430 g flir 2 min zentrifugiert. Wenn die Zellen weiterkultiviert oder, nach
Transfektion, flr Expressions-Analysen verwendet wurden, nutzten wir das

klassische Ablésereagens Trypsin-EDTA (Sigma). In Fallen, wo Signalaktivierungs-
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Prozesse studiert wurden, kam Alfazym (PAA) zum Einsatz, da dieses wesentlich
sanfter ist und kaum Rezeptorverdau verursacht, was ebenfalls Signalaktivierung
(und damit falsch-positive Resultate) zur Folge haben kann. Zur
Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen in einem DMSO-Einfriermedium verdinnt
und durch stufenweise Abkihlung [4° C, -20° C, -196° C (flussiger Stickstoff)]
kryokonserviert (nach Lindl, 2002). Zur Rekultivierung wurden die Zellen im
Wasserbad (37° C) gerade eben aufgetaut und sofort durch tropfenweise Zugabe
von 5-6 ml Kulturmedium (RT) innerhalb von 2-3 min in Suspension gebracht. Nach
sanfter Zentrifugation (Beseitigung des Zellgifts DMSO; 430 g/2 min) wurde das
Pellet in Kulturmedium resuspendiert und die Zellen zunachst 2 Tage ungestort

kultiviert.

TRANSFEKTIONEN

Fir die Protein-Uberexpression wurden DNA-Konstrukte mittels Transfektion in A5-
CHO gebracht. Transfektionen wurden (nach vergleichender Tests mit anderen
Transfektions-Agentien) immer mit Lipofectamine2000 nach den Empfehlungen des
Herstellers (Invitrogen) bei einer Zelldichte von ca. 90-100 % durchgefihrt. Zu
transfizierende DNA und Lipofectamine2000 wurden in DMEM (#D5671)-Medium
verdunnt (DNA: Lipofectamine2000=1:2,5) und dann zu den Zellen gegeben. Nach
24 h wurden das Medium ersetzt und die Zellen (um Zelldichte-Stress aufgrund
weiterer Proliferationen zu vermeiden) gesplittet (1:3) und flr weitere 24 h

kultiviert.

PROTEINBIOCHEMISCHE TECHNIKEN

In diesem Abschnitt sind die Methoden zur Herstellung der Zell-Lysate, der Protein-
Konzentrationsbestimmung und -auftrennung, der Immundetektion von Proteinen
und der biochemischen Assays zusammengefasst. Letztere wurden eingesetzt, um
die Src-Aktivitat (Phosphorylierungs-Assays) und -Rezeptor-Assoziation (Co-

Immunprazipitation) zu untersuchen.

HERSTELLUNG VON ZELL-LYSATEN
Die A5-CHO Kulturzellen wurden standardmaBig (40-48 h nach Transfektion) mit
PBS (37° C) 2x gewaschen, geerntet und zentrifugiert. Das Pellet wurde in

eiskaltem RIPA-Lysepuffer (Upstate) aufgenommen und flir 10 min auf Eis lysiert.
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Zum Schutz vor Abbauprozessen wurde der Lysepuffer mit Protease-Inhibitoren
(Complete, Roche Diagnostics) und Phosphatase-Inhibitoren (10 mM NaF;
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail2, Sigma) versetzt. Nach der Lyse wurden unldsliche
Zellfragmente abzentrifugiert (2 min, 16.000 g, 4° C). Lysate von Thrombozyten
standen zur Verfligung. Die Plattchen wurden aus Vollblut freiwilliger Probanden

(Mitarbeiter des Instituts flr klinische Biochemie) isoliert.

PROTEIN-KONZENTRATIONSMESSUNG

Der Gesamt-Proteingehalt wurde mittels des weitgehend Detergenzien-kompatiblen
BCA-Tests (Pierce) nach Herstellerangaben bestimmt (Messung der Biuret-
Reaktion). Hierfir wurde das Lysat in 2 Verdlinnungen mit dem Assaymix versetzt,
in 96-well-Platten pipettiert, eine Stunde inkubiert (37° C) und die Extinktion bei
562 nm kolorimetrisch mit dem ,Microplate-Reader" (SpectraMax 340, Molecular
Devices) gemessen. Die Proteinkonzentrationen im Lysat wurden anschlieBend je

auf 1 pg/pul eingestellt.

GELELEKTROPHORESE UND IMMUNBLOTTING

Je 5 pg der Lysate wurden mit SDS-Proteinauftragspuffer [RotiLoadl (reduzierend),
RotiLoad2 (nicht-reduzierend); Carl Roth) versetzt und erhitzt (5 min, 95° C) und
anschlieBend auf 7,5 %-igen Polyacrylamid-Gelen (RotiphoreseGel30, Carl Roth)
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte standardmaBig mittels denaturierender SDS-
PAGE (Sammel- und Trenngel) nach dem Molekulargewicht (Proteinstandard:
~PageRuler prestained protein ladder", Fermentas).

Die aufgetrennten Proteine wurden auf Nitrozellulose-Membranen (Hybond-P,
Amersham) transferiert (Wet-blotting: 1 h, 4° C, 2 Ampere, ,Trans-Blot Cell%;
Biorad). Zur Transferkontrolle wurden die Blots mit Ponceau S (0.1 % (w/v), in 5
% Essigsaure; Sigma) gefarbt (2 min) und gewaschen (TBS), so dass
Proteinbanden mit hohem Kontrast erscheinen, wobei die Starke der Rotfarbung als
direkt proportional zur Menge an transferierten Protein angenommen wird. Ponceau
S ist ein roter, negativ geladener Farbstoff, der an positiv geladene AS bindet.

Die Blots wurden zunachst mit Blockierlésung (s.u.) fir 1 h (4° C) geblockt, um
unspezifische Bindestellen abzusattigen. AnschlieBend wurden die transferierten
Proteine mit den jeweiligen Primar-AKs detektiert (Inkubation: 1-1,5 h/RT oder
UN/4° C), welcher anschlieBend von einem HRP-konjugierten Sekundar-AK (30

min/RT) erkannt wird. Nach den Inkubationen folgte jeweils 3x 2 minltiges
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Waschen mit TBST. Die Proteinbanden wurden mittels verstarkter
Chemilumineszenz (ECL plus, Amersham) auf Réntgenfilmen detektiert (Exposition:
10 s bis 5 min).

Verwendete Loésungen und Reagenzien:

- Elektrophorese-Puffer:
25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS

- Transfer-Puffer (nach Towbin):
25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS; 20 % Methanol; pH 8,3

- TBS: 20 mM Tris; 0,9 % NaCl; pH 7,4

- TBST: TBS + 0,1 % Tween-20 (Applichem)

- Blockierlésung: 5 % Trockenmilchpulver (w/v) in TBST
Trockenmilchpulver (fettfrei): ,Immunoblot blocking reagent™ (Upstate)

Verwendete Antikdrper (c: Endkonzentrationen)

Primar-AKs:

-anti- v-Src (Ab-1, Klon 327, monoklonal, aus Maus), AK gegen Gesamt-Src
(Sigma, #51686), c=2 pg/ml
-anti- Src-pTyr418 (aktive Src-Form) und anti- Src-pTyr529 (inaktive Src-
Form) (beide polyklonale, phospho-spezifische AKs aus Kaninchen,
BioSource, #44-660G und #44-662G), je c¢=1:1000-Verdinnung der
Stammlésung
-anti- Csk (monoklonal), Klon 52 (aus Maus) (BD Biosciences, #610080),
c=1:500-Verdinnung der Stammlésung
-anti- B3 (monoklonal), Klon SAP (aus Maus) (Santa Cruz, #sc-13579),
c=1 pg/ml
-anti- PTP-1B (polyklonal, aus Kaninchen), (Upstate, #07-088) c=1 pg/ml
-anti- Phosphotyrosin (monoklonal), Klon 4G10 (aus Maus) (Upstate,
#05-321), c=0,5 pg/ml
-anti- Syk (monoklonal), Klon 4D10.1 (aus Maus) (Upstate, #05-434),
c=1 pg/mli

Sekundar-AKs flur Western blot:

- anti- Maus IgG (polyklonal, aus Ziege) (Biomol)
- HRP-konjugierter anti- Kaninchen IgG und anti- Maus-IgG (beide
polyklonal, aus Ziege, Bio-Rad #170-6515 und #170-6516).

BIOCHEMISCHE ASSAYS
Hier wurde die adhasionsabhangige Src-Aktivitdt und die Integrinbindung der

verschiedenen Src-Proteine (Wildtyp und Mutationen) untersucht.

Src-Phosphorylierung
Die Src-Aktivitat und subzellulére Lokalisation wahrend der Adhasion an Fibrinogen

wurde Uber die Messung des Src-Phosphorylierungs-Status untersucht.
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Aktives und inaktives Src lassen sich mit phospho-spezifischen AKs leicht
unterscheiden. Src_wt/Csk_wt (bzw. Src_wt-YFP/Csk_wt-CFP) co-exprimierende
Zellen (100 mm Platten) wurden mit Alfazym geerntet, in 6 ml Mikroskopiemedium
(s. ,Zellvorbehandlung" unter ,Fluoreszenzmikroskopie®) verdinnt und fir 1 h
unter regelmaBigem Aufwirbeln (alle 5 min) im CO,-Schrank inkubiert.

Dann wurden die Zellen auf 100 mm Agarplatten, die mit Fibrinogen (oder BSA)
beschichtet wurden (nach Haimovich et al., 1993), und den jeweils angegebenen
Zeiten im CO,-Schrank inkubiert. Fibrinogen-adharente Zellen wurden 2x mit
eiskaltem PBS gewaschen, mit 600 pl eiskaltem Lyse-Puffer (berschichtet und
anschlieBend mit einem Gummischaber abgeschabt und danach komplett lysiert
(10 min, 4° C). Nicht-adharente Zellen der BSA-Platten wurden ebenfalls 2x
gewaschen, abzentrifugiert und 10 min auf Eis lysiert. Nach Abzentrifugation
(Beseitigung der Zelltrimmer) und BCA-Test wurden gleiche Mengen Gesamt-
Protein elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Dann erfolgte eine
Immundetektion nach Gesamt-Src und der aktiven bzw. inaktiven Src-Form. Als
Kontrolle dienten Thrombin-stimulierte (aktiviertes Src) und unstimulierte
(inaktives Src) Plattchen-Lysate. Im Src-Protein aus Huhn ist Tyrosin 416
(humanes Src: Tyr418) der Marker flr aktiviertes Src und Tyrosin 527 (humanes
Src: Tyr529) der Marker fur inaktives Src. Hier werden die Marker Tyr418 und
Tyr529 verwendet. Die Banden auf dem Rdntgenfilm wurden gescannt und durch
kalibrierte Densitometrie mittels Imagel-Software [National Institutes of Health
(NIH), USA] quantifiziert. Zeitliche Anderungen in den Mengen an aktiven bzw.
inaktiven Src wurden als Prozentwerte (normalisiert) errechnet und graphisch

dargestellt.

Co-Immunprazipitation

Die Src-Rezeptor-Assoziation wurde mit Co-Immunprazipitation (Co-IP) untersucht.
Zellen wurden in RIPA-Lysepuffer (ohne Deoxycholin, inkl. Inhibitoren) geerntet.
500 pg abzentrifugiertes Lysat (16.000 g, 2 min) wurde mit 2 pug anti- B3-AK (Klon
N-20, monoklonaler AK aus Maus, Santa Cruz, #sc-6627) fur 2 h auf Eis inkubiert,
gefolgt von weiteren 2 h Inkubation mit Protein G-gekoppelten Sepharose-
Klgelchen (4-fast-flow, Amersham). Die Kligelchen wurden 3x mit Lysepuffer sanft
gewaschen und anschlieBend assoziierte Proteinkomplexe durch Kochen in SDS-
Probenpuffer (5 min) abgel6st, elektrophoretisch aufgetrennt und (ber

Immunblotting detektiert.
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FLUORESZENZ-MIKROSKOPIE

Fir Beobachtungen funktioneller Vorgange auf Einzelzell-Ebene mittels
Fluoreszenz-Mikroskopie wurden die Zellen besonders sanft geerntet und
anschlieBend mit geringen Serummengen 1 h im Inkubator vorbehandelt.
AnschlieBend wurden A5-CHO-Zellen auf eine Fibrinogenmatrix aufgebracht, an die
sie anpPs-abhangig adharieren.

Mikroskopische Aufnahmen wurden sowohl mit lebenden Zellen (,live cell imaging™)
als auch mit fixierten Zellen durchgefiihrt, wobei sowohl die Protein-Lokalisation als

auch Interaktionen der Proteine (FRET-Mikroskopie) untersucht wurde.

Zellvorbehandlung

Die Zellen wurden mit Alfazym 2 Tage nach Transfektion geerntet, in 2 ml
Mikroskopiemedium [DMEM ohne Phenolrot, #D1145 (Sigma), 1 % FBS, 2 mM L-
Glutamin, Mix nicht-essentieller AS)] resuspendiert und fir 1 h bei 37° C unter
Zellkultur-Bedingungen inkubiert (alle 5 min Aufwirbeln). Parallel wurden
fluoreszenzfreie Mikroskopie-Deckglaser (No.1, =24 mm, Hartenstein) fettfrei
gewaschen (100 % Ethanol) und mit Fibrinogenlésung (100 ug/ml in PBS; pH 8,3)
1 h bei 37° C inkubiert, so dass sich eine Matrix aus immobilisiertem Fibrinogen
bilden kann. Danach wurden die Deckglaser in einer speziellen Halterung fixiert, die
Zellen darauf plattiert und 25 min unter Zellkultur-Bedingungen inkubiert. Nach
Abwaschen nicht-adharenter Zellen (PBS) wurden die adharierenden Zellen
(Adhasions-Assay, Abb. 9B) mit Mikroskopiemedium (37° C) Uberschichtet und auf
dem Objektiv platziert. Der Fokus wurde auf die Lamellipodien von Zellen mit

mittlerer und ausgeglichener CFP- und YFP-Fluoreszenz justiert.
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Abb. 9. A5-CHO
A Zell-Adhision.

j ; A) A5-CHO ber-
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eten Mikroskopie-
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breiten sich darauf
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B podienbildung aus.
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FLUORESZENZ-LOKALISATION

Konfokale Mikroskopie

Mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) wurden Fluoreszenz-
markierte Proteine mit hoher raumlicher Auflésung lokalisiert und Bewegungen
zeitlich verfolgt (Zeitraffer-Verfahren, ,time-lapse™-Mikroskopie).

Es wurde ein Konfokalmikroskop (TCS-SP2; Objektiv: 63x/N.A.: 1,32; Ol; HCX-PL-
APO-CS; Leica), welches mit 2 Laserlinien (430 nm fir CFP- und 514 nm fur YFP-
Anregung) und einem Anregungs-Strahlteiler (RSP 455 fiir 430 nm und DD458/514
fir 514 nm) ausgestattet war, benutzt. Die Zellen wurden mit einer Abtastrate von
400 Hz gescannt und die Bilder 4-8x gemittelt (,Averaging™). Durch Bewegungen in
den Zellen war haufigeres Mitteln nicht moéglich, ohne an Auflésung zu verlieren.
Die Fluoreszenz-Detektion erfolgte mittels zwei hoch-sensitiven Photomultipliern in
selektiven Wellenlangenbereichen (463-496 nm fur CFP, 549-600 nm flr YFP). Die
Bilder (512x512 Pixel) wurden ins “.tif"-Format konvertiert und hinsichtlich
Kontrast und Helligkeit optimiert [Software: Imagel; National Institutes of Health
(NIH), USA].
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Co-Immunlokalisation von Vinculin, Src-YFP und Csk-CFP

Fir dieses Experiment wurde das SP5-, eine Weiterentwicklung des SP2-
Konfokalmikroskops (Leica) verwendet. Auf Fibrinogen-beschichtete Deckglaser
ausplattierte, Src_wt-YFP/Csk_wt-CFP co-exprimierende Zellen wurden nach 40
min Adhasion gewaschen (2x PBS) und anschlieBend mit 4 % (w/v, in PBS) para-
Formaldehyd (Applichem) fixiert (RT, 10 min). AnschlieBend wurden die Zellen
durch Inkubation in 0,1 % Triton X-100 (w/v, in PBS: 5 min, RT) permeabilisiert,
erneut 3x gewaschen, 1 h geblockt (5 mg/ml BSA in PBS) und fur 1 h (RT)
zunachst mit anti-Vinculin (monoklonaler AK aus Maus, Sigma), dann mit einem
Cy3-konjugierten Sekundar-AK (anti-Maus IgG, Dianova) inkubiert (45 min, RT).
Dann wurde die Co-Immunlokalisation durchgefiihrt. Die Cy3-Anregung erfolgte bei
561 nm, die Detektion bei 582-692 nm. Die CFP-Anregung erfolgte bei 405 nm. Die
sonstigen Einstellungen waren identisch zu den unter ,Konfokale Mikroskopie"

beschriebenen.

TIRF Mikroskopie

Mit dieser Technik wird selektiv die Fluoreszenz nahe der Oberflache aufgenommen,
was Aussagen uber die Proteinlokalisation in der Adhasionsebene erlaubt (Axelrod,
2001). Die Zellen wurden auf spezielle, zuvor mit Fibrinogen beschichtete,
Plastikkammern ausplattiert, auf denen sie normal adharieren kdénnen. Die
verwendeten Kammern besitzen einen sehr dinnen Boden (Dicke: 180 pum), der
aus Plastikmaterial mit zu Glas vergleichbarer optischer Dichte besteht (p-slides,
Ibidi). Dies ist die Voraussetzung flur die TIRF (total internal reflection
fluorescence)-Anregung (Abb. 10). Der Laserstrahl wird dabei Uber das Objektiv im
Grenzwinkel der Totalreflektion auf den Boden der Plastikkammer gerichtet.
Dadurch entsteht ein Anregungsfeld (,evanescent field") in einem Bereich bis zu
150 nm Uuberhalb der Oberflaiche und damit der Adhdsionsebene der
entsprechenden Zellen (selektive Anregung). Somit kénnen Src-YFP und Csk-CFP in
dieser Ebene Uber die Fluoreszenz visualisiert und lokalisiert werden. Die Plastik-
Kammern wurden in speziellen Halterungen auf dem TIRF Objektiv (Fluar 100x;
N.A.: 1,45; Ol; DIC-III; Zeiss) platziert. Das TIRF-Mikroskop besteht aus einem
inversen Mikroskop (Axiovert 200M, Zeiss), welches flr die TIRF-Messungen mit
einem ,imaging slider*-System und einem achromatischen 2-Kanal-
UV/Epifluoreszenz Kondensor No.1 (beide Komponenten von Zeiss) ausgerustet ist.

Die Fluoreszenz-Anregung erfolgte Uber einen Luft-gekihlten Argon-Ionen (Ar*)-
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Laser (2 Linien: 458 nm fir CFP und 514 nm flr YFP). Mittels der Zeiss-Imaging-
Software wurden Bilder auf einer CCD Kamera (AxioCamMR, Zeiss) aufgenommen
(Auflésung: 1388x1040 pixel), ins “.tif"-Format konvertiert und der Kontrast und
die Helligkeit optimiert (ImageJ).

Vergrosserung

Schema

Medium

Grafik: Fluoreszenzanregung
1.0
pil Membian-
2 Region Autofluoreszente
] g (TIRE) Region
= 0.51
g
] i E \
| 4 = \
K 3
& [— Anregung \
o (konventionelles 0.0 T : : ;
Objektiv) 0.0 0.5 1.0 15 2.0
Anregung Z-Position (pm)
(TIRF-Objektiv)

Abb. 10. TIRF Mikroskopie.

TIRF nutzt das Prinzip der Totalreflexion. Im TIRF Objektiv (links, grin) wird der Laserstrahl so
eingekoppelt, dass er im Grenzwinkel der Totalreflektion auf die Oberflache trifft. Dadurch bildet sich
ein elektromagnetisches Oberflachenfeld (,evanescent wave", rechts oben, vergroBerter Ausschnitt)
aus, durch welche nur Fluoreszenzmoleklle oberhalb von ca. 150 nm der Oberflache (Zellmembran-
nahe Regionen) spezifisch angeregt werden. Weiter entfernt liegende Zellregionen, in denen endogen
gebildete Flavine (und damit stérende Autofluoreszenz) vorkommen, werden im Gegensatz zur
konventionellen Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie (Schema, links) nicht angeregt. Rechts: Grafische

Verdeutlichung der Vorteile der TIRF-Anregung.

VISUALISIERUNG VON PROTEIN-INTERAKTIONEN

Protein-Interaktionen wurden mittels FRET mikroskopisch untersucht. Dynamische
FRET-Messungen an lebenden Zellen wurden mit Weitfeld-Mikroskopie (hohe
zeitliche Auflésung) und konfokaler Mikroskopie (sehr gute raumliche Auflésung)
durchgefiihrt. Statische FRET-Messungen wurden an fixierten Zellen mittels

Konfokalmikroskopie durchgefihrt.
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FRET Imaging und —Quantifizierung mit Weitfeld-Mikroskopie

Fir die FRET-Messungen wurde das Zellvorbehandlungs-Protokoll optimiert: Um
Autofluoreszenz, die durch Zell-Stress bei hohen Zelldichten entsteht, zu
vermeiden, wurden die Zellen einen Tag nach Transfektion gesplittet (1:3). Die
Zellen wurden Trypsin-frei geerntet (Ersatz durch Alfazym), um Voraktivierung des
Signalwegs zu umgehen, die aus partiellem Integrin-Verdau entstehen kénnte (dies
kdnnte u.U. falsch-positive FRET-Signale erzeugen).

Ein inverses Mikroskop (Axiovert 200, Zeiss) mit einem PlanApochromat-Objektiv
(63x; N.A.: 1,4; OI) wurde eingesetzt. Es wurden Methoden nach Vilardaga &
Steinmeyer (2005) benutzt (Abb. 11). Das Laserlicht stammte aus zwei Quellen
(Abb. 11A): Die 860 nm-Linie eines verstellbaren Titan-Saphir-Lasers (Mira,
Coherent) wurde durch einen Lithium-Niobat Kristall (CASIX/Linos) Frequenz-
verdoppelt (430 nm) und anschlieBend mittels eines Zweifarben-Spiegels (Chroma
Technology) gefiltert. Diese Linie diente der CFP-Anregung. YFP wurde durch einen
Ar*t-Laser (Innova, Coherent) bei 514 nm angeregt. Uber Einkopplung in
Optikfasern (Thorlabs; , multi-mode" Faser fur 430 nm, single-mode Faser fir 514
nm) wurden die Laserlinien zum Mikroskop geleitet. Die beiden Laserstrahlen
wurden dann an einem Zweifarben-Spiegel (mittlere Wellenlange: 480 nm,
Chroma) vereinigt und so feinjustiert, dass beide Linien auf dieselbe
Anregungsenergie (500 W), dieselbe Position und denselben Anregungs-
Querschnitt  direkt oberhalb des Objektivs haben. Zwischen beiden
Anregungswellenlangen wurde mittels mechanischer Verschlisse (,shutter", LS-
500, nm-Laser-Products) umgeschaltet, so dass nacheinander 2 Fluoreszenz-
Anregungen mit 100 ms Verzdégerung mdglich sind. Das erste im Detektionsweg
befindliche Filtersystem bestand aus einem Zweifarben-Spiegel mit hoher
Reflektivitat im Bereich 425-460 nm sowie 515-530 nm und starker Transmission
bei 460-505 nm und 540-610 nm und einem Emissionsfilter (Chroma) mit hoher
Transmission bei 465-495 nm (CFP-Emission) und 550-610 nm (YFP-Emission). Der
Detektionsstrahl wurde (ber einen Farbkeil (Chroma) in zwei Farbbereiche
aufgetrennt. Die beiden Keil-Oberflachen (1° Neigungswinkel) sind mit zwei
unterschiedlichen Farbbeschichtungen versehen (mittlere Wellenlange: 510 nm),
durch welche je zwei getrennte Bilder in den CFP- und YFP-Emissions-Wellenlangen

zur Kamera reflektiert werden.
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Dies resultiert in zwei aufeinander folgenden Aufnahmen mit je zwei getrennten
Bildern pro Fluorophor. Zur Detektion wurde eine auf -35° C gekuhlte CCD-Kamera
(SPEC-10, 400B TE, Roper Scientific) mit einer Auflésung von 400x1340 Pixel

(PixelgréBe: 20 um) verwendet.

A B Korrektur der FRET Bilder
Korrektur der Roh-YFP und CFP-Bilder auf
. 1) Optisches Durchbluten {,Bleedthrough™
La.ser. . (BT: Bleedthrough, C: CFF, Y:YFF) o)
Ti:Saphir-Laser (frequenzverdoppel 2) Akzeptor-Anregung durch Anregung des Donors
(.direct excitation®, DE)
\ auf 430 nm, eCFP) R P
Ar ITonen-Laser (514 nm, EYFP) Lepwor = Lyrnaz0 - _’_i_S_DE : IYFP,S_ij: - ﬁBT,CY . IcFP,-i_;_a;
- \ / Koa'é': r.‘ r kéfrck} r'r. r
y [Jono'-.-'\r:r:gu:g {2) Dmcr-E:mdfhroL:-;h (1)
Elnkopplung _m 'E':‘:;':'I. ICFF,Ioarr = Icn!.un - :\'_BBT:YC ' I\"FP,Sll.t:
Glasfaseroptik Ty o~ _~
[1al8) Korrektur fir Akzeptor-
f\ Bleedthrough (1)
I-I Zweifarb- | | FRET Effizienz:
V LI Spiegel EFRET = Iyepkor / (Ivrpkore + Terp,kon)

Blende Akusto-optischer C Ultimativer FRET-Nachweis:
Modulator Acceptor Photobleaching
Donor Akzeptor
Linse (
CCD-Kamera-
Chip
Donorkanal
(eCFP-Bild)
Akzeptorkanal
(eYFP-Bild) Keilspiegel
(Zweifarben-
f beschichtung)

Emissionsanstieg des CFP (Donor Dequenching)
nach Photobleichung des Akzeptors

Abb. 11. FRET Effizienz-Messung am Weitfeld-Mikroskop.

A) Aufbau zur Messung von Eger: Die beiden Laserlinien flir CFP- und YFP- Anregung wurden in das
Mikroskop eingekoppelt (je nur eine Linie zur selben Zeit) und Uber einen Zweifarben-Spiegel, welcher
die Anregungslinien zu 100 % reflektiert, auf die Probe geleitet. Emissionslicht von der Probe wird
jedoch durchgelassen, Uber einen Zweifarben-beschichteten Keilspiegel in 2 Fluoreszenz-Bereiche
separiert und in getrennten Kanalen (Kamera-Chip) detektiert. B) Korrekturberechnungen: YFP-Bilder
mussen zweifach, CFP-Bilder einfach von unspezischer Fluoreszenz bereinigt werden, so dass daraus
Errer -Bilder (Formel) errechnet werden kénnen (Néheres s. Methodenteil). C) Kontrollexperiment: Bei
Anwesenheit von FRET sollte nach vollstandiger Photobleichung des FRET-Akzeptors YFP anschlieBend
die Fluoreszenzintensitat des CFP signifikant zunehmen (,Dequenching").

Auf Fibrinogen-beschichteten Deckgldasern adhdarente und oberhalb des Objektivs
fixierte Zellen wurden Uber einen Objektivheizer (37° C) warm gehalten. Die durch
die mechanischen SchlieBer kontrollierte Anregungszeit (100-400 ms) wurde
jeweils so angepasst, dass fur unterschiedliche zellulare CFP- und YFP-Fluoreszenz-
Niveaus kompensiert wurde. Mithilfe eines Programms, welches die
SchlieBvorrichtungen steuert, wurden alle 5 s Uber eine Zeitdauer bis zu 10 min
Fluoreszenz-Bilder (150x150 Pixel) aufgenommen. Diese Bilder wurden dann in

Image] exportiert, um daraus FRET-Bilder zu errechnen.
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Berechnung der FRET-Bilder (Abb. 11B):

FRET-Effizienzen (Egrer) wurden als das Verhdltnis der Gesamt-Intensitat im
Akzeptor-Kanal (YFP) zur Summe der Intensitaten im Akzeptor- und Donor-(CFP)
Kanal bei einer Anregungs-Wellenlange von 430 nm errechnet (Iyep,430, Icrp,430)-

Die Fluoreszenzwerte in den aufgenommenen Bildern mussten zundachst korrigiert
werden (Iyeporr, Icepkorr, S. Abb. 11): Berucksichtigt werden musste das Optische
Durchbluten [,Bleedthrough® (BT) oder ,Crosstalk®] von CFP in den YFP
Detektionskanal (rgr,cv-Icrp,430) und umgekehrt von YFP in den CFP Detektionskanal
(ret,vc Ivep,514) sowie direkte YFP Anregung (,direct excitation®, DE) durch die

gewadhlte Anregungs-Wellenlange (rpe-Ivep 514).

IYFP,korr = IYFP,430 - rDE':[YFP,514 - I"BT,CY']:CFP,43O
ICFP,korr = ICFP,43O - rBT,YC':[YFP,514

EFRET = IYFP,korr/(IYFP,korr + ICFP,korr)

Die BT- und DE-Korrekturfaktoren wurden mit solchen Zellen ermittelt, die YFP-
oder CFP-gekoppelte Konstrukte einzeln exprimieren. Verwendet wurden
SrcK295R-YFP bzw. CskK222R-CFP (beide Kinase-inaktiv), da bei Expression beider
Proteine normale Adhdsion und Lamellipodien-Bildung stattfand.

Die direkte YFP-Anregung bei 430 nm war 3 % des Werts, den man mit 514 nm-
Anregung erhalt (rpe = 0,03), die direkte CFP-Anregung bei 514 nm war dagegen
vernachlassigbar. Bleedthrough von CFP in den YFP-Detektionskanal war 19 %
(ret,cy = 0,19) und von YFP in den CFP-Detektionskanal 12 % (rgryc = 0,12).

Diese BT- und DE-Werte wurden bei der Berechnung aller aufgenommenen FRET-
Bilder berlcksichtigt. Die Hintergrund-Fluoreszenz ohne Laser-Anregung war
vernachlassigbar klein. Weitere Quellen von Fluoreszenz wie von den Zellen v.a.
unter Stress gebildete Flavine (Autofluoreszenz), sowie vom Inkubations-Medium
oder Fibrinogen war ebenfalls gering, sie wurden aber bei allen Berechnungen
bericksichtigt. Niedrige Autofluoreszenz-Werte im relevanten Wellenldangen-Bereich
in dieser Zelllinie wurden bereits durch van Zandvoort et al. (2002) gemessen. Die
Detektionseffizienzen im gewahlten mikroskopischen System waren 7 % (CFP) und
5 % (YFP). Aus den FRET-Einzelbilderserien wurden anschlieBend Videosequenzen
generiert (Imagel), in denen die zeitlichen Veranderungen gut zu erkennen sind.
FRET Kontroll-Messung (Abb. 11C):

Als klassisches FRET Kontroll-Experiment wurden ,Acceptor Photobleaching®-

Messungen (Photobleichen des FRET-Akzeptors YFP) durchgeflihrt. Nach kompletter

44



YFP-Photobleichung (514 nm) in den Lamellipodien von Src_wt-YFP/Csk_wt-CFP-
co-exprimierenden Zellen war anschlieBend ein signifikanter Anstieg der CFP-
Fluoreszenz (430 nm) und eine Verringerung der Egrer-Werte zu beobachten, was

als zusatzlicher Beweis flur die Anwesenheit von FRET gilt.

FRET-Imaging mit konfokaler Mikroskopie

Fir hochaufgeléste Aufnahmen wurde das TCS SP2 Konfokal-Mikroskop von Leica
benutzt. Mittels der ,FRET-sensitized emission wizard® Software (FRET durch
stimulierte Emission), welcher CFP, YFP und FRET Bilder zeilenweise (,line-by-line",
Xia & Liu, 2001) simultan aufnimmt (Anregung: 430 nm, 514 nm) konnten FRET
Aufnahmen generiert werden. Untransfizierte sowie einfach transfizierte A5-CHO
Zellen (s. ,FRET-Imaging mit Weitfeld-Mikroskopie™) wurden als Kontrollen benutzt.
Die Detektions-Kanadle wurden, wie beschrieben (,Konfokale Mikroskopie"),
eingestellt, wobei FRET im Wellenlangenbereich 549-600 nm detektiert wurde. Um
das Signal-Rausch-Verhaltnis (,signal-to-noise ratio“) zu erhdhen, wurden die
Verstarkungswerte (,gain®) der Detektions-Kanadle (Photomultiplier-Réhren)
optimiert. Mit einer Abtastungsrate von 400 Hz und 8x ,Averaging" konnten
Bilderserien mit zeitlichen Abstanden von 25 s aufgenommen werden. Es wurden
18 Bilder (512x512 Pixel) uUber 8 min aufgenommen (,time-lapse®), ins ,.tif"-
Format konvertiert und mit Imagel optimiert. FRET Bilder wurden farbkodiert, um
eine bessere Unterscheidbarkeit der unterschiedlichen Signal-Intensitaten zu
gewahrleisten. Aus den Einzelbilder-Serien wurden anschlieBend mit Image] Videos

(“.avi”-Format) generiert.

FRET-imaging an fixierten Zellen

Auf Fibrinogen-Deckglasern adharierende Zellen, welche Src_wt-YFP und Csk_wt-
CFP co-exprimieren, wurden mit para-Formaldehyd (Applichem) 10 min bei RT
fixiert. Nach mehrmaligem Waschen (PBS) wurde ein Tropfen Aquatex (wassriges
Eindeckmedium, Merck) auf einen Objekttrager (Euromexx) vorgelegt, die Zell-
Seite des Deckglases auf den Tropfen platziert und nach einem Tag mittels

Konfokal-FRET-Mikroskopie analysiert.
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ERGEBNISSE

MARKIERUNG UND EXPRESSION VON SRC UND CSK

Um Interaktionen zwischen Src und Csk mittels FRET-Mikroskopie nachweisen zu
kénnen, mussen beide Proteine fluoreszenzmarkiert werden. Fir Lebendzell-
Beobachtungen gut geeignet und entsprechend haufig angewandt ist die Protein-
Markierung mit CFP (FRET-Donor) und YFP (FRET-Akzeptor).

Es standen uns CFP-markierte Csk Konstrukte zur Verfigung, die in FRET
Untersuchungen bereits erfolgreich eingesetzt wurden (Matsuoka et al., 2004).
Daher lag es nahe, zunachst das ,tagging" von Src mit YFP zu testen. Als YFP
Konstrukt stand das ,super enhanced" YFP (seYFP oder ,Venus") zur Verfligung, ein
auf FRET Untersuchungen optimiertes YFP, bei dem zudem die unerwinschte
Eigenschaft der Homo-Dimerisierung eliminiert ist. Venus ist zudem stabiler gegen
Photobleichen bei starkerer Laseranregung. Da Src N-terminal in der
Plasmamembran verankert ist, wurde die YFP-Markierung an das C-terminale Ende
kloniert. Dem Umstand, dass das Ziel-Tyrosin flr Csk (Src-Tyr529) nahe dem Src-
C-Terminus liegt, wurde dadurch Rechnung getragen, dass ein verlangerter Linker
(14 AS) generiert wurde, der beide Proteine deutlich voneinander abtrennt (Abb.
12A). Neben der Klonierung von Src_wt-YFP wurden auch die Src-Mutanten
SrcK295R (Kinase-inaktiv) und SrcY529F (konstitutiv aktiv, nicht inaktivierbar
durch Csk) mit Venus ligiert (SrcK295R-YFP, SrcY529F-YFP). Alle Src-YFP Proteine

lokalisieren nach Einzeltransfektionen wie erwartet in der Plasmamembran.
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A Abb. 12. Strukturen der
Src-YFP . verwendeten Fusions-
5 o5 proteine.
< g.,q&)» (A) Alle Src-Proteine wurden
© Uy Uber einen 14 AS-Linker C-
© o > @ terminal mit seYFP
-g o '] 2 verbunden. Lys295 und
s T f c g5 Tyr418 (aktivierendes Tyro-
E n n X Z s sin) liegen in der
_ _ Kinasedomane, Tyr529 in der
N Src (533AS) Venus (239ASj C negativ regulatorischen ,tail*
T T T . ) -Region. (B) Csk-Proteine
Linker: wurden am N-Terminus mit
K295Y418 Y529 -EFCRYPSHWRPLET- CFP verkniipft. (C) PTP-1B
B wurde am N-Terminus mit
Csk-CFP Cerulean fusioniert.
I
o N 3
T T k=
n 0 <
N- [CFP (239AS) H | -C
K222
C PTP1B-Cerulean
N- [Cer. (237AS) PTP-1B (436AS) -C

Western Blot Analysen zeigen, dass es sich bei der Expression tatsachlich um Src
(60 kDa) handelt und dass die YFP-Markierung die erwartete Mobilitats-
Verschiebung von 27 kDa verursacht (Src-YFP: 87 kDa, Abb. 13A1). In den A5-CHO
Zellen finden sich nur sehr geringe Mengen an Src, die erst bei langen Film-
Inkubationszeiten sichtbar werden (Abb. 13A2).

In den bereits erwahnten CFP-markierten Csk-Konstrukten war CFP am Csk-N-
Terminus kloniert. Ein Wildtyp Konstrukt Csk-CFP und ein Kinase-inaktives
CskK222R-CFP (kann Src nicht inaktivieren) standen ebenfalls zur Verfligung (Abb.
12B). In Western Blots erscheint Csk bei 43 kDa, Csk-CFP bei 70 kDa (CFP: 27
kDa). Auch Csk wird offensichtlich kaum endogen in A5-CHO gebildet (Abb. 13B).
Nach Co-Transfektion werden sowohl Src-YFP als auch Csk-CFP exprimiert (Abb.
13C). Desweiteren wurde ein Csk_wt-Cerulean aus dem Csk_wt-CFP erfolgreich

kloniert und spater bei den FRET Analysen eingesetzt.
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Abb. 13. Expressionsanalyse.

A5-CHO Zellen wurden mit den einzelnen Src-Konstrukten transfiziert und nach 2 Tagen mittels
Western Blot analysiert. A) Unmarkierte Src Proteine wandern einheitlich bei 60 kDa, YFP-markierte
bei 87 kDa (Al). Src wird endogen nur in sehr geringen Mengen gebildet (A2). (B) Csk-Proteine
wandern bei 43 kDa, CFP-markierte Proteine bei 70 kDa (kein endogenes Csk). Integrin appPs
(nachgewiesen Uber Bs: 95 kDa) ist stark Uberexprimiert (B und C). Nach Co-Transfektion bilden die
Zellen sowohl Src als auch Csk (simultaner Nachweis, C).

Bei einer weiteren Klonierung wurde ein p-Cerulean/PTP1B- aus dem p-
Cerulean/Csk-Konstrukt erfolgreich hergestellt (Abb. 12C; PTP-1B st der
Gegenspieler von Csk in Thrombozyten und dephosphoryliert Src-Tyr529). Im
Western Blot wurde eine korrekte Bande bei 50 kDa detektiert (nicht gezeigt). Nach
Einzeltransfektion in A5-CHO Zellen lokalisiert das Fusionsprotein Cerulean-PTP-1B
im endoplasmatischen Reticulum (E.R., Abb. 14A, vgl. zu 14B). In einer anderen

Arbeit wurde dieselbe Lokalisation fiir PTP-1B-GFP gezeigt (Hernandez et al., 2006).

Abb. 14. Subzelluldare Lokalisation
von Cerulean-PTP1B.

A5-CHO-Zellen wurden mit p-
Cerulean/PTP1B transfiziert und nach 2
Tagen mit Weitfeld-Fluoreszenz-
mikroskopie  (63x) analysiert. Das
Cerulean-PTP1B Fusionsprotein lokalisiert
nicht, wie Cerulean im Zytoplasma (B),
sondern im kernnahen E.R. (A).

A Cerulean-PTP1B B Cerulean
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P-Cerulean/PTP1B fand im Rahmen dieser Arbeit, welche sich ausschlieBlich auf die

Src-Csk Interaktion konzentriert, jedoch keine weitere Verwendung.

UNTERSUCHUNG DER SRC-/CSK-FUSIONSPROTEINE

Abbildung 13C zeigt, dass nach Co-Transfektion Src-YFP und Csk-CFP ungefahr
gleich stark gebildet werden (identisches Ergebnis flr Src/Csk, nicht gezeigt). Dass
das in A5-CHO stark uberexprimierte Integrin ap,Bs von der transienten
Uberexpression von Src und Csk unbeeinflusst bleibt, zeigt Abbildung 13B und C.
Da fiir diese FRET-Untersuchungen ein Uberexpressionsansatz gewéhlt wurde,
stellte sich als nachstes die Frage, welche Src-YFP/Csk-CFP Konzentration in den
relevanten FRET-positiven Zellen vorliegt und ob diese physiologisch ist. Die
tatsachliche Relevanz der FRET-Ergebnisse (verglichen mit humanen
Thrombozyten) muss also bestdtigt werden. Dies geschah durch einen Protein-
Konzentrationsvergleich.

In A5-CHO Zellen, welche eindeutig FRET zeigen (Abb. 18A), wurden die Src-YFP
und Csk-CFP Konzentrationen Uber die Intensitat ihrer Fluoreszenzemission unter
genau bekannten Anregungs- und Mikroskopie-Bedingungen ermittelt (Abb. 15). In
Einzelmolekllstudien mit gereinigten Fluoreszenzproteinen (Harms et al., 2001;
Steinmeyer et al., 2005), durchgeflihrt am identischen Weitfeld-System wie die
FRET Messungen, wurden Fluoreszenzintensitdten einzelner Venus (YFP)- bzw.
Cerulean (CFP)-Proteine bei variablen Anregungsstarken und -zeiten ermittelt.
Durch die bekannten Anregungs-Intensitaten und -Zeiten wurde auf diese Weise
aus den gemessenen Intensitdten auf die Anzahl der fluoreszierenden Proteine
rickgeschlossen. Bei YFP-Anregung mit 514 nm wird Fluoreszenz aus einem
Fokusbereich (Fokustiefe, ,depth of focus") von ~0,4 pm detektiert (numerische
Apertur: 1,4; Refraktionsindex (Ol): 1,515).

Es ergibt sich so (in der Adhasionsebene) ein durchschnittlicher Wert von 1050
Molekilen Src-YFP pro Femtoliter (fl), was einer Konzentration von 2 uM entspricht
(Csk-CFP: 4 uM).

Verglichen mit Thrombozyten (Src-Konzentration von ~26 uM, Abb. 15) ist Src
somit unterreprasentiert. Die Src-Konzentration in Plattchen ist jedoch, verglichen
mit anderen Zellen, aussergewdhnlich hoch (Brown & Cooper, 1996; Thomas &
Brugge, 1997). Daher kann man von einem in etwa physiologischen

Expressionslevel der interagierenden Fusionsproteine Src-YFP und Csk-CFP in
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unserem Zellmodell A5-CHO (und damit von starker Aussagekraft der Ergebnisse

fur Thrombozyten) ausgehen.

A Humane Thrombozyten B A5-CHO FRET Zelle

- Anzahl Integrin o;,,p; Rezeptoren (235 kDa): - Fluoreszenzintensitat von Src-YFP und Csk-CFP
60.000-100.000/Zelle - Fluoreszenz stammt aus einem eng begrenzten
(entspricht 1-2 % (m/m) vom Gesamtprotein, Anregungsvolumen, welches durch die Optik
Gawaz, 2002) vorgegeben ist (Harms et al., 2001;

- Src (60 kDa): Steinmeyer et al., 2005)
0,23-0,4 % (m/m) vom Gesamtprotein (nach
Golden et al., 1986) Src_wt-YFP Csk_wt-CFP

- Die molare Src Konzentration betragt 0,5-

I 120
95
1,5x der des Integrins 70
- Bei gleicher Konzentration (1x, 80.000/Zelle) 4
und ein angenommenes mittleres y
Thrombozyten-Volumen von 5 fl ergibt sich 1

molecules
per
pixel

c (Src) = 26 uM

10 pm

- Mittlere Molekilzahlen (Src-YFP: 43, Csk-CFP: 98) in
einem definierten Anregungsvolumen (1 Pixel
entspricht 0,041 fl) resultieren in den folgenden
Werten:

c(Src-YFP) = 2 pM; c(Csk-CFP) = 4 uM

Abb. 15. Vergleich der Protein-Levels in Thrombozyten und Zellen mit FRET.

A) In humanen Blutplattchen ergibt sich (aus fir Src und Integrin bekannten prozentualen Werten am
Gesamtprotein und aus der Anzahl an Integrin-Rezeptoren) eine Src-Konzentration von 26 pM.

B) Src-YFP und Csk-CFP Konzentrationen in FRET-positiven A5-CHO Zellen: Protein-Konzentrationen
wurden Uber die Intensitat der Fluoreszenzemission unter definierten Anregungsbedingungen
ermittelt. Die Schatzung ergibt fir Src-YFP 2 pM, fir Csk-CFP 4 upM. Somit befinden sich die
Proteinmengen der FRET-Interaktionspartner trotz Uberexpressionsansatz in relevanten A5-CHO
Einzelzellen im physiologischen Bereich.

Da die Integrin-abhangigen Signalprozesse nahe der Membran ablaufen, wurden
als nachstes die Proteinlokalisation auf der Adhdasionsebene (Ebene der
Lamellipodien) mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 16). Im
E.R. gebildetes Src-YFP fand sich in erster Linie punktférmig in der basalen
Membran und an den Zellrdndern (,leading edges"™) der Lamellipodien (Abb. 16A).
Auch Csk-CFP war an den Zellrdndern akkumuliert (Abb. 16B). Das Uberlagerungs-
Bild (,overlay", Abb. 16C) zeigt die partielle Co-Lokalisation (in gelb).

Um noch genauere Aufschlisse Uber Proteinlokalisationen zu bekommen, wurden
dartber hinaus noch TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)-Mikroskopie-
Aufnahmen durchgefihrt (Abb. 16D-E). Mit TIRF wird selektiv ein Bereich von
weniger als 150 nm oberhalb der Glasoberflache des Mikroskopie-Deckglases
angeregt, was erlaubt, ausschlieBlich Proteine in dieser Raumebene zu analysieren.

Wahrend mit YFP-Anregung keine neuen Ergebnisse gefunden wurden (Abb. 16D)
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offenbarten sich bei CFP-Anregung erstaunliche Details: Das Protein akkumuliert
sehr deutlich nahe der Zellrander (in Abstanden zwischen 1-5 ym) (Abb. 16E).

A [ Src-YFP B [l Csk-CFP C Uberlagerung

D grc-YFP E Ccsk-CFP

Abb. 16. Fluoreszenzlokalisation in Src-YFP/Csk-CFP co-exprimierenden Zellen.

A5-CHO Zellen wurden 2 Tage nach Transfektion auf Fibrinogen gebracht und 30 min spater (mit
Fokus auf die Lamellipodien) analysiert. (A-C) Konfokale Fluoreszenzmikroskopie (63x): (A) Src-YFP
lokalisiert in basalen punktformigen Strukturen (griine Pfeile) und an den Zellrandern einiger
Lamellipodien (weiBe Pfeile), wo auch zytoplasmatisches Csk-CFP akkumuliert (B, weiBe Pfeile). (C)
Im Uberlagerungsbild (,overlay®) in der in B) weiB eingerahmten Box ist zudem partielle Co-
Lokalisation in den Punktstrukturen erkennbar. (D-E) TIRF-Mikroskopie (100x): Von der Src-YFP
Lokalisation (Bild D) sind keine weiteren Details erkennbar, jedoch zeigt Bild E deutlich, dass Csk-CFP
in der Peripherie der Adhasionsebene rings um die Zelle herum deutlich akkumuliert.

Es ist somit nachgewiesen, dass sich sowohl Src-YFP als auch Csk-CFP in
Fibrinogen-adharenten Zellen in unmittelbarer N&he zur basalen Membran
befinden, wo auch Integrin appBs an Fibrinogen bindet und der ,outside-in"
Signalweg stattfindet.

Ob Src-YFP Uberhaupt an Integrin bindet wurde mit Co-IP untersucht. Dazu wurden
Zellen, welche Src-YFP/Csk-CFP co-exprimieren, auf Fibrinogen ausgesat, nach 45
min lysiert und anschlieBend eine Co-IP mit einem anti-B;—AK durchgefthrt. Sowohl
Src-YFP als auch Csk-CFP co-immunprazipitieren mit dem Integrinrezeptor (Abb.

17A), ein Resultat, das in derselben Weise auch mit unmarkierten Src/Csk
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gefunden wurde (Abb. 17B). IPs mit Primar-AKs gegen GFP (polyklonal, aus
Kaninchen, #ab6556; Abcam) und Src (Klon H-12, monoklonal, aus Maus, #sc-
5266, Santa Cruz) flihrten zu denselben Ergebnissen, zeigten jedoch im Western
Blot eine geringere Spezifitat.

Dieses Ergebnis zeigt, dass in fibrinogenstimulierten Zellen Src-YFP direkt an
Integrin ampPs bindet und Csk-CFP ebenfalls in diesen Komplex eingebunden ist.
Vergleichbare Ergebnisse mit unmarkierten Proteinen wurden publiziert (Arias-
Salgado et al., 2003; Obergfell et al., 2002).

A IP: B,

Src-YFP

Csk-CFP

Abb. 17. Nachweis der Integrin-Src-Csk Komplexbildung durch Co-IP-Analyse.

Transfizierte Zellen wurden 2 Tage nach Transfektion fliir 45 min auf Fibrinogen aufgebracht und
lysiert. AnschlieBend wurden Co-IPs mit einem Antikérper gegen B3 durchgefihrt. (A) Src-YFP/Csk-
CFP exprimierende Zellen: beide Fusionsproteine werden spezifisch mit B3 co-immunprazipitiert, sind
also in Fibinogen-adharenten Zellen assoziiert mit dem Integrin. (B) Zellen mit Expression von
unmarkiertem Src/Csk: In Zellen, welche Src/Csk bzw. Src/CskK222R bilden, assoziieren beide
Signalproteine mit Bs3. In Zellen, welche SrcY529F/Csk bilden, wurde nur Src immunprazipitiert.

SRC-CSK INTERAKTION IN DEN LAMELLIPODIEN

Ort und Dynamik der Src-Csk-Interaktion kann durch eine FRET-Analyse
beantwortet werden. Fir die FRET-Messung (an einem Weitfeld-Lasermikroskopie-
System) wurden adhdrente Src-YFP/Csk-CFP co-exprimierende Zellen ausgewahlt
(Messung in der Lamellipodien-Ebene). In der anschlieBenden FRET-Berechnung
zeigte sich, dass nur in Zellen mit einem mittleren Expressionslevel von Src-YFP

und Csk-CFP im Verhaltnis von ~1:1 ein positives FRET Signal zu sehen ist.
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Eine typische FRET-Effizienz-Aufnahme (Egrer = 15-30 %) einer adharenten Zelle ist
in Abb. 18A zu sehen. Das Falschfarbenbild zeigt, dass FRET vor allem an den
Zellrandern auftritt und dort ein wesentlich héherer Erer-Wert als weiter innerhalb
der Adhasionsebene gemessen wird. Dies legt nahe, dass die Src-Csk Interaktion

madglicherweise eng mit der Zellausbreitung verbunden ist.

A FRET B FRET (konfokal)
Fibrinogen BSA

EFRET
(%)
-30
-25
-20
-15

C FRET (konfokal), nach Zellfixierung
Src-YFP Csk-CFP FRET

Abb. 18. Lokalisation der Src-YFP - Csk-CFP Proteininteraktionen durch FRET-Mikroskopie.
Die Zellen wurden 2 Tage nach Transfektion auf Fibrinogen gebracht und nach 30 min analysiert. (A)
Weitfeld-FRET-Mikroskopie (63x): Die FRET-Effizienz (Errer)- Werte (15-30 %) sind nicht gleichmaBig
verteilt, sondern finden sich vor allem in wachsenden Zellrdandern der Lamellipodien (A1, rote Pfeile).
FRET ist Fibrinogen-spezifisch und in unstimulierten Zellen (nicht adhdrent auf BSA, A2) wesentlich
niedriger. (B) Konfokale FRET-Mikroskopie (63x): FRET akkumuliert teilweise entlang der Zellrénder
(rote Pfeile), ist aber auch in punktféormigen Strukturen weiter Zell-einwarts (griine Pfeile) zu finden.
(C) Auch nach Zellfixierung (4 % para-Formaldehyd) ist die Src-YFP/Csk-CFP-Lokalisation sowie die
FRET-Verteilung noch eindeutig erkennbar (rechts, konfokale Mikroskopie, 63x).

Um die Anwesenheit von FRET zu bestatigen, wurde ein unabhangiges klassisches
+~Acceptor Photobleaching™ Kontrollexperiment durchgeflihrt. Dazu wird nach einer
abgeschlossenen FRET-Bilderserie das YFP (FRET-Akzeptor) komplett ausgeblichen.
In der darauffolgenden FRET-Messung zeigte sich dann ein ca. 10 %-iger Anstieg
der Intensitat von CFP, ein eindeutiger Nachweis, dass FRET urspriinglich

tatsachlich vorhanden war.
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DYNAMISCHER ABLAUF DER SRC-CSK-INTERAKTION

FRET kann auch konfokalmikroskopisch gemessen werden (sensitized emission
FRET, s. ,Materialien und Methoden™). In den resultierenden Bildern (Abb. 18B) ist
der hohe unspezifische Fluoreszenz-Hintergrund herausgerechnet, wodurch die
FRET-Signale wesentlich feiner aufgelést werden. Es ist besonders deutlich zu
sehen, dass Src-YFP und Csk-CFP an den Zellrandern der Lamellipodien
interagieren (18B, weiBe Box und rote Pfeile). Darliberhinaus zeigt sich, dass FRET
Signale nicht nur an den Zellrandern, sondern auch in punktférmigen Strukturen
weiter innerhalb der Adh&sionsebene lokalisiert sind (Abb. 18B, grine Pfeile).
Vergleichbare Ergebnisse wurden auch nach Fixierung der Zellen mit para-
Formaldehyd (Abb. 18C) erzielt.

Dass es sich dabei um Fokalkomplexe handelt, zeigen Co-Immunfarbungen, in
denen Src-YFP und Csk-CFP mit dem Fokalkontaktmarker Vinculin co-lokalisieren
(Abb. 19).

Weisslicht Src-YFP Csk-CFP Vinculin/Cy3-Farbung

b \

it 2

Abb. 19. Nachweis der Lokalisation von Src-YFP/Csk-CFP in den Fokalpunkten.
Src-YFP/Csk-CFP co-exprimierende Zellen wurden nach 40 min Adhasion mit para-Formaldehyd (4 %)
fixiert, permeabilisiert und mit einem Vinculin-spezifischen AK/Cy3-markierten Sekundar-AK gefarbt.
Im Bereich des ausgewahlten Lamellipodiums (links, weiBe Box) wird deutlich, dass Src-YFP, Csk-CFP
und Vinculin (Marker flr Fokaladhasionspunkte) in den Fokalkontakten co-lokalisieren. Konfokale
Fluoreszenzmikroskopie (63x).

Welche Bedeutung die FRET-Akkumulation an den Zellréandern hat wird anhand
einer anderen Zelle mit starkem FRET Signal deutlich (Abb. 20A). In der Bilderserie
(alle 50 s) ist eine starke, sehr schnelle Formveranderung eines groBen
Lamellipodiums zu sehen. Nach aussen zeigende blaue Pfeile markieren lokale
Regionen des Wachstums (,protrusion“), nach innen gerichtete rote Pfeile zeigen

Bereiche des Ruckzugs (,retraction™). Es ist deutlich eine starke Korrelation
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zwischen FRET an der Zellrandern und ,retraction® sowie zwischen FRET-
Abwesenheit und ,protrusion® zu erkennen. Wahrend Src-Csk Interaktion an den
Zellrandern das Wachstum offenbar verhindert (oder den Lamellipodien-Rickzug
bewirkt) erlaubt die Abwesenheit von Src-Csk-Komplexen (zum Beispiel durch
Abtransport nach innen und Verlagerung in die Fokalpunkte) die
Lamellipodienexpansion (,,protrusion™).

Zeitliche Veranderungen der FRET-Lokalisation wurden in ,time-lapse®-Aufnahmen
(alle 5 s) am Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop untersucht (Abb. 20B). In den
Aufnahmen ist eine Art Welle zu sehen, die sich vom Zellrand aus nach innen
bewegt, wahrend die Spitze des Lamellipodiums nach vorne wachst. Dies wird
besonders in den WeiBllicht-Bildern deutlich, die die zeitliche Wanderung von Src-
YFP zeigen. Wie aus Abb. 21 hervorgeht bewegt sich diese Welle mit einer
Geschwindigkeit von ~90 nm/s fort und deutet auf einen aktiven Transport hin.
Raumlich besser aufgeldst sind die Bilder vom konfokalen Setup in Abb. 20C (alle
25 s). Zunachst akkumulieren FRET-Signale entlang des Zellrands eines
Lamellipodiums (rote Pfeile, 0 s). Kurze Zeit spater (25-50 s) wandern die FRET-
Komplexe nach innen (weiBe Pfeile), wahrend das Lamellipodium nach vorne
wachst (blaue Pfeile). SchlieBlich fragmentieren die zusammenhdangenden FRET-
Signale (weiBe Pfeile, 75 s) und lagert sich um zu punktférmigen Strukturen (grine
Pfeile, 100 s). Zu diesem Zeitpunkt (ca. 2 min) beginnt der Prozess von Neuem mit

der FRET-Signal-Akkumulation an den Zellrandern (rote Pfeile).
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Abb. 20. Visualisierung der Zeitabhangigkeit von FRET.

Mit Src-YFP/Csk-CFP co-transfizierte Zellen (2 Tage nach Transfektion) wurden nach 30 min auf
Fibrinogen mit ,time-lapse™-FRET-Mikroskopie untersucht (A und C: konfokal; B: Weitfeld, je 63x). (A)
zeigt eine Zelle mit starken FRET Signalen in einem sehr aktiven Lamellipodium. In den
Wachstumsregionen (blaue Pfeile) ist das FRET Signal fast verschwunden, wahrend es dort stark
akkumuliert, wo sich das Lamellipodium zurlckzieht. (B) Zelle von Abb. 18A1l: Im markierten
Lamellipodium wandert eine FRET-"Welle" schnell in der Adhasionsebene von der Peripherie nach
innen (weiBe Pfeile, vgl. zur Src-YFP Sequenz). (C) Mobilitdt der FRET-Komplexe im Detail: Nach
initialem Auftreten am Lamellipodienrand bewegt sich das FRET-Signal charakteristisch nach innen zu
Fokaladhasionspunkten. Ablaufe wiederholen sich in regelmaBigen Abstanden von ~2 min.
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Verteilung Fluoreszenz-Intensitdten
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Abb. 21. Bestimmung der Geschwindigkeit der FRET-Wanderung.

Ermittlung der Fortpflanzungs-Geschwindigkeit des FRET-Signals in Abb. 20B: Die Bewegung wurde
entlang einer Achse langs durch das betreffende Lamellipodium analysiert (Nullpunkt:
Lamellipodienspitze), was auf Pixelebene einer Diagonalbewegung des Signals nach links oben
entspricht. Im gewahlten optischen Aufbau entspricht eine Pixeldiagonale auf Zellebene einer Distanz
von 0,45 um (links). Binnen 20 s (Bilderfolge: 5 s) schreitet die ,FRET-Welle" 4 Pixeldiagonalen voran,
was einer realen Geschwindigkeit von ~90 nm/s entspricht. Rechts: Zeitabhdngige Pixelintensitaten
entlang der x-Achse: Die Intensitats-Minima und -Maxima markieren eine in der Zelle nach innen
wandernde , Signalwelle".

Den dynamischen Relokalisationen liegen Reorganisationen des Aktin-Zytoskeletts
zugrunde, welches mit dem Integrin verknupft ist.

Ob die FRET-Signale membrangebunden sind (z.B. Uber das Integrin) oder sich im
Zytoplasma befinden wurde durch fraktionierte Auftrennung (Ultrazentrifugation)
der Src-YFP/Csk-CFP co-exprimierenden Zellen nach 45 min auf Fibrinogen in
Zytosol und Membran untersucht. Die Resultate waren nicht eindeutig und zeigten,
dass Src-YFP nicht exklusiv membrangebunden vorlag, sondern auch im
Zytoplasma zu finden war. Wahrscheinlich sind die Ergebnisse auf Zellen in der
heterogenen Population zurlickzufiihren, die nur einzeltransfiziert sind und Src-YFP

stark im Zytosol Uberexprimieren.
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SRC-YFP PHOSPHORYLIERUNG DURCH CSK-CFP

Die bisherigen Beobachtungen mit Src-YFP und Csk-CFP sprechen dafiir, dass die
Markierung die Proteinfunktion nicht merklich beeinflusst. Direkt messbar ist ein
solcher Effekt aber letztlich nur Uber einen biochemischen Assay. Ob Src-YFP
effektiv Fibrinogen-abhangig aktiviert werden kann wurde in einem ersten Assay
Uber die Messung der Src-vermittelten Phosphorylierung von Syk, einem der ersten
Substrate von aktivierter Src-Kinase, mittels anti-Syk und anti-Phosphotyrosin-AKs
getestet. Es konnte jedoch keine eindeutige und reproduzierbare Anderung der
Syk-Phosphorylierung gemessen werden, weswegen dieser experimentelle Ansatz
aufgegeben wurde.

In der Folge wurde ein direkterer Ansatz, die Untersuchung der Src-Tyr529-
Phosphorylierung, gewahlt. Da die FRET-Analyse zwar Interaktionen zwischen Src-
YFP und Csk-CFP visualisieren, jedoch nicht klaren konnte, ob es in den Zellen auch
tatsachlich zur Src-Inaktivierung (Phosphorylierung von Src-Tyr529) kommt, zeigt
die zeitabhangige Phosphorylierung von Src-pTyr529 gleichzeitig, ob Src-YFP von
Csk-CFP inaktiviert werden kann.

Es wurden Zellen, welche Src und Csk co-exprimieren auf Fibrinogen plattiert und
nach definierten Zeitpunkten (20, 30, 45 min) lysiert. Parallel wurden Zellen
unmittelbar nach der Prainkubationsphase (0 min, Referenz 1) und nach 45 min auf
BSA lysiert (keine Stimulation, Referenz 2). In Western Blots wurde jeweils die
absolute Src-Menge (Gesamt-Src) und die Menge an Src-pTyr529 (,inaktiv") und
Src-pTyr418 (,aktiv") detektiert und mittels kalibrierter Densitometrie quantifiziert
(Abb. 22).
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Abb. 22. Biochemischer Nachweis der Src-Phosphorylierung durch Csk.

A5-CHO Zellen wurden 2 Tage nach Transfektion auf Fibrinogen gebracht und zu unterschiedlichen
Zeiten lysiert. Die Fibrinogen-abhangige Src-Phosphorylierung wurde in den Lysaten mit phospho-
spezifischen Antikdérpern gegen Src-pTyr529 und Src-pTyr418 sowie Gesamt-Src in Western Blots
nachgewiesen und mittels Densitometrie quantifiziert. (A-C) Expression von Src/Csk: Zwischen 20 und
45 min kommt es zu ansteigender Src-Tyr529 Phosphorylierung (A, C). Die Src-Praaktivierung ist ein
Artefakt des experimentellen Ansatzes und tritt auch in Src einzeltransfizierten Zellen auf (B). In
Kontrollzellen (D) ohne bzw. mit Kinase-inaktivem Csk kommt es zu keinem Anstieg von Src-pTyr529,
die Tyr529-Phosphorylierung ist also Csk-spezifisch.

Wahrend sich die Src-Phosphorylierung in der Referenz nicht andert sieht man
einen spezifischen Anstieg an Src-pTyr529 sowie einen parallelen Abfall bei Src-
pTyr418 (Abb. 22A und C). Vergleichbare Resultate wurden erzielt mit Zellen, die
die markierten Varianten Src-YFP/Csk-CFP co-exprimierten.

Die hohe (Src-pTyr418)
wahrscheinlich von solchen Zellen der Population,

Praaktivierung Referenz-Zellen

in den stammt
die nur das Src Konstrukt
exprimierten (ohne negativ regulierendes Csk), da dasselbe Phanomen auch bei
nur mit Src transfizierten Zellen auftrat (Abb. 22B).

In Kontrollexperimenten (Abb. 22D) wurden Zellen, welche nur Src bzw. Src und
CskK222R (Kinase-inaktiv) exprimieren, verwendet. In keiner der beiden Zellen war
ein Anstieg der Src-Tyr529 Phosphorylierung nachweisbar. Dies zeigt, dass keine

endogene Src-Tyr529 Kinaseaktivitat in den Zellen vorhanden ist und tatsachlich
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nur die Csk-Kinasefunktion (welche in CskK222R ausgeschaltet ist) flr den
spezifischen Anstieg der Src-Tyr529 Phosphorylierung in den Wildtyp-Zellen
verantwortlich ist. Allerdings war auch kein messbarer Anstieg der Src-Tyr418
Phosphorylierung zu sehen, was sich aber dadurch erkléren lasst, dass die Src-
Aktivierung an die negative Kontrolle durch Csk gekoppelt ist. Eine genauere
Analyse dieser Zusammenhdnge ist mit dem gewdahlten experimentellen Ansatz
aber leider nicht mdglich.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass es wahrend der Adhasion an
Fibrinogen in den Zellen zur Phosphorylierung von Src-Tyr529 durch Csk kommt. Es
ist also wahrscheinlich, dass es an den mit FRET nachgewiesenen Orten der Src-Csk

Interaktion auch tatsachlich zur spezifischen Src Inaktivierung durch Csk kommt.

BEDEUTUNG VON SRC-TYR529 FUR DIE ZELLADHASION

Um weitere Einblicke in die Prozesse der Src-Inaktivierung durch Csk wahrend
Fibrinogen-Adhasion zu erhalten wurden mutierte Src und Csk Konstrukte
eingesetzt. Es wurden Zellen verwendet, die SrcY529F-YFP (konstitutiv aktiv)
zusammen mit Csk-CFP co-exprimieren (keine Inaktivierung durch Csk). Diese
Zellen zeigen nach der Transfektion sehr starke Proliferation in Kultur und
tendieren zur Ablésung vom Boden der Kulturschale. Auf Fibrinogen adharieren sie
nicht oder nur sehr schwach unter Bildung einer kleinen Adhasionsflache (Abb.
23A-G), in der sich vorzugsweise SrcY529F-YFP in groBen unférmigen Strukturen
ansammelt (Abb. 23A, vgl. zu B und C). Die Zellen bilden auBerdem blasenartige
Auswichse (Abb. 23D und E; engl.: ,membrane blebs"), die, wie Abbildung 23E
zeigt, von konstitutiv aktivem SrcY529F-YFP verursacht werden und sich auch in
der Abwesenheit von Csk-CFP bilden (Src-YFP allein verursacht keine ,membrane
blebs", Abb. 23F). Konfokale FRET-Aufnahmen dieser Zellen zeigen, dass kaum
Protein-Interaktionen zwischen SrcY529F-YFP und Csk-CFP auftreten, insbesondere
nicht in der Membran (Abb. 23D, wie in Zellen mit Src-YFP/Csk-CFP, vgl. zu Abb.
8B). In einer FRET-Bilderserie (Abb. 23G) wird deutlich, dass sich die ,membrane
blebs" sehr schnell bilden und wieder verschwinden und an allen Stellen der

Zelloberflache entstehen kénnen.
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100 s 125 s

Abb. 23. Effekt der Expression von SrcY529F-YFP/Csk-CFP.

Die Zellen wurden 2 Tage nach Transfektion auf Fibrinogen gebracht (A-D und G: konfokale, E und F:
Weitfeld-Mikroskopie; je 63x). Die Zellen adhéarieren nur leicht auf Fibrinogen ohne Lamellipodien-
Bildung. SrcY529F-YFP clustert stark in Punkten innerhalb der Adhasionsflache. Die Zellen bilden
Membranblasen (D), deren Bildung auf konstitutive Src-Aktivierung und nicht etwa auf Csk-Expression
zurickzufihren ist (Blasenbildung in E, nicht aber in F). Die Blasen wachsen sehr schnell und
unkontrolliert in wechselnden Zell-Regionen (G, weiBe Pfeile). FRET-Werte in der Zellmembran sind
sehr gering (D und G).

Eine anti-Bs Co-IP (Abb. 7B) bestatigt den FRET-Befund dahingehend, dass zwar
SrcY529F-YFP, nicht aber Csk-CFP mit Bs co-immunprazipitiert. Csk-CFP bindet

demnach in Abwesenheit von Tyrosin 529 nicht mehr an Src.
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CSK-KINASE: BEDEUTUNG FUR DIE LAMELLIPODIENFUNKTION

In einem weiteren Kontrollexperiment wurden Zellen verwendet, die Src-YFP und
CskK222R-CFP (Kinase-inaktiv) co-exprimieren und in denen einmal aktiviertes Src
nicht mehr effektiv durch Csk inaktiviert werden kann. Nach der Transfektion
verhalten sich die Zellen wie Wildtyp-Zellen (Expression von Src-YFP/Csk-CFP).
Nach Ausplattieren auf Fibrinogen adharieren sie und breiten sich effektiv aus, bei
genauerem Hinsehen erkennt man allerdings (Abb. 24A bis D), dass sie keine
normal strukturierten, sondern nur noch flachige Lamellipodien mit spitz
zulaufenden Ra@ndern bilden (Abb. 24A und B). Src-YFP lokalisiert normal (Abb.
24A, vgl. zu Abb. 16A), wahrend CskK222R fast ausschlieBlich in den Spitzen,
kaum dagegen in den restlichen Bereichen der Lamellipodien vorhanden ist (Abb.
24B). AuBerdem treten eine Vielzahl an Filopodien oder Mikrospikes auf (Abb. 24A
und C, weil3e Pfeile).

Konfokale FRET Aufnahmen machen deutlich, dass Src-YFP und CskK222R
miteinander interagieren (Abb. 24D, dasselbe Ergebnis liefert die IP, Abb. 17B). Die
FRET-Protein-Komplexe umgeben die Zelle wie einen Ring und wandern scheinbar
nicht, wie bei Wildtyp-Zellen, weiter nach innen. Auch sind kaum FRET-Signale in
den Fokalkontakten zu sehen. Dies wird bestatigt durch entsprechende FRET-
Videosequenzen (nicht gezeigt), in denen die FRET-Signale raumlich statisch
bleiben. Desweiteren charakteristisch ist eine stetige Zellausbreitung und das
Auswachsen kleiner Membranbereiche, in denen keine FRET Signale auftreten. Die
CskK222R-Mutation hat damit im Wesentlichen Auswirkungen auf die Bildung der

Zellrander sowie auf Lamellipodien-Struktur und -Wachstum.

A [ Src-YFpP B BCskk222R-CFP [C Uberlagerung |[D FRET

Abb. 24. Effekt der Expression von Src-YFP/CskK222R-CFP.

Die Zellen wurden wie in Abb. 23 erlautert behandelt und mit konfokaler Mikroskopie (63x) analysiert.
Die Zellen adharieren und breiten sich effektiv aus, zeigen aber Veranderungen in den Lamellipodien
[,Mikrospikes" (weiBe Pfeile in A, spitze Réander in B) und flachige Lamellipodien (weiBe Klammern in
D)]. CskK222R zeigt Misslokalisation in den Lamellipodien (B, roter Pfeil). FRET-Signale sind messbar,
zeigen jedoch eine abnorme Lokalisation und Dynamik.
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DISKUSSION

Integrin ,outside-in" Signalwege beeinflussen eine Vielzahl zelluldarer Reaktionen,
unter anderem Zytoskelett-Umlagerungen (Reorganisationen), welche der
Lamellipodien- und Fokalkontakte-Bildung und -Funktion zugrunde liegen. Als
Schalterprotein reguliert die Tyrosinkinase Src Signale vom Integrin zum
Zytoskelett (Felsenfeld et al., 1999). Die Rolle von Src im Plattchen-spezifischen
Integrin anyBs ,outside-in®™ Signalweg wurde in den letzten Jahren intensiv erforscht
(Woodside et al., 2001; Obergfell et al., 2001 & 2002; Buensuceso et al., 2003;
Arias-Salgado et al., 2003 & 2005).

Da die negative Regulierung von Src in Thrombozyten nur von Csk gesteuert wird,
eignet sich das Studium der Plattchen-spezifischen Src-Inaktivierung ideal zur
genaueren Analyse der Regulation der Integrin-abhangigen Zytoskelett-
Reorganisation. In dieser Arbeit gelang es, ein FRET-System zu generieren, welches
Src-Csk Interaktionen im Plattchen-spezifischen a3 Signalweg sichtbar macht.

Die wesentlichen Beobachtungen waren:

(a) Src wird an den Zellréandern neu gebildeter Lamellipodien durch Csk
inaktiviert.

(b) Dabei gebildete Src-Csk-Komplexe finden sich nur wahrend des
Lamellipodien-Rlckzuges, nicht wahrend des Wachstums.

(c) Durch Fortbewegung der Komplexe von den Zellrdndern nach innen
startet das Lamellipodien-Wachstum. Die Komplexe bewegen sich in
der basalen Lamellipodienmembran zu Fokaladhdsionen, welche in der
gesamten Adhasionsebene lokalisieren.

(d) Spezifische Src- und Csk-Mutationen verhindern diesen geordneten
Ablauf und geben Einblicke in die Regulation von Zelladhasion,

Zellausbreitung und Src-Csk-Interaktion.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse spiegeln die eigene Publikation im

Jornal of Biological Chemistry wieder (Vielreicher et al., 2007).
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ANSATZE ZUR VISUALISIERUNG DER SRC-AKTIVIERUNG

In den letzten Jahren wurde durch Verbesserung der Techniken zur Visualisierung
von Protein-Protein-Interaktionen in lebenden Zellen immer neue Erkenntnisse Uber
zellulére Signalprozesse gewonnen. Dabei wurden vielerlei Ansatze getestet wie die
Entwicklung von Sensormoleklilen, welche madglichst spezifisch stimulierbar sein
mussen und deren Reaktion eindeutig messbar sein muss. Beispiele flir solche
FRET-sensitive Sensoren sind der Ca®*-, der cAMP- und der cGMP- Sensor. Diese
eignen sich fiir die Beobachtung von Konzentrations-Anderungen kleiner
Signalmolekdlle (,second messengers"), da ihre Bindung hinreichend starke und
durch FRET detektierbare Konformationsanderungen im Sensormolekll nach sich
ziehen.

Es wurden aber auch Sensoren entwickelt, deren strukturelle Anderungen durch
spezifische Phosphorylierung einer internen Ziel-Sequenz (,target sequence")
ausgeldst wird. Ein Beispiel daflr ist der von Wang et al. (2005) entwickelte Src-
Sensor, der es ermdglicht, spezifisch den durch Src-Kinase katalysierten
Phosphorylierungs-Prozess sichtbar zu machen. In HUVEC-Zellen wurden durch
Integrin-vermittelte Zytoskelett-Stimulation (Bindung Fibronectin beschichteter
».microbeads") Orte mit Src-Aktivitat visualisiert. Die Src-Aktivierung ereignete sich
zum einen proximal an der Stimulationsstelle, sie wurden aber auch - vermittelt
durch das Aktin-Zytoskelett - auf distal gelegene Membran-Regionen Ubertragen,
wo sie sich charakteristisch wellenférmig fortpflanzte. Die Ergebnisse sind im
Wesentlichen: (a) Integrin-Clusterbildung fuhrt direkt zur Src-Aktivierung (FRET-
Signale an der Kontaktstelle des ,microbead"), (b) Zellspannung (durch
Kraftaustibung auf das Zytoskelett) kann ebenfalls Src-Aktivierung stimulieren und
(c) Src-Aktivierung kann sich entlang der Membran fortpflanzen, mglw. durch
trans-Autoaktivierung benachbarter Moleklle. Aus der Wang-Studie kann jedoch
keine Aussage Uber die Src-Inaktivierung abgeleitet werden.

Wie der Src-Regulator Csk aktiviert wird wurde von Matsuoka et al. (2004)
untersucht. Die Autoren nutzten sowohl einen Einzelmolekul-FRET-Indikator, als
auch einen Ansatz der FRET-Messung durch Protein-Protein-Interaktion, um die
Csk-Cbp (Csk-Bindeprotein, Csk-Aktivator) Interaktion zu visualisieren. Durch Src-
vermittelte Aktivierung von Cbp kommt es zur Rekrutierung und Aktivierung von
Csk. Die Src-Inaktivierung erfolgt jedoch erst im darauffolgenden Schritt und wurde

nicht gezeigt.
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Trotz der groBen Relevanz existierte bislang keine Methode, um die Src-
Inaktivierung bzw. inaktivierte Src-Kinase in lebenden Zellen zu studieren, obwohl
sich beim Ubergang von der aktiven hin zur inaktiven Src-Form die Konformation
stark andert (offen-gestreckt hin zu geschlossen-kompakt), was eine gute
Voraussetzung flr ein Sensormolekll ware. Ein Problem stellt jedoch die Membran-
Verankerung des Proteins dar, so dass Src nur an einem Ende fluoreszenzmarkiert
werden kann. Eine BiFC-Messung analog des Ansatzes von de Virgilio et al. (2004)
ware sicher mdglich, jedoch hat diese Technik die bereits angesprochenen
Nachteile. Eine Mdéglichkeit dennoch Informationen Uber die Src-Inaktivierung zu
gewinnen, ware die Anwendung Phosphotyrosin-529 spezifischer Antikérper in
Immunfluoreszenz-Messungen, also mit fixierten Zellen. Diese Messungen sind
jedoch schwierig, da Phosphotyrosin-529 in inaktiver Src-Kinase fest von der Src-

SH2-Domane gebunden wird und schwer zuganglich ist.

FRET-NACHWEIS DER SRC-CSK-INTERAKTION

Die eleganteste und zugleich am wenigsten mit natlrlichen Protein-Protein-
Interaktionen interferierende Methode zur Visualisierung der Src-Inaktivierung ist
die FRET-Messung zwischen Src-YFP und Csk-CFP (Vielreicher et al., 2007).

Die A5-CHO Zellen, welche den humanen Fibrinogen-Rezeptor in seiner
funktionellen Form Uberexprimieren, bilden nur sehr geringe endogene Mengen an
Src und Csk und sind sehr gut fir die mikroskopische FRET-Messung geeignet, da
sie nur sehr geringe Autofluoreszenz im gelben Bereich, in welchem FRET detektiert
wird, aufweisen und ausreichend groB und wenig empfindlich sind. Mit den Zellen
wurden in der Vergangenheit viele Reaktionen der Plattchen-spezifischen
Signalwege untersucht und es hat sich gezeigt, dass sie als Modellzellen flr die
Untersuchung des ampBs ,outside-in“-Signalwegs und der Lamellipodien- und
Fokalkontakte-Funktion sehr gut geeignet sind.

Die gewahlte Art der Protein-Markierung (CFP/YFP, YFP C-terminal an Src) hatte,
wie gezeigt, keine erkennbaren negativen Effekte, weder auf die Expression, noch
auf die Lokalisation der Fusionsproteine: Src-YFP-Proteine lokalisieren in der
Plasmamembran, Csk-CFP-Proteine im Cytosol. Analog lokalisierten bei Fibrinogen-
Adhasion Src-YFP- und Csk-CFP- in den Fokalkontakten wie die Co-Lokalisation mit
Vinculin und die TIRF-Mikroskopie zeigt (gleiches gilt fir Src und Csk; Yeatman,
2004).
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Die Fluoreszenz-Markierung hat auch keinen nennenswerten Einfluss auf die Src-
und Csk-Assoziation mit dem Integrin-Rezeptor, wie die IP-Ergebnisse
demonstrieren. Bestatigt wird dies durch die Mikroskopie, wo sich Src-YFP- und
Csk-CFP- sowie FRET-Signale an den Zellrandern ausbilden, wo es nach Shattil
(2005) durch Fibrinogen-Bindung zur starken Integrin-Clusterbildung kommt.
Abgesehen vom Lokalisationsverhalten scheinen die Fluoreszenz-,Tags" auch die
Src-Phosphorylierung an Tyr529 nicht wesentlich zu behindern. Die zeitabhangigen
Phosphorylierungs-Assays zeigen einen Csk-spezifischen prozentualen Anstieg der
Menge an Src_pTyr529 wahrend der Adhdsion der Zellen und sind ein starkes
Argument daflr, dass in den mit FRET detektierten Src-Csk-Proteininteraktionen es
auch tatsachlich zur Src-Inaktivierung (also zur Phosphorylierung) kommen kann.
Weitere Argumente liefern die FRET-Ergebnisse bei Expression der Mutanten, denn
dort treten trotz Austausch nur einer einzigen Aminosaure (SrcY529F, CskK222R)
voOllig unterschiedliche FRET-Verteilungen, -Dynamiken und auch -Intensitaten auf.

Die in den Weitfeld-Mikroskopie-Untersuchungen
ermittelten Errer-Werte bewegen sich im normalen Bereich flr intermolekulares
FRET zwischen CFP- und YFP-markierten Proteinen. Egger tritt Fibrinogen-spezifisch
(Vergleich zur BSA-Kontrolle) an den Zellrandern aktiver Lamellipodien auf (kein
FRET nach vollstandiger Zell-Ausbreitung), ein eindeutiger Hinweis auf die
Bedeutung dieser Reaktion flr die Lamellipodienfunktion. Werden mutierte Proteine
co-exprimiert, so werden entweder gar keine Lamellipodien gebildet (SrcY529F)
bzw. die Lamellipodienausbildung und die koordinierte Funktion ist gestort
(CskK222R).

MECHANISMUS DER SRC-INAKTIVIERUNG DURCH CSK

Aufgrund der sehr hohen Selektivitat und Bedeutung wurde die Src-Inaktivierung
durch Csk bereits langer in in-vitro Experimenten studiert. Erst klrzlich konnten
Lieser et al. (2005 und 2006) und Wong et al. (2005) die Kinetik dieser Reaktion
genauer aufklaren. Ihre Ergebnisse legen nahe, dass es sich um einen sehr
schnellen, bevorzugten und spezifischen Mechanismus mit biphasischem Charakter
handelt (Abb. 25). Im ersten Schritt erfolgt die Csk-Bindung Uber die SH2-Domane
(Csk-Src). Dieser Schritt steuert die Src-Erkennung. Im zweiten Schritt erfolgt die
schnelle Phosphorylierung von Tyrosin 529 im C-terminalen Ende des Src-Proteins
(Csk-P-Src) durch einen Klammermechanismus (,,chemical clamping“), wodurch Src

und Csk chemisch aneinander gebunden sind. Erst danach geht die
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Phosphorylierung vollstandig auf Src Uber und die Proteine dissoziieren (Csk + p-
Src).

I .
T EE‘“F!‘T:Q (Phosphorylierung)
Freie
Energie
AAG

Cek + Src = Cek-Src = Cek-P-Src — Csk + P-Brc

>

Reaktionskoordinate

Abb. 25. Kinetik der Src-Phosphorylierung durch Csk.
Schema zum Ablauf der biphasischen Phosphorylierung, basierend auf Ergebnissen mit Kinase-
inaktivem Src (Abbildung verandert, nach: Lieser et al., 2005). Die Src-Csk-Komplexbildung (Csk ‘Src)
ist relativ instabil (hoher Wert der freien Energie), dennoch kann Src durch Csk mittels eines
hocheffektiven und sehr schnellen ,chemical clamping"-Schrittes effektiv erkannt und phosphoryliert
werden. Nachfolgend kommt es zur Abdissoziation von Csk.

Auf diesen Reaktions-Ablauf wird bei der Diskussion der FRET-Ergebnisse mit den
Mutanten SrcY529F (konstitutiv aktiv) und CskK222R (Kinase-inaktiv)
zurlickgegriffen.

ABLAUF DER SRC-INAKTIVIERUNG IM aypB3-SIGNALWEG

In Src_wt-YFP/Csk_wt-CFP co-exprimierenden Zellen sind in Abstédnden von 1-2
min entlang der Zellrander aktiver Lamellipodien starke FRET-Signale zu sehen.
Shattil (2005) nimmt an, dass es an den Zellrdndern der Lamellipodien durch die
Bindung von Fibrinogen zur Clusterbildung von Integrin anpBs Rezeptoren kommt,
welche zur Autoaktivierung assoziierter Src Kinasen flhrt. Dadurch wird der
Lsoutside-in" Signalweg initiiert. Begriindet wird dies hauptsachlich durch Ergebnisse
von de Virgilio et al. (2004). In von dieser Gruppe publizierten Videosequenzen,
welche allerdings nur eine geringe zeitliche Auflésung (1 Bild pro Minute) besitzen
zeigt sich, dass sich Src-Bs- und Src-Syk-Interaktionen (BiFC-Signale) periodisch an
den Zellréandern formieren.

Die hier beobachteten Src-Csk FRET-Komplexe zeigen jedoch, dass der Signalweg
an den Zellrdandern auch wieder abgeschaltet wird. Die Interaktionen traten bei
Lamellipodienrickzug, nicht jedoch bei Wachstum auf. Dies lasst vermuten, dass

die Src-Csk Interaktion die Lamellipodien-Bewegung Uuber die Steuerung des
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Zytoskeletts bestimmt, wobei Src-Csk-Assoziation (Src-Inaktivierung, FRET) zu
Inhibition des Wachstums (,,retraction™) und Csk-Dissoziation (Src-Aktivierung, kein
FRET) zu Wachstum (,,protrusion™) flihrt.

Unterstltzt wird diese These durch Beobachtungen bei Wang et al. (2005). Dort
fihrt die Src-Aktivierungs-Wanderwelle bei Erreichen des Zellrands zu einem
deutlich sichtbaren, lokal beschrankten Lamellipodien-Vorschub. Die Src-
Aktivierungs-Fortpflanzung entlang der Membran kann im Ubrigen durch Src-trans-
Autophosphorylierung (Shattil, 2004) erklart werden. Mdglicherweise spielt dies
auch bei der amnpBs-vermittelten Adhasion eine Rolle. Wie die Src-Aktivierung genau
ablauft sollte durch Verwendung des Src-Sensors (Wang et al., 2005) aufgeklart
werden. Leider wurde uns das entsprechende Konstrukt jedoch nicht zur Verfiigung
gestelit.

Aus den Videosequenzen von de Virgilio et al. (2004) geht hervor, dass die Src-Bs-
und Src-Syk-Interaktionen nach wenigen Minuten nach innen wandern, so dass
angenommen werden muss, dass das Integrin selbst in Verbindung mit Src (und
dieses zusammen mit Syk) entlang der Lamellipodienbasis (basale Membran) nach
innen transportiert wird.

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass auch Src periodisch inaktiviert wird und dann
nach innen wandert. Die hohe Wanderungsgeschwindigkeit der Src-Csk-Komplexe
(~90 nm/s) lasst auf einen aktiven, Zytoskelett-vermittelten Transport schlieBen.
Da Fokalkontakte (,focal complexes™) auf Integrin-Clusterbildung basieren, fur die
Erlangung voller Stabilitat aber erst reifen miuissen (,Fokaladhasionen®, ,focal
adhesions"), kann angenommen werden, dass sich die ,Fokalkomplexe™ an den
Zellrandern bilden, diese dann aber durch das Zytoskelett innerhalb der Membran
mobil sind. Erst weiter innen in der Region der Lamellen reifen die Fokalkontakte
dann aus und werden sessil. Mit Konfokalmikroskopie gemessene FRET-Signhale
fanden sich sowohl an den Zellréandern als auch in den Fokaladhdsionen. Dies
stimmt mit dem Befund Uberein, dass Src und Csk in stabilen Fokalkontakten co-
lokalisieren (Yeatman, 2004).

Der mdgliche Ablauf in den Lamellipodien kann damit folgendermalBen
zusammengefasst werden (Vielreicher et al., 2007): Nach einer kurzer Periode der
Src-Aktivierung (und Signalweg zum Aktin-Zytoskelett) an den Zellrdndern wird Csk
rekrutiert, welches Src hochspezifisch und schnell inaktiviert und an Src bindet.
Dieser Schritt beendet auch die Aktinfilament-Polymerisation, was schlieBlich zum

Wachstums-Stopp bzw. Rlckzug der Lamellipodien flihrt. AnschlieBend werden

68



Integrin-Src-Csk Komplexe (die mdéglicherweise auch Syk enthalten) nach innen
gezogen. Dies kann an den Zellrdandern durch neue Fibrinogen-Bindung zur
erneuten Integrin-Aktivierung und Lamellipodien-Wachstum (durch Aktinfilament-

Polymerisation) fuhren.

EFFEKT DER SrcY529F-MUTATION

Das SrcY529F Protein hat eine deutlich erhdhte Kinaseaktivitat und ist nicht mehr
regulierbar durch Csk (Yeatman, 2004). Zellen, die SrcY529F-YFP/Csk-CFP co-
exprimieren zeigen abnorm strukturierte und verteilte Fokalkontakte (in denen Csk
kaum zu finden ist) und sind nicht fahig, sich geordnet auf Fibrinogen auszubreiten.
Dies stimmt mit den Betrachtungen von Yeatman (2004) lberein, nach denen
stabile Fokalkontakte nur bei Anwesenheit von Csk und Inaktivierbarkeit von Src
madglich sind. Die permanente Src-Aktivierung verhindert die Ausbildung stabiler
Fokalkontakte  moglicherweise direkt durch Beeinflussung der stabilen
Ligandenbindung des Integrins. Die starke Src-Lokalisation in den deformierten
Fokalkontakten kommt mdglicherweise durch von SrcY529F durch Phosphorylierung
anderer Tyrosinkinasen und Cytoskelett-Adapterproteine bewirkter verstarkter
Blndelung von Aktin-Filamenten zustande.

Der durch Src regulierte Signalweg zum Zytoskelett fuhrt bei Expression von
SrcY529F zur starken Zytoskelett-Hyperaktivierung. Eine Folge ist die Ausbildung
von Membranblasen (,membrane blebs"), denen Veranderungen des kortikalen
Zytoskeletts zugrunde liegen, wie Charras et al. (2006) herausfand. Die
Unkoordiniertheit und Dynamik dieser Membranblasenbildung zeigt deutlich die
Auswirkungen ungebremster Src-Aktivitat.

Es zeigt sich kein (oder deutlich verringertes) FRET, was anzeigt, dass SrcY529F
und Csk offenbar nicht interagieren kdénnen. Dies steht im Einklang mit dem durch
Lieser et al. (2005) vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus, nachdem eine Src-

Csk Interaktion ohne Src-Phosphorylierung nur schwer méglich ist (Abb. 25).

EFFEKT DER CskK222R-MUTATION

Die Effekte der Kinasemutante CskK222R zeigen sich in anderer Weise. Obwohl
diese Mutante Src nicht oder nur verringert inaktivieren kann, sind die Zellen zu
effektiver Adhasion und Ausbreitung befdhigt und breiten sich sogar noch flachiger
als normal aus, was flr die bevorzugte Ausbildung starker Fokalkontakte spricht.

Bis einschlieBlich der Lamellen (die an die Lamellipodien angrenzende innere
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Zellregion; Small & Resch, 2005) ahneln die Zellen vollstandig den Wildtyp-Zellen,
in der Peripherie jedoch sind deutliche Unterschiede sichtbar. In den Lamellipodien
ist CskK222R in sehr viel geringerer Menge vorhanden. Dies spricht zum einen flr
eine Lokalisierungs-Rolle der Csk-Kinasefunktion, zum anderen beleuchtet dieser
Befund aber auch die Unterschiedlichkeit dieser beiden Regionen. Denkbar ist, dass
Fluoreszenz-Unterschiede von besonders flach ausgepragten Lamellipodien
verursacht sind oder aber es existiert eine molekulare Ursache - infrage kommt
z.B. das anders strukturierte Zytoskelett in den Lamellen, verglichen mit den
Lamellipodien.

Der Zellrand ist nicht in mehrere Lappen unterteilt, sondern weist eine einzelne
sehr breite Membranfront auf. Die fehlende oder reduzierte Fahigkeit zur
Inaktivierung von Src fuhrt an den Zellrandern zu konstantem Migrationsverhalten
(jedoch keine Netto-Migration der Zelle), was schlieBlich die ausgebreitete flache
Zell-Morphologie bedingt.

Die Ansammlungen der FRET-Komplexe umranden den gesamten Zellrand wie ein
Saum, was nur bedeuten kann, dass der Einwarts-Transport Uber das Zytoskelett
nicht ablaufen kann. Mdgliche Ursache ware, dass CskK222R zwar effektiv an Src
bindet, da es dieses aber nicht inaktivieren (phosphorylieren) und anschliessend
abdissoziieren kann, bleibt Src in der aktiven Konformation und kann seine
Substrate phosphorylieren. Nach dem von Lieser et al. (2005) vorgeschlagenen
Reaktionsmodell sollte ohne Src-Phosphorylierung eine Src-Csk Interaktion (FRET)
- analog SrcY529F-Csk - kaum mdéglich sein. Offenbar spielen bei Interaktion von

Src mit CskK222R noch weitere Prozesse eine Rolle.

AUSBLICK

Die Ergebnisse zusammenfassend kann resumiert werden: Unser intermolekularer
FRET-Ansatz agiert als sensitiver allgemeiner Reporter der Src-Inaktivierung in
lebenden Zellen. Die Csk-vermittelte Src-Regulation im Plattchen-spezifischen a3
Signalweg ist detailliert beschrieben worden und liefert die Grundlage seiner
Regulation. Das FRET-Sensor-System liefert ein Werkzeug, um sowohl die
Inaktivierung von Src in anderen Integrin-Signalwegen wie dem ayBs Signhalweg
(z.B. Endothelzellen) oder anderen Nicht-Integrin-Signalwegen. Ferner sollte das
System auch auf das Studium der Inaktivierung weiterer SFKs in B;- und [,-
Integrin- sowie anderen Rezeptor-vermittelten Signalwegen erweitert werden

kdnnen.
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ABKURZUNGEN

Abb. Abbildung

AK Antikorper

Amp. Ampicillin (Antibiotikum)

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar (base pair)

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

BT optisches Durchbluten (Bleedthrough, “Cross-talk”)

CFP cyan fluoreszierendes Protein (cyan fluorescent protein)

CHO chinese hamster ovary - Zelllinie

Csk C-terminale Src Kinase

DE Direkte Fluoreszenzanregung (direct excitation)

DMEM Dulbecco ' s modifiziertes Eagle ' s-Medium (flir adharente Zellen)
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxy-Ribonukleinsaure

dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphat

ECL verstarkte Chemilumineszenz (enhanced chemiluminescence)
ECM extrazellulare Matrix

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

(Komplexbildner zweiwertiger Ionen wie Ca®* und Mg?*)
Errer FRET-Effizienz

FAK Fokale-Adhdsionen-Kinase (focal adhesion kinase)

FBS fotales Rinderserum (fetal bovine serum)

fl Femtoliter [10° | = 1 (um)?]

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

g Gramm, g-Zahl (Erdbeschleunigung)

GFP grun fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein)

GP Glykoprotein

h Stunde (hour)

HRP Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase,
Chemilumineszenz-Enzym

IgG Immunglobulin G

IP Immunprazipitation

kb Kilobase

Kan. Kanamycin (Antibiotikum)

kDa Kilo-Dalton (entspricht 1000 g/mol))

I Liter

M molar (g/mol)

min Minute

N.A. numerische Apertur (eines Objektivs)

ODyxx optische Dichte bei A = xxx nm (logarithmisches MaB3 der
Lichtabsorption)

PBS Phosphat-gepufferte physiologische Salzlésung
(phosphate buffered saline)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

Pfu hitzestabile DNA-Polymerase fir PCR

PRR Prolin-reiche Region (proline-rich region)

PTP Protein-Tyrosin Phosphatase

RIPA Radioimmunprazipitationassay-Lysepuffer (flir eukaryotische Zellen)
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rpm
RT

S
seFRET
SH
SDS
PAGE
SFK

t

TBS
TIRF

Tris

UN
uv
\%

W
wt
YFP
Q

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
Raumtemperatur

Sekunde

FRET durch stimulierte Emission (sensitized emission FRET)
Src-Homologiedoméane (z.B. SH2, SH3-Domane)
Natrium-Dodecyl-sulfat (sodium dodecyl sulphate)
Poly-Acrylamid-Gel-Elektrophorese

Protein aus der Familie der Src Kinasen (Src family kinase)
Zeit (time)

Tris-gepufferte Salzlésung (Tris-buffered saline)
Fluoreszenzanregung nach dem Prinzip der internen Totalreflexion
(total internal reflection fluorescence)
Tris-(hydroxymethyl-) aminomethan

(chemisch inerte physiologische Puffersubstanz)

Uber Nacht

Ultraviolett-Strahlung

Volumen (volume)

Gewicht (weight)

Wildtyp

gelb fluoreszierendes Protein (yellow fluorescent protein)
Ohm (Widerstand)

GroBen-Einheiten

TO ST 3IXRZ

Mega- (10°)
Kilo- (10%)
milli- (107)
mikro- (107°)
nano- (107°)
pico- (1071?)
femto- (1071°)

L-Aminosauren (proteinogene)

Alanin (A, Ala) Methionin (M, Met)
Cystein (C, Cys) Asparagin (N, Asn)
Aspartat (D, Asp) Prolin (P, Pro)
Glutamat (E, Glu) Glutamin (Q, GIn)
Phenylalanin (F, Phe) Arginin (R, Arg)
Glycin (G, Gly) Serin (S, Ser)
Histidin (H, His) Threonin (T, Thr)
Isoleucin (I, Ile) Valin (V, Val)
Lysin (K, Lys) Tryptophan (W, Trp)
Leucin (L, Leu) Tyrosin (Y, Tyr)
DNA-Basen

Adenin (A)

Guanin (G)

Thymin (T)

Cytosin (C)
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