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1. Zusammenfassung

Im Jahr 2012 verstarben laut statistischem Bundesz48.217 Menschen in
Deutschland an Krankheiten des Herz- und Kreisiestésns. Mit 40,2 % der Todesfalle
stellen also ischdmische Herzkrankheiten zusamnmiezarebrovaskularen Erkrankungen
in Deutschland die Haupttodesursache dar. Alleenctironisch ischamische Herzkrankheit
(stabile Angina pectori} bedingt 8,2 % aller Todesfalle in Deutschland ietegt damit
den ersten Platz in der Statistik der Todesursachioht gefolgt vom akuten
Myokardinfarkt mit 6,0 % auf dem zweiten Platz. Auffem befindet sich noch der
gefurchtete Schlaganfall mit 2,3 % unter den zebafigsten Todesursachen. Hoffnung
machen die seit 2003 stabil — wenn auch nur leichicklaufigen Zahlen der Todesfélle
durch Erkrankungen des Herz-/Kreislaufsystems.iéhtevird diese erfreuliche Tatsache
unter anderem durch potente und sichere antithroetdbe Therapien. Fur die Entwicklung
neuer antithrombotisch wirksamer Medikamente westéndig neue so genanntargets
gesucht, die als Angriffspunkte fir diese Antikoagien dienen kdnnten.

Bei der Thrombozytenaktivierung regulieren RhoGHPas die notigen
Zytoskelettveranderungen [Tomar und Schlaepfer9R(Die Aktivitat von RhoGTPasen
wird von RhoGAPs (RhoGTPase activating proteinshegativ beeinflusst. Nadrin ist ein
RhoGAP, das eine zentrale Rolle bei der Exozytos&leuronen spielt [Haradet al,
2000]. AuRerdem ist Nadrin bekanntermal3en bei dgphologischen Differenzierung von
Astrozyten beteiligt, ein Prozess, bei dem die gen@egulierung von RhoA wichtig ist
[Kobayashiet al, 2013]. In dieser Arbeit stellte ich daher die difpese auf, dass Nadrin
in Thrombozyten bei der Regulierung RhoGTPase-uezltgr Zytoskelettveranderungen
eine essentielle Rolle spielt und daher fir diewkoklung neuer antithrombozytarer
Medikamente ein interessantdgarget' sein konnte.

Der erste Teil dieser Arbeit befasste sich mit dBi@chweis von Nadrin in
Thrombozyten und der Isolierung zweier Nadrin Isofen aus mMRNA muriner
Thrombozyten. Diese Nadrin WT cDNA wurde anschlref3enutiert. Es wurde die BAR-
Doméne der beiden Nadrin Varianten Nadrin2 und Maddeletiert. Weiterhin wurden
zwei vielversprechende Tyrosinphosphorylierungksteiutiert. Der zweite Teil meiner
Arbeit befasste sich mit der Charakterisierung iderersten Teil gewonnenen nativen
Nadrin WT Isoformen im Hinblick auf die RhoGTPasend Zytoskelettveranderungen.
Hier konnten klar Isoform-spezifische Funktionermr d&adrin Varianten gezeigt werden.
Ferner konnte bei der Untersuchung der NadhiBAR-Mutanten eine eindeutige,



Zusammenfassung 2

regulatorische Funktion der BAR-Domane gezeigt werdim letzten Kapitel meiner
Arbeit wurde eine aktivierungsabhanige Tyrosinplmasplierung Nadrins in
Thrombozyten  demonstriert.  Konsistent mit diesem fuBé& konnte die
aktivierungsabhéngige Interaktion von Nadrin mitc-Bamilie Tyrosinkinasen gezeigt
werden. Zuletzt zeigte die Analyse der Nadrin Phosnutanten, dass die Regulation von
Nadrin durch Tyrosinphosphorylierung klar Isoforfvhdngig ist. Zusammengenommen
tragt meine Arbeit also einen grof3en Schritt zurssbeen Verstandnis des interessanten,

streng regulierten RhoGAPs Nadrin bei.
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2. Einleitung

2. 1. Hamostase — physiologische und pathophysgibg Betrachtung

2. 1. 1. Blutstillung

Thrombozyten sind fur die lebenswichtige Hamostaseantwortlich. Nur durch
diesen Vorgang kann ein tddlicher Blutverlust baiee GefalRverletzung verhindert
werden, aber gleichzeitig normaler Blutfluss imtlieken Kreislauf gewahrleistet werden.
Bereits Mitte des neunzehnten Jahrhunderts befagsteRudolf Virchow mit den ersten
Details der physiologischen Blutstillung [Virchow856], fur die unzahlige, geschickt
verzahnte und genau kontrollierte Ablaufe notwersiigl.

Die Hamostase kann in mehrere Schritte eingetaliden. Im ersten Schritt wird
nach einer Gefaldverletzung zunachst das Strukteipr&ollagen exponiert, das sich im
intakten Gefald im Extrazellularraum — also absd#s flieRenden Bluts — befindet. Sobald
allerdings Blut mit dem durch eine Gefal3verletztirgggelegten Kollagen in Bertihrung
kommt, wird die Hamostase eingeleitet [Gateal, 2011]. Zunachst kommt unter hohen
Scherraten, wie sie in Arterien und Arteriolen vamrkmen, im Rahmen der primaren
Hamostase die initiale Bindung tber den Thrombomperflachenrezeptor GPIb-IX-V an
immobilisierten von Willebrand Faktor (VWF) zustanflLi et al, 2010; Ruggeret al,
2007]. Diese erste Bindung der Thrombozyten wiethering (engl., Anheften) genannt
und reicht fur eine feste Anlagerung nicht aus fMiandtet al, 2003]. Vermutlich werden
dadurch die Thrombozyten nur verlangsamt, was allefrden” Thrombozyten fuhrt.

Den zweiten Schritt der Hamostase bildet die Throzgten- und
Integrinaktivierung. Die Bindung der Thrombozyten beii den
Thrombozytenoberflachenrezeptor GPVI (Glykopro¥éij an Kollagen [Nieswandtt al,
2001] dient nicht der Adhasion, sondern der Thromgtenaktivierung. Die resultierende
Integrinaktivierung und die Sekretion vosecond wave(engl., zweite Welle) Mediatoren
veranlassen nun eine stabile Anhaftung der Throgtboz Abbildung 2.1). Die
Integrinaktivierung beinhaltet, dass diese heteneden integralen Membranproteiderch
eine Konformationsanderung von einem inaktiven a@ndtmit geringer Affinitat in den

aktiven Zustand mit sehr hoher Affinitat far das bSwat
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Abbildung 2.1: Die Thrombozytenaktivierung an einer GeféaRverlegzunitiale Thrombozytenbindung an

immobilisierten VWF (,tethering®). Integrinaktiviemg und autokrine Sekretion von ,second wave*
Mediatoren (Tx4 ADP, etc.). Rekrutierung weiterer Thrombozytes dem Blutstrom. GP Glykoprotein,
ECM extrazellulare Matrix, VWF von Willebrand FaktdxA, Thromboxan A Fg Fibrinogen [Offermanns,
Circulation Research 2006]

uberfihrt werden. Hierbei handelt es sich um saagetes inside-out signalingund als
Resultat bindet nun das aktivierte Integab33 Fibronectin und immobilisierten VWF
[Varga-Szaboet al, 2008], Kollagen bindet mit hoher Affinitat an égrin a2p1
[Nieswandtet al, 2003] und weitere Integrine binden an Fibronectid Laminin. Als
Verstarkungsmechanismus werden dsecond waveMediatoren wie Thromboxan A
(TxA2) und ADP (Adenosindiphosphat) sezerniert und Thriomwird an der
Thrombozytenoberflache gebildet. All diese Mediatowirken tber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCRs, englG, protein-coupled receptor$“und verstarken ihre eigene
Bildung in einem positiven Ruckkoppelungsmechansnj@ffermanns, 2006]. Nun
werden neue Thrombozyten aus dem Blut gebundermmittels TxA, und ADP aktiviert.
Schliel3lich werden die Thrombozyten untereinandechl Bindung von Fibrinogen und
VWF an das aktivierte Integriallbf33 vernetzt und der Thrombus wachst [Offermanns,
2006; Varga-Szabet al, 2008; Nieswandeét al, 2003].
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2. 1. 2. Thrombozyten in der Entstehung von arteriéer Thrombose

Neben der uberlebenswichtigen physiologischen Heamesspielen Thrombozyten
allerdings auch die Hauptrolle bei der Entstehustgehsbedrohlicher Erkrankungen wie
Schlaganfall und Herzinfarkt. Auch wenn keine Gegiletzung an sich vorliegt, sondern
die GefalRwand einen rupturierten atherosklerotis¢laque aufweist [Yla-Herttua&t al,
2011], werden Thrombozyten aktiviert und die Fokgen Thrombusbildung bis hin zur
Okklusion des betroffenen Gefalies sein [Penal, 2005; Reiningeet al, 2010] (siehe
Abbildung 2.J. Die dadurch bedingte Unterversorgung mit Blutd ufolglich mit

Sauerstoff fuhrt zur Ischamie, bzw. je nach Graduderversorgung sogar zum Infarkt.

rupture

Abbildung 2.2 Entstehung von Thrombose als Folge einer Plagotenu Erst bildet sich der so genannte
.weille Thrombus®, der hauptséachlich aus Thromboayiesteht. AnschlieBend folgt der ,rote Thrombus*,

der reich an Fibrin und Blutzellen ist. (verdndegch Jackson et al., Nature Medicine 2011)

Neben einer gesunden Lebensweise, die unter andkdeperliche Betatigung,
ausgewogene Ernahrung und Verzicht auf Zigarettah Alkohol beinhaltet, kann eine
Sekundarpravention durch antithrombozytare Thersgaigfinden. Gangige Empfehlungen
sind hier MRDs (engl. modified-release_dipyrimadolg* ASS (Acetylsalicylsdure) und
Clopidogrel — allein oder in Kombination. Nachtdieser etablierten antithrombozytaren
Therapien ist jedoch das steigende Blutungsristkee¢nhalghet al, 2011]. Aus diesem
Grund ist es wichtig an neuen Angriffspunkten figthere antithrombozytare Therapien zu

forschen.
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2. 2. Signaltranduktion der Thrombozytenaktivierung

2. 2. 1. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) thrombozyten

Etwa ein Drittel aller Medikamente auf dem Weltntagkeift an den G-Protein
(Guaninnukleotid-bindendes Protein)-gekoppelteneReren (GPCRs) an [Overingt@n
al., 2006], denn GPCRs sind an den verschiedenstaralBiggen beteiligt [Cabrera-Vera
et al, 2003]. So gehdren auch einige der wichtigsteroifimozytenoberflachenrezeptoren
zur Klasse der GPCRs: PAR1 und PAR4 (enpgtotease-activated receptarProtease-
aktivierter Rezeptor), sowie die purinergen Rezepto P2Y, und P2Y, Bei
Agonistenbindung an den GPCR wird eine Signalkaskgestartet, die im ersten Schritt
auf der Aktivierung der namensgebenden G-Protegnerh Abbildung 2.3.

Agonist

Signal

Abbildung 2.3:Aktivierung von G-Proteinen an GPCR&ch Agonistenbindung an den GPCR, wird &s
Heterotrimer zusammen mit den katalytisch inaktideereinheiten @By mit GTP beladen. By dissoziiert
anschlieBend vom G-Protein-Komplex und-GTP {bernimmt die Signalweiterleitung an die jdigen
Effektorproteine. [Li et al., Nature 2002]

Nach bisherigem Verstandnis der G-Proteine istnaktiven Zustand GDP an deren
a-Untereinheit gebunden. Nach Agonistenbindung an@BCR wird nun der Austausch
von GDP zu GTP unterstitzt. Diese Katalyse bendtigt Anwesenheit dep- und y-
Untereinheiten [Smrckat al, 2008]. GTP-gebundenesaGkann nun verschiedenste
Effektorproteine aktivieren [Offermanns, 2006]. Ggé&bundenes &3 wird z. B. durch
Thromboxan A2-Bindung an die Protease-aktivierteazdptoren gebildet und flhrt zur
Aktivierung von pl15RhoGEF @uanine nucleotide exchange factpr‘engl.,
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Guaninnukleotidaustauschfaktor). Dies resultiertlie8lich in der Aktivierung der
RhoGTPase RhoA, die nun in ihrem GTP-gebundenertaddsEffektorproteine wie
ROCK (Rho-assoziierte Kinase) stimulieren kann §hstt al, 2013]. ROCK vermittelt
ihrerseits Uber Phosphorylierung von LIMKL{(M domain kinase) [Ohashiet al, 2000]
die Inaktivierung des Aktin-bindenden und -depolysierenden Faktors Cofilin durch
Phosphorylierung [Maekawat al, 1999]. So wird der Abbau filamentbésen Aktins
verhindert und das bestehende F-Aktin-Zytosketatiibsiert.

2. 2. 2. RhoGTPasen regulieren Zytoskelettverandengen in Thrombozyten

RhoGTPasen unterscheiden sich nur gering von deiPi@Gteinen: RhoGTPasen
konnen wie G-Proteine auch GTP binden, allerdiraddt fden kleinen GTPasen der Rho
Familie die katalytische Doméane um die Umsetzung W@WIP zu GDP effizient zu
vollziehen. Diese Tatsache erklart auch deren ger@rof3e von nur etwa 21 kDa [Aslain
al., 2013] (im Vergleich @4 = 42 kDa, @13 = 44 kDa). Es existieren etwa 20 Mitglieder
der Rho Familie GTPasen [Rogt al, 2011]. RhoGTPasen kommen in jeder
eukaryotischen Zelle vor [Jafig al, 2005] und sind bekanntermal3en bei der Regulation
von Zytoskelettveranderungen beteiligt. Die drechtigsten RhoGTPasen, die in dieser
Arbeit behandelt wurden, sind Cdc4z€]l division control proteimd2 homolog), Racl
(,Ras-related C3 botulinum toxin substratg und RhoA (Jransforming protein RhoA*

Cdc42

Cdc42 wurde inSaccharomyces cerevisiads ein Protein entdeckt, das fir die
Zellpolaritat verantwortlich ist [Johnsast al, 1990]. Alsbald wurde gezeigt, dass Cdc42
auch die Filopodienbildung in Fibroblasten reguligfobeset al, 1995]. Abbildung 2.4
zeigt einen Uberblick uber die Cdc42-vermitteltenign@lkaskaden, die zur
Aktinpolymerisierung und zum Aktinumbau und somiir ZFilopodienbildung fuhren.

Cdc42 ist also in verschiedenen Zellarten ein tgeln Vermittler der Filopodienbildung,
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Abbildung 2.4: Cdc42-vermittelte Filopodienbildungiktives (GTP-gebundenes) Cdc42 kann an WASP
(,Wiskott-Aldrich syndrome protein“) und IRSp53 igulin-receptor substrate p53“) binden und hat durc
beide Interaktionen die Aktivierung von ARP2/3 (jaaelated protein 2/3 complex”) zur Folge. Das
indirekt aktivierte ARP2/3 sowie das direkt durciRsgebundenes Cdc42 aktivierte mDia2 (,mammalian
diaphanous-2“) fuhrt zur Verzweigung und Elongatiam filamentdsen Aktinstressfasern. Im rechteni@we
ist dargestellt, wie Cdc42 die Serin/Threonin-Kied®AK (,p21-activated kinase") aktiviert und so LKV
(,LIM domain kinase") das Protein Cofilin deaktivie was zur Verminderung der Aktindepolymerisierung

fuhrt. [Verdndert nach Heasman und Ridley, Natue®iBws, Molecular Cell Biology, 2008]

indem aktives Cdc42 WASP \iskott-Aldrich syndrome proteih‘{Carlier et al, 1999]
und IRSp53 (insulin-receptor substrate p53“[Lim et al, 2008] bindet und so die
Aktivierung von ARP2/3 (actin-related protein 2/3 compleX‘initiiert. Die zeitgleiche
Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase PAKpR1l-activated kinasg“und LIMK (,LIM
domain kinase) deaktiviert das Protein Cofilin durch Phosphawgling und vermindert die
periphere Aktindepolymerisierung [Heasmanal, 2008]. Es werden stabile Filopodien
gebildet.
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Neuere Untersuchungen mit Thrombozyten konditian@tic42- knockout-Méause
zeigten jedoch, dass Cdc42 in Thrombozyten nichtdig@ korrekte Filopodienbildung
essentiell ist [Pleinest al, 2010]. Filopodienbildung kann auch durch eine emad
RhoGTPase - Rif @ho in filopodia®) - vermittelt werden [Pellegriat al, 2005].

Neben der fur Cdc42 typischen Filopodienbildundgddt42 auch bei der Exozytose
von Vesikeln beteiligt [Malacombet al, 2006 Haradaet al, 2000} In Thrombozyten ist
Cdc42 (25K GTP-binding protein* seit 1989 bekannt [Polaket al, 1989] und auch
dessen Regulation durch GAPs (GTPase-aktivieremdiiRe) wurde fir Thrombozyten
gezeigt [Haret al, 1991].

Racl

Auch wenn Cdc42 und Racl die Bildung recht unteesitither Zellprotrusionen
vermitteln, so beeinflussen beide die Aktinpolyraetiung durch die Aktivierung von
ARP2/3. Die wichtigsten Racl-induzierten Signalwedes zur Lamellipodienbildung
fuhren, sind inAbbildung 2.5 dargestellt. Im Fall von Racl wird durch aktiv€sTP-
gebundenes Racl jedoch ein Proteinkomplex namen¥BAKomplex gebunden und
hierbei bindet Racl nicht direkt an das im Kompbeteiligte, namensgebende WAVE
(, Wiskott-Aldrich syndrome protein family verproliorholog®) [Stradalet al, 2004; Miki
et al, 2003]. Im WAVE-Komplex ist ein Racl-Effektorprate beteiligt, Sra-1
(,specifically Racl-associated proteinyl“Uber das nach heutigem Wissensstand die
Signaltransduktion Rac® Sra-1 / WAVE- Komplex> ARP2/3 stattfindet [Steffen et al.,
2004; Wuet al, 2012]. Neben ARP2/3 wird auch mDia2 durch cRaaktiviert

[Lammers etal, 2008] und fuhrt zur verstarkten pee@n Aktinpolymerisierung.
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Abbildung 2.5:Racl vermittelt Lamellipodienbildungktives (GTP-gebundenes) Racl kann an den WAVE-
Komplex (,Wiskott-Aldrich syndrome protein familgrgrolin homolog“) binden und aktiviert so indirekt
ARP2/3 (,actin-related protein 2/3 complex®). Akgpialymerisierung kann durch Racl auch Uber mDia2
(;mammalian diaphanous-2“) stimuliert werden (MixteBeide Interaktionen fihren zur Nukleation und
schliellich Verzweigung bestehender Aktinstresgfasen rechten Zweig ist dargestellt, wie Racl die
Serin/Threonin-Kinase PAK (,p2l-activated kinasektiviert und so LIMK (,LIM domain kinase") das
Protein Cofilin deaktiviert, was zur VerminderungrdAktindepolymerisierung fuhrt. [Verdndert nach

Heasman und Ridley, Nature Reviews, Molecular Bielogy, 2008]

Wie auch Cdc42 aktiviert Racl neben der verstarli&&tinpolymerisierung auch die
Inhibierung der Aktindepolymerisierung. Uber PAKduhiMK wird Cofilin gehemmt und
der F-Aktin-Abbau vermindert [Heasmahal, 2008].

Die Unterfamilie der RacGTPasen besteht aus dretrétern: Racl, Rac2 und
Rac3, wobei nur Racl in Thrombozyten exprimier{idtCarty et al, 2005; Aslaret al,
2013]. Racl kann im Thrombozyten durch verschied&mauli wie Kollagen, Thrombin

oder Fibrinogen aktiviert werden [Soulet al, 2001; Suzuki-lnoueet al, 2001] und
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interagiert daraufhin mit dem Thrombozytenzytoskdlazim et al, 2000]. Auch bei der
Sekretion von Thrombozyten spielt Racl eine zemtRallle [Dwivediet al, 2010].

RhoA

RhoA ist vor allem flr seine zentrale Rolle bei kaktilen Prozessen [Wheelet
al., 2004], der Bildung von Stressfasern und fokaleha@sionskomplexen bekannt [Hatl
al., 1992]. Den ersten Hinweis darauf, dass RhoA diginfolymerisierung reguliert,
lieferten Experimente mit der@lostridium botulinumToxin C3 Transferase [Paterseh
al., 1990].

Eine Ubersicht (ber die zentralen Signalwege von oARh beziiglich
Zytoskelettveranderungen ist iAbbildung 2.6 dargestellt. Das vermutlich wichtigste
Effektorprotein von RhoA ist ROCK RhoA-associated protein kinaseutid 2*) [Matsui
et al, 1996]. ROCK aktiviert einerseits LIMK, welches ntia Cofilin durch
Phosphorylierung inhibiert und damit den F-Aktink®u vermindert [Maekawat al,
1999]. Weiterhin wird durch ROCK noch die Kontrédikit der entstehenden
Aktomyosinfilamente beeinflusst. Aktiviertes, GTBbgindenes RhoA fihrt zu aktivem
ROCK, das MLC (jnyosin light chainy engl., leichte Myosinkette) und MLCPnfyosin
light chain phosphatase,’ bzw. die Untereinheit MBS rfyyosin-binding subuni}* der
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Abbildung 2.6:Wirkung von RhoA auf das Zytoskeléttives, GTP-gebundenes RhoA interagiert mit mDia
(links) und fuhrt zur F-Aktin-Polymerisierung. Une djebildeten Stressfasern zu stabilisieren undAldrau

zu schitzen, aktiviert RhoA sein EffektorproteinCRQ welches LIMK aktiviert (ganz rechts). LIMK
seinerseits inhibiert durch Phosphorylierung Caofilund verhindert die Aktindepolymerisierung. Mitte:
ROCK wirkt auf zwei Proteine ein, die sich mit gegjgzlicher Wirkung im Gleichgewicht befinden. Wird
MLC phosphoryliert, fuhrt dies zur Kontraktion déktomyosinfilamente, was den ,shape change“ zugEgol
hat. MLCP hingegen wird durch Phosphorylierung duROCK inhibiert, was eine Dephosphorylierung von

MLC und damit eine Relaxierung des Zytoskelettsindert. [Draber et al., Frontiers in Immunology 22)

Myosinphosphatase MLCP phosphoryliert [Kimuea al, 1996; Wraithet al, 2013;
Amano et al, 1996]. Wird die leichte Kette von Myosin phospji@rt fihrt dies zur
Kontraktion der Aktomyosinfilamente von beispielsseglatten Muskelzellen wie bei der
Vasokonstriktion [Riddicket al, 2008]. In Thrombozyten wird durch die ROCK-
vermittelte MLC-Phosphorylierung dershape chandeund auch die glot retractiorf
(Retraktion des Blutgerinnsels) durch kontraktilZ@sse unterstiitzt, wohingegen die
Phosphorylierung der MBS von MLCP dessen kataljgséktivitat inhibiert. Folglich
erhoht sich der Gehalt an phosphoryliertem MLC [&uet al, 1999; Nakaket al, 1997;
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Egot et al, 2013]. Schliel3lich kann nach Aktivierung GTP-getlenes RhoA noch mit
mDial interagieren, was zur Bildung diinner Aktiassfasern fiihrt, die durch die Wirkung
von ROCK auf LIMK/Cofilin stabilisiert und vor deibbau beschuitzt werden [Watanabe
et al, 1999].

2. 2. 3. Regulation der RhoGTPasen durch RhoGAPs

Die kleinen GTPasen der Rho-Familie fungieren ai®lgkulare Schalter®. Sie
kbnnen an- und abgeschaltet werden. Hierbei sired weitere Molekllgruppen von
Bedeutung: GEFs guanine nucleotide _ exchange _ factpr engl.,
Guanunnukleotidaustauschfaktor), GDIsgyganine nucleotide_ dissociation inhibitqr®
engl., Guaninnukleotiddissoziationsinhibitor) undAR% (,GTPase-activating protein®
engl., GTPase-aktivierendes Protein). Die ,moletailachalter-Funktion ist idbbildung
2.7 dargestellt.

Plasma membrane

GEF
Rho-GDP Rho-GTP

GDI| Rho-GDP

Effectors

Abbildung 2.7: Kleine RhoGTPasen als ,molekulare Schalter“. Dieikkn GTP-bindenden Proteine der
Rho-Familie translozieren bei bestimmten Stimuti Zellperipherie. Dort aktivieren GEFs die RhoGTRas
durch den Austausch von GDP zu GTP. Die GTP-gemen@d Pase kann nun mit seinen Effektorproteinen
interagieren. Terminiert wird das Signal der klemBhoGTPasen durch die GAPs, welche die Hydrolgse d
gebundenen GTP zu GDP katalysieren. GDIs kénnerkldiae RhoGTPase in ihrem inaktiven Zustand

halten. [Etienne-Manneville et al., Nature 2002]

RhoGTPase aktivierende Proteine (RhoGAPSs) regulidie kleinen GTPasen der
Rho Familie [Moonet al, 2003]. RhoGTPasen besitzen generell nur einengeri
intrinsische GTPase-Aktivitat [Rittingest al, 1997; Jeleret al, 2009]. Hier kommen die



Einleitung 14

RhoGAPs ins Spiel, die mit ihrem Argininfingermotsehr effizient GTP zu GDP
umsetzen [Scheffzedt al, 1998; Ahmadiaret al, 1997]. Das Motiv des ,Argininfingers*
beruht auf der Tatsache, dass die geladene Sditerdiees definierten und durch eine
Helix-Arginin-Helix-Abfolge exponiert liegenden Aignmolekils mit dem aktiven
Zentrum einer RhoGTPase interagiert und so dert sostabilen Ubergangszustand (engl.
.transistion stat§ der GTP-gebundenen RhoGTPase stabilisiert pRjéret al, 1997,
Fidyk et al, 2002]. GAPs regulieren also die kleinen RhoGTRa&®mch wie wird die
Aktivitat der GAPs beeinflusst?

2. 2. 4. Autoinhibitorische BAR-Doméne

Bereits 2003 beschreiben Fauchereau und KollegemdRegulationsmechanismus
fur GTPase-aktivierende Proteine. Die GAP-Aktivitaan Oligophrenin-1 wird durch
dessen N-terminal gelegene BAR-Doméne inhibiertu¢hareauet al, 2003]. Die
Inhibition beruht auf einer direkten Interaktionr d&AR- und GAP-Domaéne. Eberth und
Kollegen schlagen hierfir mehrere Mechanismen sieh@Abbildung 2.9. Die GAPs, die
derAbbildung 2.8zu Grunde liegen, stellen schematisch digleme verwandten GAPs

A //\/h
gD @ @

o T e, T

intra-molecular, monomer inter-molecular, head-to-tail dimer intra-molecular, parallel dimer
C @ @ @
intra-molecular, antiparallel dimer inter-molecular, antiparallel dimer trans-molecular, antiparallel dimer

Abbildung 2.8: Mechanismen der Autoinhibition durch die BAR-Dom&AgSchematische Darstellung zur
Inhibition der GAP-Aktivitat durch die BAR-DomariB) und C) Die Inhibition kann sowohl intramolekular,
als auch intermolekular stattfinden. Bei den wahesnlichen Mdglichkeiten spielt auch die Dimerisieg

der GTPase-aktivierenden Proteine eine entscheil®ulle. [Eberth et al., Biochemical Journal 2009]
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Oligophrenin-1 und GRAF1 GTPase regulator associated with focal adhesiom$a)
dar. Von den beschriebenen Mechanismen werdenntfimolekularen monomeren und
dimeren Interaktionen als unwahrscheinlich angeseké@nnen aber nicht ausgeschlossen
werden. Aul3erdem wird die in diesen Proteinen vaikae PH (pleckstrin homology)-
Doméne als notwendig fur die autoinhibitorische liom der BAR-Domane beschrieben
[Eberthet al, 2009].

2. 2. 5. Regulation von GAPs durch Phosphorylierung

Die Regulation von GAPs durch Phosphorylierungnisht unbekannt. So wird
beispielsweise p190 RhoGAP an Tyrosin 11i05vitro und in vivo durch Src (Proto-
oncogene tyrosine-protein kinase ‘rphosphoryliert. Diese Tyrosinphosphorylierung is
notwendig um p1l90 RhoGAP zu aktivieren und so d&é80pRhoGAP-vermittelten F-
Aktin-Abbau zu erreichen. Das zu Grunde liegended®loder Regulation von p190
RhoGAP ist inAbbildung 2.9dargestellt. In unstimulierten Zellen ist p190 BAP an ein
negativ regulierendes Protein gebunden. EGEpidermal growth factdy-Stimulation

y1osE EGF vk
csr%mp > & u osT — AP —> [

EGF

.Y“ 05F .Yl 105F
. , - :
% g 3

GST — T GAR —> — e GAPI —> &=

@ Negativ regulierendes protein & intakte Aktinstressfasern

i}‘{? basaler Level der Tyrosinphosphorylierung_5 Abbau der Aktinstressfasern

Abbildung 2.9:Modell der Regulation von p190 RhoGAP durch Tynaisosphorylierung. An Stelle Y1105
tyrosinphoshporyliertes p190 RhoGAP bindet an eigativ regulierendes Protein. EGF-Stimulation fiihrt
zur Freisetzung des negativ regulierenden Prote(nst) und pl190 RhoGAP wird aktiv. Ist die
Tyrosinphosphorylierungsstelle mutiert, kann aufFE&imulation das negativ regulierende Protein nich
freigegeben werden und pl90 RhoGAP bleibt inaktidvie Folge ist das Ausbleiben der

Zytoskelettumorganisierung. [Haskell et al., JodrofaCell Science 2001]
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fuhrt zur Freisetzung des negativ regulierendenefrs vom tyrosinphosphorylierten p190
RhoGAP und folglich kann pl190 RhoGAP RhoA inaktieie, was zum
Aktinstressfaserabbau fiihrt. Das mutierte p190 RX®®1105F kann nicht an Stelle
Y1105 tyrosinphosphoryliert werden. Nach EGF-Statioh kann das negativ regulierende
Protein daher nicht vom p190 RhoGAP freigesetztdeer Die Folge ist, dass RhoA nicht
durch p190 RhoGAP reguliert werden kann und dahereinek
Aktinzytoskelettumorganisierung  stattfindet  [Haskel et al, 2001]. Die
Tyrosinphosphorylierung von p190 RhoGAP stellt diiglichkeit der engmaschigen und
zeitlichen  Regulation von RhoA und folglich von &sfaser-, bzw.
Aktinzytoskelettumorganisierung dar [Yangt al, 2001]. Dies wurde auch im
Zusammenhang des Angiotensin Il / AT1R (Angiotenkifyp 1 Rezeptor) Signalweges in
vaskularen glatten Muskelzellen gezeigt. Auch Hient die Tyrosinphosphorylierung von
p190 RhoGAP der zeitlichen Regulation der RhoA-¥ikéit [Bregeoret al, 2009].

2. 3. Neuron-associated developmentally regulated proi@iiadrin)

2. 3. 1. Nadrin — bisherige Untersuchungen

Das ,neuron-associated developmentally regulated prbte{iNadrin), auch
ARHGAP17 oder RICH-1 genannt, ist ein RhoGAP, das lkdeinen GTPasen der Rho
Familie regulieren kann. Bisher wurde Nadrin hadgidich in neuronalen Zellen
untersucht. 2000 zeigen Harada und Kollegen, dasdloerexpression von Nadrin in PC12
Zellen (Zellen eines Nebennierenphdochromozytonrs Ridte) die Calcium-abhéngige
Exozytose verstarkt [Harads al, 2000]. PC12 Zellen dienen als Modellsystem um NGF
(,nerve growth factdt engl., Nervenwachstumsfaktor)-vermittelte newlen
Differenzierung und Neuritenwachstum zu untersudiatoh et al, 2000].

Nadrin spielt weiterhin eine zentrale Rolle bei derfrechterhaltung von tight
junctions (engl., dichte Verbindung) bei der Bildung vonllZéell-Kontakten. Hierbei hat
die RhoGTPase Cdc42 eine stark konservierte Aufgpabeler Erhaltung der Zellpolaritat
von Epithelzellen und wird von Nadrin reguliert [igeet al, 2006].

Neueste Untersuchungen belegen eine essentiellee Roh Nadrin bei der
morphologischen Differenzierung von Astrozyten &iernzellen” (engl. stellate celly).

Bei dieser Differenzierung ist es notwendig, dads®AR inaktiviert wird und so das
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Aktinzytoskelett umorganisiert werden kann. Die Nad5AP-Aktivitat ist fur die
erfolgreiche morphologische Differenzierung von rdgyten zu ,Sternzellen“ notwendig
[Kobayashiet al, 2013].

2. 3. 2. Nadrin existiert in verschiedenen Isofornre

Viele RhoGAPs besitzen Spezifitat gegeniber einestimmten RhoGTPase,
andere wiederum zeigen katalytische Aktivitat gédpen mehreren RhoGTPasen [Jed¢n
al.,, 2009]. Bis heute sind die Mechanismen, die diez8pat der GAPs gegenuber
bestimmten Substraten bewirken, nicht genau etfbrée GAP-Domane von Nadrin ist
in der Lage dazujn vitro alle drei in dieser Arbeit untersuchten RhoGTPagen
inaktivieren [Haradat al, 2000]. Ziel dieser Arbeit war es unter anderenuatersuchen,
ob die einzelnen Nadrin Isoformen Spezifitat gedpenieiner oder mehreren RhoGTPasen
aufweisen.

Nadrin existiert in der Maus als 5 Isoformen, diagrath alternatives Spleil3en

gebildet werden. Ein Schema der 5 murinen Nadrofolsnen ist inAbbildung 2.10

dargestellt.
Na\%iTn 1 BAR GAP B @
Na\fli\;iT” 2 BAR GAP B
Na\%? 3 BAR GAP pQ
Na\(/i\; ? & BAR GAP PQ
Nadrin 5 BAR GAP PQ |

Abbildung 2.10:Nadrin Spleiisoformen der Maus. Die BAR-Domanébjgend die katalytisch aktive GAP-
Domane (grin) sind in allen 5 murinen Nadrin Isofien identisch. Der C-Terminus (grau) unterschediet

5 Isoformen vobeinander. Die Isoformen 1 und Ztesich durch alternatives Spleien ein Ende (ogang
wie auch die Isoformen 2 und 4 (hellblau). Isofdsnist die kiirzeste Isoform und hat als Ende nur ein
einziges Valin (dunkelblau). Die Isoformen 1 und sBwie 2 und 4, unterscheiden sich durch das

Vorhandensein einer Abfolge von 78 Aminosaurenimander (rot). pQ = Abfolge von 17 Glutaminen.
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Furuta und Kollegen zeigten 2002, dass die vierrida8pleil3varianten der Ratte
unterschiedliche Funktionen tbernehmen. So schlagerilir Nadrin-126 eine wichtige
Funktion bei der embryonalen Gehirnentwicklung word fir die anderen drei Varianten
einen mehr oder weniger starken Einfluss auf dag-MN@uzierte Neuritenwachstum
[Furutaet al, 2002].

2. 4. Zielsetzung

Ziel der aktuellen Herz-/Kreislaufforschung ist eseue Angriffspunkte fir
effiziente  antithrombotische  Therapien zu finden.ied@ Therapien sollen
atherosklerotischen Gefal3veranderungen vorbeugist, deren Beseitigung erleichtern.
Eine der wichtigsten Anforderungen an diesatj-platelet-drug$ ist die Sicherheit im
Hinblick auf die Blutungsneigung.

In dieser Arbeit wurde das Protein Nadrin eingehentersucht. Bekanntermal3en
spielt Nadrin eine wichtige Rolle bei Zytokelett&irderungen von neuronalen Zellen. Fur
die Thrombozytenfunktion sind Zytoskelettverandgem essentiell. Ziel dieser
Doktorarbeit war es also Nadrin im Hinblick auf digr die Thrombozytenfunktion
wichtigen Zytoskelettveranderungen zu charaktessie (sieheAbbildung 2.1). Da von
Nadrin in der Maus 5 verschiedene Spleil3variariiekannt sind, war es aul3erdem
notwendig, die einzelnen Isoformen getrennt vonedea zu analysieren, um deren
Substratspezifitat beziglich der RhoGTPasen untieftich deren individuelle Funktion
zu ergrinden. Weiterhin sollte in dieser Arbeitadéért untersucht werden, wie die

einzelnen Nadrin Isoformen reguliert werden.
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RhoA Cdc42 Racl

Nadrin
(inaktiv)

stress fibres

| filopodia | |ame||ipodial//

Abbildung 2.11: Zusammenfassung der Hypothese: Nadrin spielt eiihtige Rolle bei RhoGTPase-
vermittelten Zytoskelettveranderungen in Thromkmwzyadrin inaktiviert die RhoGTPasen und vermindert

so die RhoA-vermittelte Stressfaserbildung, soveeCdc42/Racl-vermittelte Pseudopodienbildung.
Es ergab sich folglich nachstehendes Arbeitsprogram

* Isolierung und Klonierung zweier Nadrin Isoformedafirin2 WT und Nadrin5
WT) aus Gesamt-mRNA muriner Thrombozyten und H#ustg verschiedener

Nadrin Mutanten

» Charakterisierung der Nadrifu|l length' Isoformen Nadrin2 WT und Nadrin5 WT
bezuglich ihrer GAP-Aktivitat und Spezifitat gegéeii der RhoGTPasen RhoA,
Racl und Cdc42

» Untersuchung der autoinhibitorischen BAR-Domaneghaim Hinblick auf die
einzelnen Isoformen Nadrin2BAR und NadrinsABAR.

* Nachweis der aktivierungsabhangigen Tyrosinphosgpieoung von Nadrin in
Thrombozyten und Analyse des Einflusses der Typtssphorylierung auf die
GAP-Aktivitat von Nadrin2 und Nadrin5.
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3. Material und Methoden

3. 1. Behandlung von Losungen und Geraten

Um Sterilitat zu gewahrleisten, wurden hitzestahitessungen und Gefal3e 20 min
bei 121 °C und 1 bar Wasserdampfuberdruck autaifaviHitzelabile Lésungen wurden
mit einem 0,22 um-Sterilfilter (Millex-GP, 0,22 pm PES, 33 mm, MkrKGaA,
Darmstadt) mit Polyethersulfonmembran sterilfilttiAlle hitzelabilen Gerate wurden mit
70 % (v/v) unvergalltem Ethanol gewaschen. SteMesser entstammte ausschlieflich der
Reinstwasseranlage (TKA GenPure, TKA, Thermo EbecttED GmbH, Niederelbert)

und wurde zusatzlich autoklaviert.

3. 2. Chemikalien, Reagenzien und Geratschaften

3. 1. 1. Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sim@abelle 3.1aufgefihrt.

Tabelle 3.1:Verwendete Chemikalien, zugehoérige CAS-Nummer endg3quelle

Chemikalienname Bezugsquellé’ |[CAS-Nummer’
Acrylamid/Bis-Losung 30 % RO -
Agarose SeaKem® LE Agarose LO 9012-36-6
Ammoniumperoxodisulfat RO 7727-54-0
Ampicillin Natriumsalz RO 69-52-3
B-Mercaptoethanol (2-Mercaptoethanol) Si 60-24-2
Bromphenolblau Natriumsalz ME 34725-61-6
Calciumchlorid FL 10043-52-4
Dimethylsulfoxid AP 67-68-5
di-Natriumphosphat ME 7558-79-4
Essigsaure ME 64-19-7
Ethanol 100 % unvergallt VW 64-17-5
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Ethanol 100 % vergallt VW 64-17-6
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) SI 60-00-4
Formaldehydlésung 4 % OF 50-00-0
Glukose Sl 50-99-7
Glyzerin FL 56-81-5
Glycin AP 56-40-6
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-

ethansuIf‘on(sél(ure)y e g RO 7365-45-9
Isopropanol VW 67-63-0
Kaliumchlorid ME 7447-40-7
Kanamycin Sl 25389-94-0
Luria Bertani Nahrmedium Si -
Luria Bertani Nahrmedium mit Agar Sl -
Magermilchpulver AP -
Magnesiumchlorid ME 7786-30-3
Methanol VW 67-56-1
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) RO 118-2
Natriumacetat ME 127-09-3
Natriumchlorid AP 7647-14-5
Natriumcitrat AP 6132-04-3
Natriumdesoxycholat AP 302-95-4
Natriumdodecylsulfat (SDS) RO 151-21-3
Natriumhydrogenphosphat ME 7601-54-9
Natriumhydroxid RO 1310-73-2
Nonidef™ P40 Substitute (NP40) FL 9016-45-9
Rinderserumalbumin, Fraktion V AP 9048-46-8
Salzsaure AP 7647-01-0
Schwefelsaure RO 7664-93-9
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS-base) AP BF18
'(I'-;zl(\:i/:r(c:);ymethyl)-amlnomethan-HydrochIorld RO 1185.53.1
Triton™ X-100 Sl 9002-93-1
Tween® 20 ME 9005-64-5
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Y Bezugsquellen der Chemikalien: AP = AppliChem Gmbbarmstadt; FL = Fluka Chemie AG,
Taufkirchen; LO = Lonza Cologne GmbH, Kéln; ME = Mk Eurolab GmbH, Darmstadt; OF = Otto Fischar
GmbH & Co. KG, Saarbriicken; RO = Carl Roth GmbH & &G, Karlsruhe; SI = Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Minchen; VW = VWR International GmbH, Darnuita

2 CAS-Nummer: internationaler Bezeichnungsstandar€hemikalien (CAS = Chemical Abstract Service)

Soweit im Text nicht anders vermerkt, wurden Labhernikalien mindestens in p. qr¢

analys)-Qualitéat von folgenden Firmen bezogen:

- Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
- AppliChem, AppliChem GmbH, Darmstadt
- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

3. 1. 2. DNA-Langenstandards und Laufpuffer fir Deexyribonukleinsauren

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-La&ngenstandagind in Tabelle 3.2

aufgefihrt.

Tabelle 3.2:Verwendete DNA-Langenstandards

Hersteller Bezeichnung des Langenstandards
Promega GmbH, Mannheim 1kb DNA Ladder G5711
Promega GmbH, Mannheim 100bp DNA Ladder G2101

Als Laufpuffer fir Desoxyribonukleinsauren wurdesdalgende Produkt verwendet:

Blue/Orange Loading Dye, 6x, Promega GmbH, Marmhei

3. 1. 3. Enzyme

Zur Durchfiihrung dieser Arbeit wurden folgendeTabelle 3.3dargestellten, Enzyme

verwendet.
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Tabelle 3.3Verwendete Enzyme mit zugehoriger EC-Nummer unsitélier

Enzymname EC-Numme? Herstellef’
Desoxyribonuklease | 3.1.21.1 FE
Phusion" High-Fidelity DNA Polymerase 2.7.7.7 FI
»calf intestinal phosphatase” 3.1.3.1 NE
Apyrase 3.6.1.5 Si
Thrombin 3.4.21.5 RD

Restriktions- Agd (5' ALCCGGT 3) 3.1.214 NE
endonukleasen BanHI (5' GI GATCC 3)) 3.1.214 NE
(Schnittstelle) Xbd (5' T CTAGA 3 3.1.21.4 NE

T4 DNA Ligase 6.5.1.1 FE

Y EC-Nummer: Die ,Enzyme Commission Nummer* steilit Klassifikationssystem fiir Enzyme dar

2 Bemerkung zu den Herstellern: FE = Fermentas MddecBiology Products, Fisher Scientific —
Germany GmbH, Schwerte; FI = Finnzymes Moleculasi@®jy Products, Fisher Scientific — Germany
GmbH, Schwerte; NE = NEB New England Bioloabs Gmifankfurt; RD = Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim; SI = Sigma-Aldrich Cre@mbH, Minchen

3. 1. 4. Molekularbiologische Hilfsmittel

Fur die Durchfuhrung dieser Arbeit wurden die folden, in Tabelle 3.4
aufgefuhrten, Reagenzienséatze und molekularbiatbgis Hilfsmittel verwendet.

Tabelle 3.4:Verwendete molekularbiologische Hilfsmittel und greeziensatze

Reagenziensatz Anwendung Hersteller
RNeasy Mini Kit RNA-Isolierung QIAGEN GmbH, Hilden
QIAprep Spin Minipre o )

Kit PTER =P Prep Plasmidisolierung QIAGEN GmbH, Hilden
i
QIAfilter Plasmid Midi Kit | Plasmidisolierung QIAGEN GmbH, Hilden
ImProm-I"" Reverse Promega GmbH,
o cDNA-Synthese / RT-PCR )
Transcription System Mannheim
QuikChange II Site- Mutagenese zirkularer DNA- Agtl@echnologies
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Directed Mutagenesis Kit

Plasmide Deutschland GmbH,
Boblingen

QIAquick Gel Extraction
Kit

Aufreinigung von Nukleinsduren _
QIAGEN GmbH, Hilden
aus Agarosegelen

3. 1. 5. Gerate

Im Folgenden sind

Text erwahnt.

Autoklav

automatischer

Hamatologie-Analysator

Brutschrank

Drehrad

Eismaschine

Filter

Filterpapier

Heizbldcke
Kanulen

Kihlschranke

die verwendeten Geréte aufgeféibférn nicht im laufenden

WESA AG, Eupen, Belgien

KX-21N, Sysmex Deutschland Gmbététistedt

COINCUBATOR, SANYO Electric Biomedical Co., Ltd.,
Osaka, Japan
kelvitron® t Trockenschrank, Heraéls Fisher Scientific

— Germany GmbH, Schwerte

Rotator 2 x 6 mit Drehteller und Klammeédelmut Saur
Laborbedarf, Reutlingen

Scotsman AF 100, Scotsman Ice Sysi&nson Hills
(IL), USA

Millex-GP, 0,22 um PES, 33 mm, Merck K& darmstadt

Whatman Grade GB005 580 x 580 mm 3ullulose
Chromatography Paper, Whatman GmbH, Dassel

Thermomixer comfort, Eppendorf AG, Hamg
BD MicrolancB' 3, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

4 °C Kihlzelle, Viessmann Kéaltetekl®dmbH, Hof/Saale
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4 °C, - 20 °C, - 80 °C Schrénke: Standardgerate
-80 °C, -150°C, SANYO Electric Biomedical Chbtd.,

Osaka, Japan
Magnetrihrer lkam&RCT, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Mehrkanalpipette Eppendorf Research®, 8-Kanal#gp80-300 pl,
Eppendorf AG, Hamburg

Mikrowelle MW 7809, SEVERIN Elektrogerate GmbHyrfslern

Mikroskope OPTIPHOT-2, Nikon GmbH, Disseldorf
Axiovert200, Carl Zeiss AG, Oberkochen
Nikon DIAPHOT, Nikon GmbH, Dusseldorf
LSM 5 Exciter, Carl Zeiss AG, Oberkochen

Neubauer Zahlkammer C-Chip Einwegzéhlkammer, Oigita NanoEnTek Inc.
(HQ), Guro-gu, Seoul, Korea
Neubauer improved 0,1 mm, Paul Marienfeld GngébHo.
KG, Lauda Kdnigshofen

PCR-Maschinen DNA Engine®, Bio-Rad LaboratoriesiiBinMiinchen
FlexCycler, Analytik Jena Aktiengesellschaéind

pH-Messgerat HI 9025 microcomputer pH meter, HANINstruments
Deutschland GmbH, Kehl am Rhein

Photodokumentation Quantum ST, VILBER LOURMAT Dsaitland GmbH,
Eberhardzell
Pipetten Eppendorf Research® Plus (variabelsoreedene

Ausfuhrungen, Eppendorf AG, Hamburg
STARLAB ErgoOne® (variabel), verschiedene

Ausfuhrungen, STARLAB GmbH, Hamburg
PEQLAB peqPETTE (variabel), verschiedene

Ausfiuhrungen, PEQLAB Biotechnologie GmbH,



Material und Methoden

26

Pipettierhilfe

Reinstwasseranlage

Rollenmischer

Rundschttler

Sicherheitswerkbank

Spektralphotometer

Stoppuhr

Stromquellen

Taumelschuttler

Vortexer

Erlangen
accu-jet® pro, BRAND GmbH & Co. K®/ertheim

TKA GenPure, TKA, Thermo EdactED GmbH,
Niederelbert

analoger Rollenmischer RS-TRO5 eRholnstrument
GmbH, Garbsen
Rollenmischer RM5, Glaswarenfabrik Karl Hecht Gm&H
Co. KG — ,Assistent”, Sondheim / Rhon

Innova® 44, New Brunswitlk Eppendorf AG, Hamburg
CELLOSHAKER VARIOSPEED, RENNER GmbH,
Dannstadt
IKA® KS 260 basic, IKA®-Werke GmbH & Co. KG,

Staufen

HERAsafe HS 18, Heraeus®, mhdflectron LED
GmbH, Langenselbold

SmartSP8B000, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen
NanoDrop 2000, NanoDrop products, WilmingtorefP
USA

Standardgerate, digital

PowerPHE 300, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
PS 304 Electrophoresis Power Supply, Life Technekg
Fisher Scientific — Germany GmbH, Schwerte
EPS 601 Power Supply, GE Healthcare GmbH, Solingen

Taumelschiittler, Heidolph Instrataé&smbH & Co. KG,

Schwabach

IKA® MS 3 digital, IKA®-Werke GmbH & CKG,
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Staufen
IKA® MS 3 basic, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Stin
Vortex Genie 2, Scientific Industries, Inc.,igmia (NY),
USA

Waagen Sartorius GW 3202, Sartorius AG, Gottingen
Denver Instrument TP-3002, Fisher Scientif@ermany
GmbH, Schwerte

Wasserbadthermostat Inkubationsbad, GFL Geseftdtind abortechnik mbH,
Burgwedel
MS/2 Umwalzthermostat, LAUDA-Brinkmann , LP.,
Delran (NJ), USA

Zentrifugen Centrifuge 5417C, Eppendorf AG, Hangbu

Centrifuge 5417R, Eppendorf AG, Hamburg

Centrifuge 5415C, Eppendorf AG, Hamburg

Multifuge 1 s, Herael¥, Fisher Scientific — Germany
GmbH, Schwerte

Megafuge 1.0R, Hera€llls Fisher Scientific — Germany
GmbH, Schwerte

Multifuge 3S+, Herael¥, Fisher Scientific — Germany
GmbH, Schwerte

3. 1. 6. Verwendete Zellinien

Es wurde mit den im Folgenden aufgefiihrten Zeltindeer Deutschen Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)raBnschweig gearbeitet. Die
Stammkulturen wurden im normalen Kulturmedium sappntiert mit 10 % (v/v) DSMO
und finalen 20 % FCS (v/v) bei -150 °C eingefroagfbewahrt.

HEK 293(DSMZ ACC 305)
A5-CHO [Frojmovicet al, 1991]
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3. 1. 7. Verwendete Bakterienstamme und Vektoren

In dieser Arbeit wurde mit den kauflich von Life dfeologies GmbH, Darmstadt
erworbenen One Shot® TOP10 chemisch kompeteBtrhericia coligearbeitet. Als
Vektoren wurden die inAbbildung 3.1 dargestellten Plasmide pcDNA3.1/hygro(+)
(Abbildung 3.1A von Life Technologies GmbH, Darmstadt und ptd&tm@Abbildung
3.1B) von Takara Bio Europe/Clontech, Saint-Germairl-aye, Frankreich verwendet.
Das Plasmid pcDNA"3.1/hygro(+) dient der Expression von ProteineSaugetierzellen.
Hierzu wird das Gen von Interesse durch Restriktmlonukleaseverdau (siehe 3. 3. 4. 1.
~Restriktionsendonukleaseverdau®) in die multipllekerungsstelle eingebracht und durch
T4 DNA-Ligase-vermittelte Ligation (siehe 3. 3.2.,Ligation von DNA-Fragmenten in

Vektoren®) kovalent mit dem Plasmid verbunden.

HSV TK
polyA*

ptdTomato-N1
td-Tomato
5443 bp

Kan7/Neo"

Abbildung 3.1:In dieser Arbeit fir Klonierungen verwendete Plabrektoren. Dargestellt sind Genkarten
der wichtigsten Sequenzen wie AntibiotikaresistgnZzgromotoren, der Replikationsursprung und die
,multiple cloning site* (engl., MCS, multiple Kloeiungsstelle). 4) Das Plasmid pcDNA'3.1/Hygro(+)
dient der effizienten transienten oder stabilen tBireexpression in SaugetierzellerB) (Das Plasmid
ptdTomato-N1 erlaubt die Expression eines beligbiBeoteins in Sdugetierzellen, das C-terminal ars da
rotfluoreszierende Protein ,tandem” Tomato fusioniist. Pcy = Promotor des Cytomegalievirus; BGH pA
= ,bovine growth hormone* Transkriptionsterminatienund Polyadenylierungssignal; SV40 ori = ,Simian
virus 40" (engl., Affenvirus 40) Promotor erlaubtiedeffiziente Expression der Hygromycinresistenz;
Hygromycin = die Hygromycinresistenz dient der G&mang stabil transfizierter Zellinien; SV40 pA =

Transkriptionsterminations- und Polyadenylierungssil von SV40; pUC = erlaubt die effiziente (,high-
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copy”) Replikation des Plasmids in E. coli; Amgial = SLactamase Gen zur Selektion positiver
Transformanden; MCS = multiple Klonierungsstellel-Ttomato = Gen zur Expression von tandem‘
Tomato; Kah = Resistenz gegen Kanamycin zur Selektion positii@nsformanden; Néo= das
Neomycinphosphotransferasegen verleiht ResistergengeG418 (Geneticin) zur Generierung stabil
transfizierter Zellinien; HSV TK polyA= Herpes simplex virus Thymidinkinase Polyademyhgssignal zur

Transkriptionstermination.

Das Plasmid ptdTomato-N1 dient der Expression ehussonsproteins. Dazu wird
das Gen von Interesse vor detandeni Tomato-Gen in die MCS kloniert. Hierbei war zu
beachten, den Leserahmen beim Ubergang der Naguese in die tandemi Tomato-
Sequenz aufrecht zu erhalten und das Stop-Codon Naarin durch Mutation zu
eliminieren. Die Sequenzen und Abigramme hierzd smAnhang aufgefihrt.

Die Sequenzierung der Plasmide wurde von der FEGARC (GATC Biotech AG,
Konstanz) durchgefiihrt. Es wurden gemald der Anfardgen der Sequnzierfirma 30 pl
Plasmid mit einer Konzentration von 50 ng/ul an dierma gesendet. Die
Sequenzierreaktion wurde mit Standardprimern (zp@®MV ,forward Primer) und mit
nach meinen Anweisungen von der Firma synthetene@ligonukleotidprimern, die in der
Nadrinsequenz lagen, durchgefihrt. Abigramme rel®ra Sequenzierungen sind im

Anhang einsehbar.

3. 1. 8. Verwendete Oligodesoxyribonukleotide (PCR+imer)

Die verwendeten Oligodesoxyribonukleotide (PCR-Rrimsind in Tabelle 3.5
zusammengefasst. Bezugsquelle der Oligodesoxyrkbeotide war die Firma Eurofins
Genomics GmbH, Ebersberg. Zur Konzipierung der @lesoxynukleotidsequenzen und
der damit durchgefiihrten PCR wurden die folgendebbasierten Programme verwendet:

~Primer3* (http://frodo.wi.mit.edu/)

,0ligoCalc* (http://www.basic.northwestern.edu/mots/oligocalc.html)

~PrimerX*  (http://www.bioinformatics.org/primerx/)
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Tabelle 3.5:Verwendete Oligodesoxyribonukleotide und PCR-Primer

Oligonukleotidname Sequenz RE-Schnittstelle
Nadrin_fw 5'- gagaggatccaccatgaagaagcaattcaacc@atg BamHI
Nadrin_2 4 rev 5'- gagatctagattagttctggaaaccttec@&a Xbal
Nadrin_5 rev 5'- gagatctagatcatacatcagtgacgatt8tgg Xbal
Nadrin_4_ GAP_fw 5'- gagaggatccaccatggagaagccaggeticacctc -3' BamHI
Nadrin_4 FL oS rev| b5'-gagaaacggtgggttctggaaaacctcctg -3' Agel
Nadrin_5 FL oS rev| 5'-gagaaccggtggtacatcagtgatga#tggc -3' Agel
Nadrin_Y124A_ fw 5'- gagatcatggaccctctcgctggcatagggtggag -3' -
Nadrin_Y124 rev 5'- ctccacctctgcetatgccagcgagagatgedctc -3' -
Nadrin_Y314 fw 5'- catcgcatctggatgaattcgcectctgatatgetgteg -3 -
Nadrin_Y314 rev 5'- cgacagcatggggatcagaggcgaattgatgcgatg -3' -

3. 2. Zellbiologische Arbeiten

3. 2. 1. Kultivierung von Zelllinien

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter der Blgank durchgefihrt, um
Kontaminationen zu  vermeiden. Die  Verwendung eineéntibiotikums
(Penicillin/Streptomycin) im Nahrmedium wurde zuervheidung von Seiteneffekten auf
die Zellphysiologie abgelehnt. Zelllinien wurdentemphysiologischen Bedingungen in

feuchter, 5 %-iger C@Atmosphare bei 37 °C im Brutschrank kultiviert.

3.2.1.1. A5-CHO

A5-CHO (,chinese_hamster ovdiyZellen [Frojmovicet al, 1991] sind adarent
wachsende Zellen, die das humane Integuitbf33 auf ihrer Zelloberflache stabil
Uberexprimieren. A5-CHO Zellen wurden nie langarabis 3 Wochen passagiert, um den
Verlust des stabil transfizierten Integrins zu vedern.

Die Zellen wurden in 175 cfrGewebekulturflaschen kultiviert. Das Nahrmedium
besald folgende Zusammensetzung: DMBENDLH glucose® (Gibco®, Life Technologies
GmbH, Darmstadt) + 10 % FCS + 1 % NEAA (nicht etisle Aminosauren, Gibco®
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MEM Non-Essential Amino Acids, Life Technologies GHy Darmstadt). Fur die

Subkultivierung wurde das Medium abgenommen undweden. Die adharent

wachsenden Zellen wurden mit adaquater Menge PB&sphen und anschlieRend mit
Trypsin (0,05 % Trypsin-EDTA, Gibco®, Life Techngies GmbH, Darmstadt) fur 3 - 10
min im Brutschrank inkubiert. Die Trypsinreaktiomsde mit 10 % FCS-haltigem Medium
abgestoppt und die Zellsuspension schliel3lich bhé&i @ fir 5 min bei RT abzentrifugiert.
Die Einstellung der fur den jeweiligen Versuch b@gtén Zelldichte beruhte nun auf der

wahrend der Zentrifugation mit Hilfe einer Neubadéhlkammer ermittelten Zellzahl.

3.2.1. 2. HEK-293

HEK-293 (;human _embryonic_ kidngy DSMZ-Nr. ACC 305) sind adharent
wachsende Zellen, die in 75 &®ewebekulturflaschen kultiviert wurden. Das
Nahrmedium setzte sich wie folgt zusammen: DMENIgh glucose” (Gibco®, Life
Technologies GmbH, Darmstadt) + 10 % FCS + 1 % NEM®#e Subkultivierung von
HEK-293 Zellen fand, wie bei 3. 2. 1. 1. ,A5-CHO&4chrieben, statt.

3. 2. 2. Kultivierung von Escherichia coli

Die Medien wurden vor der Verwendung 20 min lang b21 °C und 1 bar
Wasserdampfiiberdruck autoklaviert. Zur Selektion w@ansformierten Bakterien wurde
antibiotikumhaltiges Medium verwendet. Die Zugahkan vAmpicillin bzw. Kanamycin
wurde nach dem Abkihlen der Medien auf ca. 50 °@emommen. Die sterilfiltrierte
Stammldsung des zugegebenen Ampicillin hatte eim@zEntration von 100 mg/ml,
Kanamycin besald eine Konzentration von 50 mg/ml. Medium betrug die
Endkonzentration 100g Ampicillin, bzw. 50 pg Kanamycin pro Milliliter.

Fur diese Arbeit wurden ausschlie3lich One Shot@PTO chemisch kompetente
Escherichia coli(One Shot® TOP10 Chemicallly Competdaioli, Invitroger™, Life
Technologies GmbH, Darmstadt) verwendet. Der Ggndigser komerziell erwerblichen
Bakterien entstammt laut Hersteller dem Bakter@mst DH10B™ [Durfee et al, 2008]

und besitzt dieselben Merkmale.
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3. 2. 3. Transfektion

Um zirkulare DNA in Saugetierzellen einzuschleusemrde die Transfektion
mittels Lipofectamine® 2000 (Life Technologies Gmibarmstadt) durchgefihrt. Hierzu
wurden am 1. Tag 0,2 x 185-CHO, bzw. 0,225 x T0HEK-293 pro ml Medium (DMEM
»high glucose®(Gibco®, Life Technologies GmbH, Darmstadt) + 10F@S + 1 % NEAA)
in 6 ,well*-Zellkulturschalen ausgesat und fir 24 h bei 5 % G@l 37 °C inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurde die jeweilige Plasmid-DM#it DMEM ,high glucose*
(Gibco®, Life Technologies GmbH, Darmstadt) ohnes&ue auf 3 pg pro Transfektion
eingestellt (150 ul). Zeitgleich wurde 9 ul Lipofamine® 2000 mit 91 pul DMEMAhigh
glucose” (Gibco®, Life Technologies GmbH, Darmstadt) ohnesa@ze verdiunnt. Zur
DNA-Lipofectamine® 2000-Komplexbildung wurden danmeide Komponenten
zusammengemischt und bei RT etwa 45 bis 50 minbiekts Nach der Komplexbildung
wurde pro well* 250 ul DNA/Lipofectamine® 2000-Gemisch den ca. ®0konfluenten
Zellen zugegeben und die Zellen ca. 6 h bei 37 AG & % CQ inkubiert. Nach der
Transfektion wurde ein Medienwechsel gegen DMENMgh glucose” (Gibco®, Life
Technologies GmbH, Darmstadt) + 0,5 % FCS durchgefiDie transfizierten Zellen
wurden dann ca. 16 bis 23 h nach Mediumwechseali&ijeweilige Versuchsdurchfiihrung
geerntet. Kotransfektionen von Zellen mit NadrinND zusammen mit RhoGTPasen-,
bzw. Src-cDNA wurden im Verhaltnis Nadrin:RhoGTPa8@:1 und Nadrin:Src 5:1
durchgeflnhrt.

3. 2. 4. Transformation

Es gibt Bakterien, die natlrlicherweise Nukleingfuraus der Umgebung
aufnehmen kbénnen, ohne zuvor eine spezielle Behagdilurchlaufen zu haben. Hierzu
zahlen beispielsweidgacillus-Arten. Escherichia colhingegen muss durch ein bestimmtes
Verfahren vor der Transformation kompetent, alsafpahmefahig fur DNA* gemacht
werden.

Als Transformationsstamm wurdg. coli TOP10 (Unterstamm DH10H, Life
Technologies GmbH, Darmstadt) verwendet. Es harsiteht um ein Derivat des Stammes

Escherichia colK12, welcher keine Pathogenitat besitzt.
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Die chemisch kompetentek. coli TOP10-Zellen wurden mittels Hitzeschock
transformiert. Hierzu wurden die bei - 80 °C gelége Zellen auf Eis aufgetaut und mit 10
— 50 ng Vektor vermischt. Zu 50 kompetenterk. coli TOP10-Zellen wurden 10 — 30
Ligationsansatz (3. 3. 4. 2. ,Ligation von DNA-Fragnten in Vektoren*) gegeben. Es
folgte eine Inkubationszeit von 20 bis 30 min aid. Baran schloss sich der Hitzeschock
bei 42 °C fur 45 s auf dem Heizblock an. Zuletztaan die transformierten Zellen auf Eis
ein bis drei Minuten lang abgekihlt und mit 500auf RT vorgewarmtem LB [ysogeny
broth*)-Medium versehen. Eine einstiindige Inkubationsaeif einem Rundschittler mit
200 bis 220 Upm (Innova® 44, New Brunswitk Eppendorf AG, Hamburg) und 37 °C
folgte, um bei den Transformanden die Antibiotikesistenz auszubilden. Nach dieser
Inkubationszeit ohne Selektionsdruck folgte diees&gbn durch Ausplattieren von einer
adaquaten Menge der Kultur auf ampicillin- (100 miy/bzw. kanamycinhaltigen (50
ng/ml) Agarplatten. Die Agarplatten wurden Uber Mabei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Einzelkolonien wurden schlie3lich verwlety um 4 ml antibiotikahaltiges LB-
Medium zu inokulieren. Die Transformanden wurdenrdmittels Plasmidisolierung (siehe
3. 3. 1. ,Isolierung von Plasmid-DNA") und analyiieem Restriktionsendonukleaseverdau

(siehe 3. 3. 4. 1. ,Restriktionsendonukleaseverfdauialysiert.

3. 2. 5. Isolierung muriner Thrombozyten

Zur Gewinnung von murinen Thrombozyten wurde C58Wildtyp-Mausen unter
Isoflurannarkose (Isofluran CP®, CP-Pharma Handslkslischaft mbH, Burgdorf) aus dem
retroorbitalen Venenplexus mittels heparinisiert@laskapillaren Blut entnommen. Zur
Koagluationshemmung wurde das Blut mit ACadid citrate dextrose) versetzt. Die
Zusammensetzung des ACD-Puffers ist @labelle 3.6zu entnehmen. Das Blut-ACD-
Gemisch wurde anschlieBend 5 min bei RT und 18én

Tabelle 3.6:Zusammensetzung des ACD-Puffers zur Antikoagulation

Chemikalie Endkonzentration] Einwaage [g]
Natriumcitrat 24 mM 12,5
Zitronensaure 18 mM 6,82

Glukose 28 mM 10,0
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Natriumhydroxid pH-Wert 4,69 einstellen
Wasser ad 500 mi

(Eppendorf Centrifuge 5415C) zentrifugiert. Nachr dentrifugation wurde die obere
Phase (das PRPplatelet rich_plasma}) grob abgenommen und in ein neues Eppendorf
Reaktionsgefal3 Uberfiuihrt. Es folgte ein weiterentéiigationsschritt bei 800 Upm
(Eppendorf Centrifuge 5415C) bei RT fur 6 min. @eSchritt diente der Klarung des PRP
von Erythrozyten und Leukozyten. Das oben abgesé®RP wurde schlie3lich sauber
abgenommen und in ein frisches Eppendorf Reaktefa8g tUberfuhrt. Um eine
unerwinschte Thrombozytenaggregation zu verhindenmde der PRP optional Apyrase
(finale Konzentration = 0,02 U/ml) und PGI2 (findf®nzentration = 0,5 uM) zugegeben.
Um das Antikoagulanz wegzuwaschen wurden die Thoayten des PRP 5 min bei 2800
Upm (Eppendorf Centrifuge 5415C) und RT abzentréttgund mit 1 ml Tyrode’s Puffer
pH 7,4 (mit HEPES eingestellt) mit Apyrase und PGkrsetzt gewaschen. Die
Zusammensetzung der 20-fach konzentrierten Staohtpsst Tabelle 3.7zu entnehmen.
Vor Verwendung wird der Puffer mit destilliertem ¥é&r verdinnt und frisch mit Glukose
(Endkonzentration 0,1 % (v/v)) und BSA (Endkonzatitn = 0,36 %) versetzt. Nun
wurden die Thrombozyten fiir 20 bis 60 min bei 37r@8en gelassen. Nach der Inkubation
bei 37 °C wurde die Thrombozytenkonzentration inomatischen Hamtologieanalysator
(Sysmex) gemessen (1:10 verdinnt mit Tyrode’s Pufiéach erneuter Zentrifugation flr
5 min bei 2800 Upm (Eppendorf Centrifuge 5415C) WRi@ wurden die pelettierten
Thrombozyten mit Tyrode’s Puffer auf die fir denwgdligen Versuch bendtigte

Konzentration eingestellt.

Tabelle 3.7:Zusammensetzung der 20-fach konzentrierten Starldédes Tyrode's Puffers fur

murine Thrombozyten

Chemikalie Endkonzentration| Einwaage [g]
Natriumchlorid (NacCl) 2,7M 159,5
Kaliumchlorid 53,6 mM 3,99
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO 238 mM 19,99
Natriumhydrogenphosphat (pPOy) 8 mM 11
Wasser (HO) ad 1000 ml




Material und Methoden 35

3. 2. 6. Isolierung humaner Thrombozyten

Von gesunden Spendern wurde vendses Blut geworierAntikoagulanz diente
ACD (sieheTabelle 3.9. Das Blut wurde aus den 20 ml-Spritzen vorsichitigonische 15
ml Zentrifugenrohrchen uberfuhrt. Zur Gewinnung df&¢hen reichen Plasmas® (PRP,
»platelet rich_plasmaj diente der erste Zentrifugationsschritt (20 nfmm® Bremse bei 216
g und RT). Die obere Phase wurde mit einer stefiilemsferpipette in ein konisches 50 ml
Zentrifugenrdhrchen tberfuhrt (maximal 10 ml prahRihen). Das PRP wurde dann auf 35
ml mit Tyrode’s Puffer pH 6,5 (Zusammensetzung sigabelle 3.§ aufgefullt und fur 10
min bei 863 g und RT zentrifugiert. Der Uberstanatale verworfen und die Thrombozyten
wurden in einer fur die folgenden Versuche adagquatenge Tyrode's Puffer pH 7,4

resuspendiert und bei RT fur 20 bis 45 min ruhdasgen.

Tabelle 3.8:Zusammensetzung der 10-fach konzentrierten Staridédes Tyrode's Puffers fir

humane Thrombozyten

Chemikalie Endkonzentration Einwaage [g]
Natriumchlorid (NaCl) 1,37 M 80
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO 121 mM 10,15
Kaliumchlorid (KCI) 26 mM 1,95
Wasser (HO) ad 1000 ml

3. 2. 7. Aktivierung humaner und muriner Thrombozyten

Die Aktivierung humaner und muriner Thrombozytefokgte nach der Herstellung
von gewaschenen Thrombozyten, wie unter 3. 2. $olidrung muriner Thrombozyten*®
und 3. 2. 6. ,Isolierung humaner Thrombozyten“.I[®al murine Thrombozyten aktiviert
werden, wurde dem Tyrode's Puffer vor der AktivieyuCalciumchlorid zugegeben
(Endkonzentration Cagk 1 mM). Die Thrombozyten wurden in der Regel R U/ml
Thrombin (Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mamh bzw. 10 pg/ml CRP
(,collagen-related peptide” engl., Richard Farndale, University of Camebridg)
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aktiviert. Die Aktivierungszeitraume hingen vom gligen Versuch ab und rangierten

zwischen 30 s und 15 min.

3. 2. 8. Inhibition von Src-Familie Tyrosinkinasen

Zur Bestimmung ob Nadrin durch Src-Familie Tyréasiasen tyrosinphosphoryliert
wird, wurde der Src-Familie Tyrosinkinase-speziiiscinhibitor PP2 (Merck KGaA,
Darmstadt) eingesetzt. Vor der Aktivierung wurdemdmbozyten bei RT 15 min mit 20
UM PP2 inkubiert. AnschlieBend wurde mit den Lysatger Thrombozyten eine
Immunpréazipitation mit Phosphotyrosin-spezifischefmtikorper (4G10®, millipore,
Merck KGaA, Darmstadt) durchgefihrt. Die Durchfumguder IP ist dem Punkt 3. 4. 5.
~Immunprazipitation“ zu entnehmen.

PP2-Behandlung bei Uberexpression von Nadrin WTsamumen mit Src
Tyrosinkinase fand Uber Nacht (ca. 20 bis 22 h) 3&i°C und 5 % C@statt. Die
Transfektion wurde im Verhaltnis Nadrin:Src 5:1 chgefuhrt. PP2 wurde dem
Kulturmedium der verwendeten Saugetierzellen naamin dMediumwechsel im Anschluss

an die Transfektion zugegeben. Die finale Konzgmn im Kulturmedium betrug 50 puM.

3. 3. Molekularbiologische Arbeiten

3. 3. 1. Isolierung von Plasmid-DNA

Mit den QIAGEN Plasmid Isolierungs Kits (QIlAprep iB8pMiniprep Kit und
QIlAfilter Plasmid Midi Kit, beide QIAGEN GmbH, Hikeh) kann schnell mit hoher
Ausbeute, reine Plasmid-DNA aus Bakterien isoliestrden. Dieser Reagenziensatz
wendet eine modifizierte Methode der alkalischesd {Birnboim und Doly, 1979] an. Die
Bindung der Plasmide an die Kieselgelmatrix beaufteiner hohen Salzkonzentration und
der selektiven Entledigung von chromosomaler DNawkirden 3 ml Bakteriensuspension
(QlAprep Spin Miniprep Kit), bzw. 25 ml (QIlAfilterPlasmid Midi Kit) einer
Ubernachtkultur zur Plasmidisolierung eingesetiaé BErnte der Bakterien fand bei 8.000
Upm (Eppendorf Centrifuge 5415C) bei Miniprep-Arsit und bei 3.452 g beim
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Midiprep-Mal3stab statt. Weiterhin wurde gemald delefung des Herstellers verfahren.
Die Elution der Plasmide fand mit sterilem Wassatts

3. 3. 2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurésungen

Zur Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration wulide dieser Arbeit ein
Spektralphotometer (NanoDrop 2000, NanoDrop prajudtilmington (DE), USA)
verwendet. Die Messung der Nukleinsdurekonzentratrot einem Spektralphotometer
beruht auf der Eigenschaft von Nukleinsdurebasmt keiner Wellenlange von 260 nm zu
absorbieren. Hierbei geniigte es, 1 pl der zu bestimlen Nukleinsédurelésung nach
vorheriger Leerwertmessung, auf die Messoberflaohepipettieren und das Gerat zu
schlieBen. Die durch Oberflachenspannung entsteh&tigssigkeitsschicht hat nun eine
exakt vom Gerat benotigte Schichtdicke. Die Reinl@nnte am Ratio Aonm/2sonm
abgelesen werden. Werte zwischen 1,9 und 1,8 fik D zwischen 1,9 und 2,0 (RNA)

wurden als rein akzeptiert.

3. 3. 3. Agarosegelelektrophorese

In eine Agarosegelkammer (PerfectBlue Gel Systemni ML, PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen) mit Platinelektrodewurde aufgekochte Agarose
gegossen, mit einem Kamm auf Seite der Kathode usfial) versehen und erkalten
gelassen. Die Gele bestanden ublicherweise aug/0@v/v) Agarose, die in einfach
konzentriertem TAE-PufferfRIS-EDTA-Acetat-Puffer) geldst ist. Die Zusammensetzung
des TAE-Puffers ist deifabelle 3.9zu entnehmen. Sollten DNA-Fragmente deutlich
kleiner als 1 kBp aufgetrennt werden, wurde ein 29é& (w/v) Agarosegel verwendet.
Nach dem Aushéarten des Gels (Schichtdicke 5-12 wumnle die Gelkammer mit 1x TAE-
Puffer aufgefillt und der Kamm entfernt.

Die zu untersuchende DNA wurde im angemessenendlteih mit Blue/Orange
Loading Dye, 6x (Promega GmbH, Mannheim) vermisaind in die Taschen des zuvor
angefertigten Agarosegels pipettiert. Zusatzlicmdeuein DNA-Langenstandard 1kb DNA
Ladder, bzw. 100bp DNA Ladder (beide von PromegabBmMannheim) in eine der

Geltaschen pipettiert, damit die Lange der Fragmelar zu analysierenden DNA-Probe
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sicher bestimmt werden konnte. Es wurde nun ei@@i8jng von ca. 5 Volt pro Zentimeter
Elektrodenabstand angelegt. Als Stromquelle dientas EPS 601 Power Supply (GE
Healthcare GmbH, Solingen). Die Laufzeit der DNABeNn konnte anhand der in den
Laufpuffern enthaltenen Farbstoffbanden (Xylencydfie, Bromphenolblau und Orange
G) abgeschéatzt werden.

Die Farbung der DNA wurde durch Ethidiumbromid bewgéelligt. Diese Substanz
interkaliert in doppelstrangige DNA und zeigt bairdgung mit ultraviolettem Licht eine
orange- bis rosafarbene Fluoreszenz. Ethidiumbrormesitzt die bemerkenswerte
Eigenschaft, dass sich bei Interkalation in dogpelfige DNA, seine Fluoreszenz um den
50- bis 100-fachen Wert verstarkt. Die lichtgesehaufbewahrte Farbelbésung bestand aus
1 pg Ethidiumbromid pro Milliliter 1 x TAE Puffer Tabelle 3.9. Agarosegele wurden
etwa 10 bis 30 min im Féarbebad inkubiert und ansBehd in der Photodokumentation
Quantum ST (VILBER LOURMAT Deutschland GmbH, Ebedwell) wahrend
Bestrahlung mit einer Anregungswellenlange von @%¢éfotografiert.

Tabelle 3.9:Zusammensetzung der 50-fach Stockldsung des TA&<S uf

Chemikalie Endkonzentration Einwaage [g]
TRIS-base 2M 242
EDTAO0,5MpH 8,0 50 mM 100 mi
Essigsaure (100 %) 17,5% 57,1 ml
Wasser (HO) ad 1000 ml

3. 3. 4. Enzymatische Modifikation von Nukleinsaure

3. 3. 4. 1. Restriktionsendonukleaseverdau

Zur vorhersagbaren Hydrolyse von Nukleinséuren enrd
Restriktionsendonukleasen der Klasse 1l (EC 3.2)2&ingesetzt. Diese Enzyme besitzen
eine definierte Erkennungssequenz, innerhalb dareh die DNA hydrolysiert wird. Die
Restriktionsendonukleasen der Klasse Il kénnen en@it in zwei Gruppen eingeteilt

werden. Es gibt Enzyme, die die DNA mit einem elsizéngigen Uberhang $ticky end§
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klebrige Enden) hydrolysieren und eine zweite Gajpgie glatte Enden verursachen
(»blunt ends glatte Enden).

Die Verdaue mit Restriktionsendonukleasen wurdenden in Tabelle 3.10
dargestellten Ansatzen durchgefuhrt. Es wurdenirdi€abelle 3.3aufgefihrten Enzyme
verwendet. Die Ansatze wurden gemal den optimaéehingungen der jeweiligen Enzyme
inkubiert. Ublicherweise fanden die Restriktionsemakleaseverdaue zur Herstellung von
DNA-Inserts bei 37 °C uiber Nacht statt. Die Hydsslywon pcDNAM3.1/Hygro(+), bzw.
ptdTomato-N1 (siehe 3. 1. 7. ,Verwendete Bakteti@&msne und Vektoren®) zur Analyse
des Inserts wurden normalerweise Kial, bzw. Agd und BanHl ein bis drei Stunden bei
37 °C vorgenommen. Die Analyse der Restriktionsen#éteaseverdaue geschah mittels

Agarosegelelektrophorese.

Tabelle 3.10Beispielhafter Ansatz fur Restriktionendonukleasauge

Substanz Volumen finale Konzentration
Puffer (z. B. NEB2) 2 ul 1-fach
Restriktionsendonuklease (10 — 20 U/ul) 05—-21ul 10U prol-3pugDNA
DNA xy ul 1-3pug

H>O Xy Ml ad 20 pl

3. 3. 4. 2. Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Wenn ublicherweise ein Insert in einen Plasmidvektoniert wird, wird dieser vor
der Ligation mit den benotigten Restriktionsenddeagen hydrolysiert und anschliel3end
dephosphoryliert. Diese Schritte sind unter 3. .314,Restriktionsendonukleaseverdau®
und 3. 3. 4. 3. ,Dephosphorylierung von Vektoreesthrieben. Das zu klonierende DNA-
Fragment musste mit denselben Restriktionsendoaséie behandelt sein und passende
Uberhinge besitzen. Die Ligation wurde anschlieRenil dem in Tabelle 3.11
zusammengefassten Ligationsansatz durchgeflhrt.

Ublicherweise wurden 50 bis 100 ng des zu klonigeen DNA-Fragments
eingesetzt. Die Ligation fand gemald den AngabenH#gstellers fir 60 min bei RT und
folgenden 4 °C Uber Nacht statt. AnschlieBend wudks Plasmid direkt zur
Transformation vorEscherichia coleingesetzt (siehe 3. 2. 4. , Transformation®).
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Tabelle 3.11Beispielhafter Ansatz fir die Ligation von Nukl@msen in Plasmidvektoren

Substanz Volumen finale Konzentration

10x Ligase Puffer 1l 1-fach

T4 Ligase h.c. 0,5-1ul 10U pro 1 -3 pg DNA
Plasmid-DNA Xy ul 30 ng

Insert-DNA Xy ul aquimolar zum Plasmid
H.O Xy ul ad 10 pl

3. 3. 4. 3. Dephosphorylierung von Vektoren

Um die Wahrscheinlichkeit einer Religation des égekWektors mit sich selbst zu
verringern, wurden die mit Restriktionsendonukl@abgdrolysierten Plasmide mit dem
Enzym CIP (engl. galf intestinal _phosphatasg” behandelt. Dieses Enzym
dephosphoryliert die durch Restriktionsendonukleaseeugten Enden und stellt sicher,
dass nur eine erfolgreiche Ligation mit einem Ihsdessen Enden noch Phosphatreste
besitzen, stattfinden kann. Der lbliche Ansatzreirephosphorylierung ist imabelle 3.12
dargestellt. Die Reaktion wurde fur 1 h bei 37 1€cthgefihrt.

Tabelle 3.12Beispielhafter Ansatz zur Dephosphorylierung vamsRlidvektoren

Substanz Volumen finale Konzentration
Restriktionsverdau 20 pul 1-3ug
CIP (10 u/ul) 1l 10U pro 1 -3 ug DNA

3. 3. 5.In vitro-Synthese von Nukleinsduren durch Polymeraseketteaaktion

Die Polymerasekettenreaktion (engpolymerase chain reactionPCR) [Mullis,
1990] ist seit langem eine wichtige Methode der @ékalarbiologie. Sie erlaubt es mit
hoher Effizienz spezifische DNA-Fragmentén vitro zu synthetisieren. Die
Matrizenmolekile werden bei dieser Methode expaekmermehrt. Der erste Schritt der
.Kettenreaktion® besteht in der Denaturierung derathtenstrange durch Hitze.
AnschlieRend binden bei einer berechneten Schreteeatur die dem PCR Ansatz
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zugegebenen Primer spezifisch an den Matrizenstrédigse Primer bilden einen
Startpunkt fir die hitzebestandige DNA-Polymerase.

3. 3. 5. 1. PCR mit PhusioR" High Fidelity DNA-Polymerase

Fur die Klonierung der Nadrin Varianten aus murimarombozyten cDNA wurde
die effiziente proof reading“Polymerase Phusio High Fidelity DNA-Polymerase
verwendet. Da es Ziel dieser Arbeit war, die klow@e Nadrin Isoformen in Saugetierzellen
zu Uberexprimieren, konnte nur eine DNA-Polymenasiehtchster Genauigkeit in Frage
kommen. Der Ansatz fir die PCR mit der PhuStbiigh-Fidelity DNA-Polymerase
erfolgte gemald den Herstellerangaben, ausschielE Templatemenge wurde variiert
(50 — 200 ng). Als Matrize diente cDNA aus muriffdmombozyten (siehe 3. 3. 8. ,cDNA-
Synthese*), bzw. Plasmid-DNA bereits sequenzieiienierungen. Das PCR-Programm
fur die Phusiof™ High Fidelity-PCR hatte das folgende Temperattfipro

1. initiale Denaturierung: 98 °C 3 min

2. Denaturierung: 98°C15s

3. Primer-Anlagerung: 68 °C 30 s 35 Wiederholungen
4. Elongation: 72 °C 15-30 s pro 1 kBp|

5. finale Elongation: 72 °C 7 min

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektonpbe aufgetrennt, auf
Spezifitat Uberprift und die Bande der erwartetemdf¥8 ausgeschnitten. Die
ausgeschnittenen DNA-Fragmente wurden schlie3lagkigigt (siehe 3. 3. 6. ,Reinigung
von Nukleinsduren aus Agarosegelen®), mit den bgteit Restriktionsendonukleasen
hydrolysiert (siehe 3. 3. 4. 1. ,Restriktionsenddeaseverdau“) und in den jeweiligen
Vektor ligiert (siehe 3. 3. 4. 2. ,Ligation von DNRragmenten in Vektoren®).

3. 3. 5. 2. PCR mit QuikChange Il Site Directed Mutgenesis Kit

Um die Tyrosinphosphorylierungsstellen von Nadrim mutieren, mussten

Mutationen von einem bis drei Basenpaaren (Ziehz&aminosdureaustausch) in die

klonierte cDNA eingebracht werden. Hierzu fand d@uikChange Il Site Directed
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Mutagenesis Kit (Agilent Technologies DeutschlamaliBl, Béblingen) Anwendung. Die
verwendeten Primer sind in ddrabelle 3.5 aufgeflihrt. Relevante Abigramme der

Sequenzierungen sind dem Anhang zu entnehmen.

3. 3. 6. Reinigung von Nukleinsduren aus Agarosegel

DNA wurde aus Agarosegelen mit dem QIAquick Gelr&ation Kit (QIAGEN
GmbH, Hilden) extrahiert. Dabei wurden folgende r8té durchgefihrt: Die gewiinschte
DNA-Bande wurde aus einem Agarosegel auf einem achen (70 % Intensitat) UV-
Schirm mit 254 nm Anregungswellenlange mit einemal@&l ausgeschnitten. Das
Agarosestick wurde in einem Puffer mit hoher Saizkaotration durch Hitzeeinwirkung
(52 °C) gelost. Die in Lésung befindliche DNA wurdanschlieend an eine
Kieselgelmatrix gebunden. Nach einem Waschschuttder die DNA in 20ul bis 50 pl
Reinstwasser (Reinstwasseranlage TKA GenPure, TK#¥rmo Electron LED GmbH,

Niederelbert) eluiert.

3. 3. 7. Isolierung von mRNA aus murinen Thrombozygn

In dieser Arbeit wurde die RNA-Extraktion nach Cleaynski und Sacchi
angewendet [Chomczynski und Sacchi, 1987]. Es hamitth um eine ,Ein-Schritt*-
Methode und es fand das Reagenz TRIzol® (Life Teldgies GmbH, Darmstadt)
Anwendung. Nach Chomczynski und Sacchi werden diwagchenen Thrombozyten
(siehe 3. 2. 5. ,lIsolierung muriner Thrombozytentit dem Guanidiniumthiocyanat-
haltigen TRIzol® im selben Schritt lysiert und Riagnaktiviert. In dieser Arbeit wurden
die gewaschenen Thrombozyten jedoch vor TRIzol®abagbereits mit dem ublichen
Lysepuffer lysiert (siehe 3. 4. 1. ,Herstellung vazelllysaten — Zellysate fir
Immunpréazipitation“). Durch das ebenfalls im TRI@aénthaltene Phenol, werden Proteine
und DNA abgetrennt. Nach starkem Vortexen und elfleminitigen Inkubation bei RT
wurde schliel3lich dem Gemisch noch Chloroform zepeg und erneut gevortext. Einer
weiteren 10-mindtigen Inkubation bei RT schlosshsiin Zentrifugationsschritt an (10
min, 10.600 g, 4 °C). Nun wurde die obere, wasdpigase unter vollstandiger Vermeidung

der Interphase (enthalt DNA) abgenommen und inneines Eppendorf Reaktionsgefald
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dberfuhrt. Zur weiteren Reinigung der RNA wurde moeals ein Phenol-Chloroform-
Gemisch zugegeben und gevortext. Einer 2-minttlgknbation bei RT schloss sich eine
weitere Zentrifugation an (10 min, 10.600 g, 4 °Oje obere, wassrige Phase wurde
wieder sauber abgenommen und in ein neues EppeRdationsgefald tberfihrt. Den
letzten Schritt stellte eine Isopropanolféallung .dlierzu figte man der RNA-LOsung
Isopropanol (RT) im gleichen Verhéltnis zu und rhiscdie Probe gut. Die Fallung fand
fur 30 min auf Eis statt. Das nach der Zentrifugrat{10 min, 20.800 g, 4 °C) erhaltene
Pellet wurde schlie3lich noch mit 70 %-igem unvétgé Ethanol gewaschen. Nun folgte
die letzte Zentrifugation fur 10 min bei 20.800 igdw4 °C. Der Ethanol wurde maoglichst
restlos abpipettiert und das Pellet trocknen gefasNach vollstandiger Trocknung wurde
die RNA in 20 ul RNase-freiem Wasser resuspendirtetzt wurde die Konzentration
bestimmt (siehe 3. 3. 2. ,Konzentrationsbestimmuag Nukleinsaurelésungen®) und die
RNA entweder bei -80 °C gelagert, oder sofortaldNA-Synthese (siehe 3. 3. 8. ,cDNA-
Synthese*) durchgefihrt.

3. 3. 8. cDNA-Synthese

Zur Synthese von cDNA aus gewonnener mRNA aus Gemwelurde das ImProm-
II™ Reverse Transcription System (Promega) verweridietbei wurde maximal 1 pg,
bzw. das laut Herstellerangaben maximal mdglichtuven der mRNA als Template in
die Reaktion eingesetzt und die Umschreibung mittkdr im Kit enthaltenen Reversen
Transkriptase durchgefuhrt. Die Reaktion lauft imn#Elp ab, wie eine normale PCR,
allerdings mit einzelstrangiger mRNA als Templated unit dem poly A-Schwanz der

MRNAs komplementaren poly d(T)-Primern.

3. 4. Proteinbiochemische Arbeiten

3. 4. 1. Herstellung von Zelllysaten

Zelllysate fur Western Blot Analyse
Um Lysate fur Western Blot Analysen (3. 4. 2. ,SB8lelektrophorese” und 3. 4. 3.

.Western Blot) zu gewinnen wurden Zellen mit so ngentem RIPA
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(,radioimmunoprecipitation assay‘Puffer lysiert [Alcarazt al, 1990]. Die Bestandteile
des RIPA Lysepuffers sind imabelle 3.13zusammengefasst. Dem RIPA-Puffer wurde
direkt vor der Verwendung noch ein Proteinaseinbibocktail zugegeben (cOmplete
Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche DiagieesDeutschland GmbH, Mannheim)
und die Lyse fand fur maximal 5 min auf Eis st@thschlieend konnten optional die
Lysate durch eine 5-mindtige Zentrifugation bei8@@ g und 4 °C geklart werden.

Tabelle 3.13Zusammensetzung des RIPA-Lysepuffers

Chemikalie Endkonzentration
TRIS-Hydrochlorid 50 mM
Natriumchlorid (NaCl) 150 mM
Triton™ X-100 1%
Natriumdesoxycholat 1%
Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,1%
EDTA 1mM
Wasser (HO) ad 1000 ml

Zelllysate fur Immunprézipitation

Damit Lysate fir eine anschlieBende Immunpréazipmat (IP, siehe 3. 4. 5.
.Immunprazipitation) verwendet werden koénnen, @&inf keine zu stringenten
Lysebdingungen gewahlt werden, um eine Denaturgerdes fur die IP verwendeten
Antikorpers oder die Dissoziation labiler Proteirefein-Wechselwirkungen zu verhindern.
Gewahlt wurde hierfir IP-Puffer (ImmunprazipitateRuffer, sieh&abelle 3.14, der mit

1 % Endkonzentration NP-40 (Noni®tP40 Substitute) und 10 pM Natriumorthovanadat
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen) versetzt wuidee Lyse fand fir 45 min bei 4
°C rotierend statt. Auch hier konnte ein optionaentrifugationsschritt (20.800 g, 4 °C, 5

min) angeschlossen werden.
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Tabelle 3.14Zusammensetzung des IP-Puffers

Chemikalie Endkonzentration Einwaage [g]
TRIS-Hydrochlorid 15mM 2,364
Natriumchlorid (NaCl) 155 mM 9,05
EDTA 1mM 2mlvon 0,5M
Natriumazid 0,005 % 0,2 ml von 25 ¢
Wasser (HO) ad 1000 ml

3. 4. 2. SDS-Gelelektrophorese

Prinzip der SDS-Gelelektrophorese ist es, Proteir@n nach deren
Molekulargewicht aufzutrennen. Hierzu wurden Zal#lie (siehe 3. 4. 1. ,Herstellung von
Zelllysaten®) fur 5 bis 10 min bei 95 °C hitzedem&rt und mit dem Reagenz 2-
Mercaptoethanol in der denaturierten Konformatioteft, indem die Wiederausbildung
von Disulfidbricken verhindert wird. Die Zusammemseg des Lammli-
Probenauftragepuffers ist d€abelle 3.15zu entnehmen. Das im Uberschuss vorhandene
SDS (,sodium_dodecy! sulfate“engl., Natriumdodecylsulfat) lagert sich Uberafi die
Proteine an und hebt die eigentliche Ladung deteRr® durch seine negative Ladung auf.
Nun wurden die Proteine auf einem Polyacrylamiddsstimmter Prozentzahl
(Zusammensetzung siefiabelle 3.16und Tabelle 3.17 im elektrischen Feld aufgetrennt.
Zum Polymerisieren dienen die Komponenten APS (Amomaperoxodisulfat,
Radikalstarter) und TEMED (N,N,N',N'-Tetramethyltndiamin, Katalysator). Beim
Anfertigen der Gele wurde zuerst das Trenngel gemisn die Gelkassette (Novex®, Life
Technologies GmbH, Darmstadt) geflllt und mit lsganol Uberschichtet, um eine
waagerechte und gerade Kante zu gewahrleisten. &aeh20 min wurde das Isopropanol
abgegossen und restlos aus der Gelkassette enfflemtwurde das Sammelgel auf das
Trenngel gegossen und zur Formung der Probenaefaschen mit einem Kamm (Life
Technologies GmbH, Darmstadt) versehen. Fur diel€drophorese wurden die Gele
schlieRlich in die Gelkammern (XCell SureLd¥kMini-Cell Electrophoresis System, Life
Technologies GmbHmM Darmstadt) eingesetzt und mitLaxfpuffer (Zusammensetzung
sieheTabelle 1§ versehen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei RT anliegenden 70 bis
140 V, sowie 400 mA fur 2 bis 3 Stunden.
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Tabelle 3.15Zusammensetzung des Probenauftragepuffers (5x Lapmml

Chemikalie Volumen [ml]
TRIS 1 M pH 6,8 6

SDS 10 % 4
Glyzerin 10
Bromphenolblau 1 Spatelspitze

Tabelle 3.16Zusammensetzung der 8,5 %-igen Polyacrylamidgele

Chemikalie Volumen [ml]
Wasser (HO) 4,5
TRIS 1,5M pH 8,8 2,5
Acrylamid/Bis-Losung 30 % 2,8
SDS 10 % 0,1
APS 80 pl
TEMED 10 pl

Tabelle 3.17Zusammensetzung der Polyacrylamidsammelgele

Chemikalie Volumen [ml]
Wasser (HO) 3,4
TRIS1MpH 6,8 0,625
Acrylamid/Bis-Losung 30 % 0,85
SDS 10 % 50 pl
APS 50 pl
TEMED 5 pl

Tabelle 3.18Zusammensetzung der 10-fach Stocklésung des SDfuffats

46

Chemikalie Endkonzentration| Einwaage [g]
TRIS-base 25 mM 30
Glycin 192 mM 144
SDS 0,1 % 10
Wasser (HO) ad 1000 ml
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3. 4. 3. Western Blot

Der Western Blot (WB) dient der Ubertragung von tBiren, die mittels SDS-
Gelelektrophorese (siehe 3. 4. 2. ,SDS-Gelelekivogde) aufgetrennt wurden, auf eine
PVDF (,polyvinylidene _difluoridey Membran. In dieser Arbeit wurdensemi-dry*
Elektroblot-Systeme (Trans-Blot® SD Semi-Dry Eleginoretic Transfer Cell, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen und PerfectB{i&emy-Dry Blotter Sedé¥ M, PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen) verwendet, wobeihsiie Proteine entlang einer
anliegenden Spannung bewegen. Der Aufbau des Wéhe(saauchAbbildung 3.3 sah
wie folgt aus: auf die unten liegende Anode vénmd mit Blot Puffer (Zusammen-

| Kathode (=) |

_ Whatman feucht
Acrylamidgel —> | |
= PVDF Membran

| Anode (+) |

Abbildung 3.2:Aufbau eines ,semi-dry” Western Blot.

setzung siehdabelle 3.19 getranktes Filterpapier (Whatman 3MM) gelegt. e¢DF
Membran wurde 2 bis 10 min in Methanol aquilibriend auf das feuchte Filterpapier plan
aufgelegt. Als néchstes wurde nun das Polyacrylgehiduftblasenfrei auf die PVDF
Membran aufgelegt. Die letzte Schicht stellt einiteres mit Blot Puffer befeuchtetes
Filterpapier dar. Nach auflegen der Kathode wurde &pannung von 10 V und 80 mA
pro Gel angelegt und der WB fiur 1 bis 1,5 h bei ®ifchgefihrt. Nach dem Transfer
kénnen die Proteine auf der PVDF Membran direktetstimmundetektion (siehe 3. 4. 4.

~Immundetektion®) analysiert werden.

Tabelle 3.19Zusammensetzung der 10-fach Stocklésung des Blrtpuf

Chemikalie Endkonzentration] Einwaage [g]
TRIS-base 20 mM 30
Glycin 150 mM 112,6
Wasser (HO) ad 1000 ml
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3. 4. 4. Immundetektion

Um bei der Immundetektion spezifisch Proteine detedn zu kénnen, missen
zunachst unspezifische Bindungsstellen blockierde®. Hierzu wurde die nach dem WB
(siehe 3. 4. 3. ,Western Blot“) mit Proteinen be&lad Membran mindestens 1 h bei 4 °C
mit 5 % Milchpulver in PBST (phosphate buffered salinghit 0,1 % Tween® 20) auf
dem Rundschittler inkubiert. Nach dem Blockiererrdgudie Membran mit dem jeweils
bendtigten, primaren Antikdrper Uber Nacht auf einollenmischer bei 4 °C inkubiert.
Die Verdunnungen der verwendeten Primarantikbrper die Immundetektion nach
Western Blot sind inTabelle 3.20 zusammengefasst. Am folgenden Tag wurde die
Membran 3 mal etwa 10 min lang mit PBST bei RT gehan. AnschlieRen folgte die
einstindige Inkubation bei RT und in Dunkelheit rdgém Sekundarantikérper. Diese
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrper sindjege Antikorper der Spezies, aus der
der Primarantikbrper gewonnen wurde, gerichtetwaodden in 5 % Milchpulver in PBST
gelést. Die Verdinnungen, sowie die Exzitations#isionsmaxima  der
Sekundarantikérper (LI-COR®, Lincoln (NE), USA) didlerTabelle 3.21zu entnehmen.
Anschlie3end wurde die Membran 3 mal mit PBST gelas und im Dunklen zwischen
Filterpapier getrocknet. Die eigentliche Detektfand mit dem Odyssey Infrared Imaging
Scanner (LI-COR®, Lincoln (NE), USA) statt.

Tabelle 3.20Verdunnungen der Primarantikérper und Bezugsfirma

Antikdrper und Bestellnummer Verdinnung| Bezugsfirm&
Anti-ARHGAP17 antibody ab74454 1:300 AB
ARHGAP17 antibody (S-13) sc-160146 1:50 SC
ARHGAP17 antibody NBP-83870 1:300 NB
Anti-Phosphotyrosine clone 4G10® 05-321 1:1000 Ml
Src (36D10) Rabbit mAb #2109 1:2000 CS
anti-pan actin: rabbit polyclonal #AANO1 1:1000 CY

Y Bezugsfirmen der Primarantikorper: AB = Abcam @amebridge, UK; CS = Cell Signaling
Technology, Inc., Danvers (MA), USA; CY = Cytoskele, Inc., Denver (CO), USA; MI =
millipore, Merck KGaA, Darmstadt; NB = Novus Bioliegls, LLC, Littleton (CO), USA; SC =

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
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Tabelle 3.21Verdinnungen der Sekundéarantikbrper und Emissiorsman

Antikérper und Bestellnummer Verdinnung| Exzitation/Emission [nm
:ggﬁ?g? 2(2/\; ;Zir;key Anti-Rabbit .15 500 7781795
:ggﬁ?gog 2(2/\; 2[)201”2key Anti-Mouse .15 500 7781795
ROYe® 680 Dorkey ATFGOaL 108 | 17 50 —"

3. 4. 5. Immunprazipitation

Mit der Immunprazipitation kénnen bestimmte Proteadifikationen, sowie -
interaktionen gezeigt werden. Hierzu werden Zeditgs(siehe 3. 4. 1. ,Herstellung von
Zelllysaten®) mit einem Antikorper (5 pg) versehamd 1 bis 2 Stunden bei 4 °C auf einem
Drehrad inkubiert. IgG-Kontroll-Antikbrper wurderon Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Heidelberg kauflich erworben (normal mouse IgG,nmalr rabbit IgG und normal goat
IgG). Nach der Antikérperinkubation wird den Prolbrecth Herstellerangaben gewaschene
Protein G-Sepharose (Protein G Sepharose 4 Fast B& Healthcare Europe GmbH,
Freiburg) zugegeben. Protein G ist ein bakteridfiedein, welches mit sehr hoher Affinitat
Immunglobuline der Subklasse IgG bindet. Die Proteigekoppelte Sepharose dient also
dazu, an einen Antikdrper gegen ein spezifischestelr zu binden und damit das
Zielprotein selbst, oder dessen Bindungspartneruranzhern. Der Ablauf einer
Immunpréazipitation ist inAbbildung 3.3 schematisch dargestellt. Immunprazipitierte
Proteine wurden 1:1 mit 2xLammli-Puffer versetztdumittels SDS-Gelelektrophorese

analysiert.
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A B C D

Abbildung 3.3 Schematische Darstellung einer Immunprazipitati¢h) Einem Proteingemisch (Zelllysat)
wird ein an Sepharose gekoppelter Antikbrper gedes Protein von Interesse zugegebeB) Der
Antikérper bindet an das Protein von Interesgg) Bei einer Zentrifugation wird der schwere Seplsaro
Antikérper-Protein-Komplex von den restlichen Phogés im Zelllysat abgetrenntDf Der Uberstand wird
verworfen und der abgetrennte Sepharose-AntikoRyetein-Komplex kann gewaschen und weiter
analysiert werden.

3. 4. 6. Immunfluoreszenzfarbung

Zellen, die immunzytochemisch gefarbt werden sojlteussten zunachst fixiert
werden. Hierzu wurde den Zellen 4 %-ige Formaldébsuhg zugegeben und fir 15 min
bei RT inkubiert. Da in dieser Arbeit ausschlieRlimtrazellulare Proteine untersucht
wurden, schloss an den Fixierungsschritt immer gesna eine Permeabilisierung der
Zellen an (10 min 0,1 % TritdM X-100 bei RT). Die Farbung mit den jeweiligen
Primarantikdrpern erfolgte nach mindestens einsgi@mdBlockierung mit 5 % BSA in der
Regel Gber Nacht bei 4 °C. Die Inkubation mit deekihdarantikbrper, bzw. mit primar
gelabeltem Alexa488-Phalloidin zur Farbung vomfiémtosen Aktinstressfasern erfolgte in
der Regel fir 60 min bei RT.

Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI (#6-Diamidin-2-phenylindol, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Minchen). Es wurde in PBS eine 1:30&@iinnung der DAPI-
Stocklésung (1 mg/ml, Endkonzentration = 0,33 py/hdrgestellt und die Zellen bei
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Dunkelheit exakt 2 min mit dem Farbstoff inkubiektschlielRend wurden die Zellen mit
PBS gewaschen. DAPI lagert sich in die AT-reicheagiBnen der DNA ein und
fluoresziert bei Anregung mit ultraviolettem LicfAbsorptionsmaximum 358 nm) blau

(Emmisionsmaximum 461 nm).

3. 5. Funktionelle Assays

3. 5. 1. ,Spreading von Thrombozyten

Fur das gpreading” von Thrombozyten ist es notwendig Deckglaser gestig
vorzubehandeln. Im Fall dieser Arbeit wurde als @slbnsmatrix humanes Fibrinogen
gewahlt. Es wurden Deckglaser (130 — 170 um Stake)gneter Grél3e ausgesucht und
die zu beschichtende Flache mit einem Fettstift kimer Anschlielend wurde die
Fibrinogenlésung gleichmafig auf der Beschichtuégke verteilt und Gber Nacht in einer
feuchten Umgebung bei 4 °C inkubiert.

Am Folgetag wurde die Fibrinogenldosung abgeschiuttet mit 1 %-igem BSA fir
mindestens eine Stunde bei RT blockiert. Die Thronyten wurden nach dem Abschitten
der Blockierlésung in einer Konzentration von 5@.Qéro pl fir 1 h bei RT spreadeh
gelassen. Nach dieser Zeit wurden die Thrombozstgreschittet und fixiert (mit 4 %-iger
Formaldehydlésung). Je nach anschlieRender Fanwungde ein Permeabilisierungsschritt
mit 0,1 % Tritod™ X-100 fiir 10 min bei RT durchgefiihrt.

3. 5. 2. ,Spreading von A5-CHO Zellen und Adh&sionsassay

Um A5-CHO Zellen gspreaden zu lassen, wird die Beschichtung passender
Deckglaser wie bereits unter 3. 5. 1.Spreading von Thrombozyten“ mit humanem
Fibrinogen tber Nacht vorgenommen. Mit ptdTomatoytaukten transfizierte A5-CHO
Zellen wurden schlie3lich unter dem Fluoreszenzoskop ausgezahlt und eine definierte
Menge von 3.000 transfizierten Zellen pro pl fur @ bei RT ,spreaden”gelassen.
Anschlie3end wurden die Zellen abgeschuttet undh d&eminttiger Fixierung mit 4 %-
iger Formaldehydlésung mit DAKO Fluorescence MoumtMedium (Dako Deutschland
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GmbH, Hamburg) eingedeckelt. Die Quantifizierung ddhérierten Zellen fand anhand
von mindestens 12 Ubersichtsaufnahmen in 10-fa¢begroRerung statt.

3. 5. 3. G-LISA®

G-LISAs® (Cytoskeleton, Inc., Denver (CO), USA) gi&LISAs (,enzyme linked
immuno absorbent assay“engl., enzymgekoppelter Immunabsorptionsversuahg,
spezifisch den Gehalt an aktiven RhoGTPasen detekti Das Prinzip beruht darauf, dass
die Effektorproteine der RhoGTPasen in 9@vells* immobilisiert sind. Diese
Effektorproteine werden nur von aktiven, GTP-gelemeh RhoGTPasen gebunden, was
sicherstellt, dass nur aktivierte RhoGTPasen natiegen werden. Die G-LISAs® wurden

exakt nach den Herstellerangaben durchgefihrt.

3. 6. Statistik

Die Ergebnisse in dieser Arbeit sind als Mittelwe&rSEM (,standard error of medn
engl., Standardfehler) dargestellt. Die Auswertuley Daten erfolgte mit der Software
PRISM (GraphPad Software, La Jolla (CA), USA) ungh8ikanzen wurden mit Hilfe des
ungepaarten, zweiseitigestiident’s t-teStberechnet. Der Schwellenwert fir statistische
Signifikanz wurde bei 0,05 gewahlt. (P < 0,05 % B,01 **, P < 0,001 ***)
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4. Ergebnisse

Nadrin ist ein aus dem neuronalen System bekamtie&SAP. Wenn PC12 Zellen
Neuritenauswichse bilden, ist Nadrin an der Regulat der bendtigten
Zytoskelettveranderungen beteiligt, indem es GTiRdee Rho Familie reguliert [Furugt
al., 2002]. Auch im Thrombozyten spielen RhoGTPaser essentielle Rolle. Ziel dieser
Arbeit sollte es also sein, Nadrin in Thrombozytexchzuweisen und seine Regulation und

Funktion hinsichtlich Zytoskelettveranderungen harakterisieren.

4. 1. Nachweis von Nadrin in Thrombozyten und Megg&zyten

Der erste Teil dieser Arbeit bestand darin, Nadnnmurinen und humanen
Thrombozyten, sowie in murinen Megakaryozyten naalezsen. Der Nachweis fand auf

Nukleotid- / Proteinebene, sowi®situ statt.

4. 1. 1. Immunfluoreszenzfarbung zum Nachweis vonadirin in murinen

Megakaryozyten

Megakaryozyten sind die vielkernigen Vorlauferzellelie Thrombozyten bilden.
Dieser komplexe Prozess wird Megakaryopoese genddat Thrombozyten bei der

Megakaryopoese kein DNA-Material vom Megakaryozytekommen, sondern nur

Nadrin merge/DAPI

Abbildung 4.1: Immundetektion von Nadrin in murinen MegakaryozyReot: Nadrin; Grin: GPlb; Blau:
DAPI; Gelb: ,merge“ von rot und griin. MaRRstab = 20m
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MRNA und Proteine, war es interessant Nadrisitu im Megakaryozyten nachweisen zu
konnen. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen vonimaar Megakaryozyten sind in
Abbildung 4.1 zu sehen. Es ist sowohl eine Kernfarbung, alé &irce Farbung mit dem
Thrombozyten- und Megakaryozyten-spezifischen Anplker GPIb zu sehen. Parallel dazu
wurde Nadrin immundetektiert. Nadrin konnte also murinen Megakaryozyten

nachgewiesen werden.

4. 1. 2. Lokalisierung von Nadrin in humanen Thromlozyten und Kolokalisierung mit
Aktin

Die Lokalisierung von Nadrin wurde mittels Immuneldion in ,gespreadeten”
Thrombozyten gezeigt. Hierzu werden Deckglaser Firinogen beschichtet und die
Thrombozyten wurden hierauf eine Stungdereaden“gelassen. Anschliel3end wurden die
Thrombozyten fixiert und mit verschiedenen Antikémp gefarbt. Gezeigt sind hier humane
Thrombozyten, da diese groRer sind und schoneredemBilieferten. Mit murinen
Thrombozyten wurde der gleiche Versuch durchgefilm Abbildung 4.2 ist eine klare

Kolokalisierung mit

Aktin

Abbildung 4.2: Humane Thrombozyten auf Fibrinogen ,gespreaded“t: Réktin; Grin: Nadrin; Gelb:

»,merge“ von rot und griin. Maf3stab = 10 um

Aktin gezeigt. Sowohl im zentralen Aktinring, alsch an den dulRersten Enden der runden

Lamellipodien war Nadrin mit filamentésem Aktin kéhlisiert.
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4. 1. 3. Nachweis von Nadrin in murinen und humaneihrombozyten mittels

Western Blot

Auf Proteinebene wurde Nadrin mittels Western Blathgewiesen. Hierzu wurden

Thrombozytenlysate (human und murin) im VergleiaiGewebelysaten (Kontrolllysate

Thrombozyten

murin human Gehirn Herz
- ?‘ﬁ — 100 kDa

Abbildung 4.3: Nadrin Expression in humanen und murinen Thromleozyontrolllysate aus murinem

Gehirn und Herz.

aus Herz und Gehirn) mittels Western Blot und als@Bnder Immundetektion
hinsichtlich ihres Nadringehaltes analyiert. Abbildung 4.3 ist ein exemplarischer
Western Blot gezeigt. Es fallt auf, dass in alleztegteten Lysaten mehrere Banden
erscheinen und keine distinkte Einzelbande.

4. 2. Isolierung, Mutation und Klonierung von muairNadrin cDNA

4. 2. 1. Isolierung muriner Nadrin cDNA aus Thrombayten

Nachdem wie unter 4. 1. 3. ,Nachweis von Nadrinmirinen und humanen
Thrombozyten mittels Western Blot* beschrieben Wadmn sich in Thrombozyten auf
Proteinebene nachgewiesen wurde, wurde im RahneserdArbeit aul3erdem die Analyse
der verschiedenen Nadrin Isoformen angestrebt. &slevhierzu die Gesamt-RNA aus
Thrombozyten isoliert, diese RNA in cDNA umgescheéer und eine Nadrin Isoform-
spezifische PCR durchgefiuhrt. Da sich diell, length” Isoformen Nadrin2 WT und
Nadrin4 WT dieselbe C-terminale Sequenz teilenakerdie PCR ein Gemisch dieser
beiden Isoformen. Die fyll length® Isoform Nadrin5 WT konnte hingegen mittels
spezifischer PCR-Primer einzelnamplifiziert werdébas Ergebnis dieser PCR ist in

Abbildung 4.4 gezeigt; es konnten nur sehr schwache Bandentemhakrden. Dennoch
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wurden die schwachen Banden aus dem Agarosegeksusgtten und aus dem Gel
extrahiert. Es folgte die Klonierung ddul] length* Isofomen (siehe 4. 2. 4. ,Klonierung

Bpl M 2&4 5

2500 = - S ' Isoform 2: 2457 Bp
Isoform 4. 2223 Bp

Isoform 5: 2184 Bp

Abbildung 4.4:Nadrin Isoform-spezifische PCR aus muriner Throrgteoz cDNA. 2 & 4: Gemisch aus den
beiden ,full length” Isoformen Nadrin2 WT und Naddi WT. 5: ,full length* Isoform Nadrin5 WT.

der murinen Nadrin Isoformen und Mutanten und Esgign der erstellten Konstrukte in
Saugetierzellen). Eine schematische Ubersicht Kenierten Nadrin full length®
Varianten ist inAbbildung 4.5 dargestellt. Die Ergebnisse der Sequenzierungsh isi
Anhang aufgefthrt.

Nadrin2
Wr BAR AT W e
Nadrin5
wr . PQ I

Abbildung 4.5: Schematische Ubersicht der klonierten Nadrin fldhgth* Varianten. Nadrin2 WT und
Nadrin5 WT; WT = Wildtyp.
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4. 2. 2. Herstellung der NadrinABAR-Mutanten

Basierend auf den klonierten und sequenzierten iNadull length® Isoformen
(Nadrin2 WT und Nadrin5 WT), wurden diBAR-Mutanten durch PCR hergestellt. Eine
schematische Ubersicht der generierten NadtBAR-Mutanten ist in Abbildung 4.6

e
ABAR - PQ

"soar AR
ABAR PQ I

Abbildung 4.6: Schematische Darstellung der generierten NadfBAR-
Mutanten mit deletierter BAR-Doméane.

dargestellt. Mit Hilfe einesforward® PCR-Primer, der in der GAP-Doméane mit einem
Startcodon beginnt wurde die N-terminal gelegeneRB#oméane deletiert. Die PCR-
Produkte der NadridMBAR-Mutanten sind in Abbildung 4.7 gezeigt. Auch diese

PCR-Produkte wurden im Agarosegel auf ihminReit Uberpruft und schlie3lich aus

[Bp] 2ABAR 5ABAR
k.
i
i

Nadrin2 ABAR: 1745 Bp

Nadrin5 ABAR: 1472 Bp

Mot h
a0

Abbildung 4.7:Deletion der Nadrin BAR-Domane auf Nukleotidebeiteeln PCR. Nadrin21BAR 1745 Bp;
Nadrin54BAR 1472 Bp.
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dem Gel extrahiert und in die beiden in dieser Arberwendeten Vektoren kloniert (siehe
4. 2. 4. Klonierung der murinen Nadrin IsoformenduMutanten und Expression der
erstellten Konstrukte in Saugetierzellen®). Seqeenhierzu befinden sich im Anhang
dieser Arbeit.

4. 2. 3. Herstellung der Nadrin Phosphomutanten

Die Nadrin Phosphomutanten (Einzelmutanten) wurdehder Grundlage der in
pcDNA™3.1/Hygro(+) und ptdTomato-N1 klonierten Nadrirfull, length® Isoformen
(Nadrin2 WT und Nadrin5 WT) hergestellt. Eine sclgisthe Ubersicht der generierten
Nadrin Phosphomutanten ist iAbbildung 4.8 zu sehen. Es wurde mitteldong

range® PCR eine drei Basen langdMutation eingefigt. Die Nadrin-

Na\%iTn 2 li !AP B
4 S
Nadrin 2 %ﬁf‘
Y124A & e o
% v
Nadrin 2 AR §”¢
Y314A BA A | e
g e mw

Abbildung 4.8: Schematische Darstellung der generierten Nadrin sphomutanten. Dargestellt ist
exemplarisch nur Nadrin2 und die darauf basieren@dmsphomutanten. Fir Nadrin5 wurden identische

Konstrukte hergestellt.

Phosphodoppelmutanten wurden basierend auf derersgguen Einzelmutanten Nadrin2
Y124A und Nadrin5 Y124A erzeugt, indem eine weitdtatation mittels Jong range”
PCR eingefugt wurde. Abigramme zum Nachweis deslgnéichen Mutationen sind im
Anhang aufgefihrt.
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4. 2. 4. Klonierung der murinen Nadrin Isoformen urd Mutanten und Expression der

erstellten Konstrukte in Sdugetierzellen

Die in 4. 2. 1. und 4. 2. 2. gezeigten Nadrin Wafdsmen undABAR-Mutanten
wurden nach Gelextraktion mBanH!| / Xba (pcDNA™3.1/Hygro (+)), bzw.BarH! /
Agd (ptdTomato-N1) hydrolysiert und in die mit derssh Restriktionsendonukleasen
vorbehandelten Vektoren ligiert. Es handelt sich uBxpressionsvektoren fir
Saugetierzellen. Uberpriuft wurde die Funktionaliti@r hergestellten Konstrukte durch
Transfektion von Saugetierzellen (A5-CHO und HEK3R®@nd anschlieRender Zelllyse,
SDS-Gelelektrophorese und Westen Blot mit Immuridiete.

Ein Western Blot der Nadrinfyll length® Varianten ist in Abbildung 4.9A
dargestellt. Die gezeigten Proteine wurden in Stemgellen unter Verwendung des
Vektors pcDNAM3.1/Hygro(+) exprimiert. Die zu erwartende GroRRe Kenstrukte liegt
bei ca. 80 kDa (Nadrin5 WT) und 90 kDa (Nadrin2 \WT)

A Nadrin2 Nadrin5 pcDNA B Nadrin2 Nadrin5 Tomato
WT WT leer WT WT leer
E—

Abbildung 4.9 Western Blot-Analyse der in Saugetierzellen kgrienierten ,full length* Isoformen
Nadrin2 WT und Nadrin5 WTAJ Verwendeter Uberexpressionsvektor: pcD¥8\/Hygro(+). B8) Der
verwendete Vektor ptdTomato erlaubt die Expressiaes Fusionsproteins ,tandem* Tomato-Nadrin2 WT
und ,tandem”“ Tomato-Nadrin5 WT.

Fur fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen detiméephologie wurde
aulBerdem ein Vektor eingesetzt, der die Express@nes rot-fluoreszierenden
Fusionsproteins erlaubt. Diefull length Isoformen Nadrin2 WT und Nadrin5 WT
fusioniert mit dem Farbstoftgndem*Tomato (ca. 54 kDa) haben eine Grol3e zwischen ca.
134 und 144 kDa und sind auf dem Western Bla&thbildung 4.9Bzu sehen.

Um eine eventuelle Regulation durch die BAR-Domaeigen zu kénnen, wurden
die Nadrin full length* Isoformen (Nadrin2 WT und Nadrin5 WT) mutiert, @nd die
komplette BAR-Doméne deletiert wurde. Die NadrkBAR-Mutanten haben eine
molekulare Masse von ca. 62 kDa (NadritBAR), bzw. 53 kDa (NadrinABAR) und
wurden sowohl mit pcDNA"3.1/Hygro(+) Abbildung 4.10A als auch als Fusionsprotein
mit ptdTomato Abbildung 4.10B in S&ugetierzellen (berexprimiert. Mit dem rot-
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fluoreszierenden Proteirtgndeni Tomato fusioniert besitzen die NadiyBAR-Mutanten
berechnete, theoretische Massen von 116 kiaden Tomato-Nadrin2ABAR) und 107
kDa (,tandem“Tomato-NadrinsABAR).

pcDNA pcDNA  pcDNA Tomato Tomato Tomato
A| 2ABAR 5ABAR leer B| 2ABAR 5ABAR leer

- -

Abbildung 4.10:Western Blot-Analyse der in Saugetierzellen Gbenexerten NadrinABAR-Mutanten. )
Vektor: pcDNAM3.1/Hygro(+). @) Der verwendete Vektor ptdTomato erlaubt die Espicn eines

Fusionsproteins (,tandem” Tomato ~ 54 kDa).

Neben der eventuellen Regulation der Nadrin GAPwitkt durch die BAR-
Doméne, wurde im Rahmen dieser Arbeit auch derd&sfvon Tyrosinphosphorylierung
auf die Nadrin-Aktivitat untersucht. Die unter 4. 3. ,Herstellung der Nadrin
Phosphomutanten® beschriebenen Konstrukte wurdenS#&ugetierzellen (HEK293)

Uberexprimiert und zur Expressionskontrolle tetst Western Blot und anschlieRender

A
pcDNA2 pcDNA2 pcDNA2 pcDNAS5 pcDNAS pcDNAS
Y124A Y314A Y124/314A Y124A  Y314A  Y124/314A
r-
3 .
B

Tom?2 Tom2 Tom2 Tomb5 Tomb5 Tomb
Y124A Y314A Y124/314A Y124A Y314 A Y124/314A

Abbildung 4.11:Western Blot-Analyse der in Saugetierzellen Ubemneigrten Nadrin Phosphomutante\)(
Mit dem Vektor pcDNA'3.1/Hygro(+) Uberexprimierte Nadrin PhosphomutantéB) Der verwendete
Vektor ptdTomato-N1 erlaubt die Expression einesidghsproteins (,tandem* Tomato ~ 54 kDa). Tom2 =

Jandem” Tomato-Nadrin2; Tom5 = ,tandem” Tomato-Nad5.
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Immundetektion analysiert. Die Uberexprimierten NadPhosphomutanten sind in
Abbildung 4.11 dargestellt, sowohl mit dem Vektor pcDN%3.1/Hygro(+) @bbildung
4.11A uUberexprimiert, als auch mit ptdTomato als Fuspsaotein mit dem rot-
fluoreszierendentandem*“Tomato Abbildung 4.11B.

Die molekulare Masse der Nadrin Phosphomutanterchyleler der jeweiligen
Nadrin ,full length® Isoformen Nadrin2 WT und Nadrin5 WT, bzw. déanden Tomato-
Nadrin-Fusionsproteine, die A&bbildung 4.9dargestellt sind.

4. 3. Untersuchung der GAP-Aktivitdt von murinendNa Isoformen im

Zellkultursystem

4. 3. 1. Nadrin reguliert Cdc42 Isoform-spezifisch

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Nadfurdl Jength* Isoformen Nadrin2
WT und Nadrin 5 WT wurden nun getrennt voneinandef ihr Vermoégen Cdc42 zu
regulieren untersucht. Hierzu konnte im Zellkulyigtem gezielt die jeweilige Isoform
Uberexprmiert werden.

Es wurde eine Kotransfektion von Saugerzellen naih dNadrin full length®
Isoformen und der konstitutiv aktivierten Mutantdod2-Q61L durchgefihrt. Zuerst wurde
im G-LISA®-Experiment die GAP-Aktivitat der einzedin Nadrin full length® Isformen
gegeniber Cdc42 gezeighlbildung 4.12A. Es war deutlich zu erkennen, dass nur
Nadrin5 WT den Gehalt an aktivem, GTP-gebundenedZdeduzieren konnte. Nadrin2
WT hatte keinen Einfluss auf den Cdc42-GTP-Level. eitdthin wurden
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von den kofiaesten Saugetierzellen
angefertigt, um den Einfluss der beiden Nadfuil Jength* Isoformen auf Cdc42-iduzierte
Zytoskelettveranderungen zu untersuchen. Repradsentufnahmen sind irAbbildung
4.12B dargestellt. Konsistent mit den Ergebnissen der I&AR-Experimente konnte
festgestellt werden, dass nur Nadrin5 WT in der eLagt, die Cdc42-vermittelte
Filopodienbildung zu verringern. Die Filopodienhitty in Zellen in denen Nadrin2 WT
und Cdc42 Uberexprimiert wurde, entsprach der riitgeen fandemi Tomato-
Leervektorkontrolle.
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A B
120 k% 14 . *
NS
100 I T 12
l Q@ ]V [] control
= 80 N 10 2 wr
?:' g_ \ HB5wT
5 60 & ® J
N 3
3 & 6
O 40 i
g 4
N
C
20 <
2 4
0 0
ctrl 2WT  5WT ctrl 2WT  5WT

Kontrolle } Nadrin2 WT Nadrin5 WT

Abbildung 4.12:Nadrin reguliert Cdc42 Isoform-spezifisci)(Cdc42-G-LISA® mit konstitutiv aktiviertem
Cdc42 und Nadrin full legth” Isoformen (Nadrin2 Wihd Nadrin5 WT) Uberexprimiert in Saugetierzellen.
(B) Statistische Auswertung der Cdc42-Q61L-induzefdopodienbildung bei Nadrin2 WT- bzw. Nadrin5
WT-Uberexpression,C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Cdc42-QBNA und Nadrin cDNA
kotransfizierten A5-CHO Zellen; Grin = EGFP-Cdc484D, Rot = Nadrin bzw. ,tandem“ Tomato.
MaRstab = 10 um. P < 0,05 *, P < 0,001 ***, nichignifikant NS

4. 3. 2. Nadrin reguliert Racl

Weiterhin wurden nun im Zellkulturmodell die beidedadrin ,full length®

Isoformen Nadrin2 WT und Nadrin5 WT bezuglich ihirkung auf Racl miteinander
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verglichen. Die Ergebnisse des G-LISA®, der wieeard. 3. 1. mit kotransfizierten
Saugetierzellen durchgefiihrt wurde, sind dem Dmagnain Abbildung 4.13A zu
entnehmen. Beide getesteten Nadriull,length® Isoformen (Nadrin2 WT und Nadrin5

WT) konnten den Gehalt an GTP-gebunden@actl mindestens sehr signifikant

A B
120 ko 40 *
*%
35
100 I [
g 30 T [] control
—. 80 o 2 WT
S = S o5 I | U2
o S Bs5 wT
6. 60 % 20
s k)
O e}
[¢] o
40| S 15
£
8 10
20 |
5
0 0
ctrl 2WT 5WT ctrl 2WT 5WT

Kontrolle Nadrin2 WT Nadrin5 WT

Abbildung 4.13:Nadrin reguliert Rac1.4) Racl-G-LISA® mit konstitutiv aktiviertem Racl Wwelrin ,full
length* Isoformen (Nadrin2 WT und Nadrin5 WT) Ubgremiert in Saugetierzellen.Bj Statistische
Auswertung der Racl-Q61l1L-induzierten Lamellipodileining bei Nadrin2 WT- bzw. Nadrin5 WT-
Uberexpression. P < 0,05 *, P < 0,01 **, P < 0,001 ( C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von
Racl-Q61L cDNA und Nadrin cDNA kotransfizierten @30 Zellen; EGFP-Racl-Q61L = griin, Nadrin

bzw. ,tandem" Tomato = rot. Maf3stab = 10 pm.

reduzieren. Auch in diesem Versuchsansatz wurdem \den kotransfizierten
Saugetierzellen fluoreszenzmikroskopische Aufnahraegefertigt. Wie inAbbildung

4.13C an reprasentativen Aufnahmen zu erkennen ist,rhabe Einklang mit den G-
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LISA®-Ergebnissen — beide getesteten Nadfirl Jength® Isoformen (Nadrin2 WT und
Nadrin5 WT) einen Einfluss auf die fur Racl chagaiktische Lamellipodienbildung.
Hierbei ist die GAP-Aktivitat von Nadrin5 WT mitreer Reduktion des GTP-gebundenen
Racl auf 35,1 =+ 2,8 % verglichen mit der Leervektatrolle deutlich potenter, als die
GAP-Aktivitat von Nadrin2 WT (75,8 £+ 1,2 %). Die @utifizierung der
Lamellipodienbildung ist dem Diagramm Abbildung 4.13Bzu entnehmen. Die flachen,
runden Lamellipodien sind in Nadrin5 WT-transfizear Zellen deutlich starker verringert,

als in Nadrin2 WT-transfizierten Zellen.

4. 3. 3. Nadrin reguliert RhoA

Auch fiir die dritte wichtige RhoGTPase RhoA wurdétels Uberexpression in
Saugetierzellen der Einfluss der einzelnen Nadfifl |ength” Isoformen (Nadrin2 WT
und Nadrin5 WT) untersuchAbbildung 4.14. Beide Nadrin Isoformen waren in der Lage

aktives RhoA mindestens signifikant zu reduzieren.

Abbildung 4.14: Nadrin reguliert

120 *kk RhoA. RhoAl-G-LISA® mit
_* konstitutiv  aktiviertem RhoA und
100 Nadrin  full length* Isoformen
I (Nadrin2 WT und Nadrin5 WT)
— 80 1 y o .
< [ control Uberexprimiert in Saugetierzellen. P
a <0,05* P < 0,001 ***
o O2 wr
O 60 ]
e W5 wr
o
e
x40 Leider ist der Einfluss von
RhoA auf das Zytoskelett nicht
20 . : .
so markant, wie die bereits
0 gezeigte Pseudopodienbildung,

ctrl 2WT  SWT die von Racl und Cdc42

vermittelt wird. Daher wurde
Stressfaserbildung und die Bildung fokaler Adhaskamplexe fokussiert (siehe 4. 4. ,Im
Zellkultursystem  reguliert Nadrin  Stressfaserbilgun die  Bildung fokaler

Adhasionskomplexe und die Zelladhasion®). RhoA spierbei eine zentrale Rolle.
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4. 4. Im Zellkultursystem reguliert Nadrin Stressfibildung, die Bildung

fokaler Adhasionskomplexe und die Zelladh&asion

4. 4. 1. Nadrin reguliert die Stressfaserbildung

Stressfasern sind wichtig fur Zellmotilitat und kiaktile Prozesse. Einer der
wichtigsten Regulatoren der StressfaserbildunglistGTPase RhoA. In A5-CHO Zellen
wurden die einzelnen Nadrinfull length” Isformen in ptdTomato Uberexprimiert und
anschlieBend auf Stressfaserbildung untersuchtFBibung der Stressfasern erfolgte mit

Alexa Fluor® 488 PhalloidinAbbildung 4.15.

Tomato F -Aktin
volle SFE ——»
Kontrolle
Nadrin2
WT
Nadrin5
WT

Abbildung 4.15:Reprasentative Aufnahmen von transfizierten A5-Géken nach F-Aktin-Farbung. Grun:
Alexa Fluor® 488 Phalloidin (F-Aktin-Farbung); Rot;tandem®* Tomato (Kontrolle), Fusionsprotein
Lfandem” Tomato-Nadrin ,full length* (siehe BescHtung: Nadrin2 WT und Nadrin5 WT); SF =

Stressfasern.
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Die Auswertung der Stressfaserbildung transfizie®®-CHO Zellen erfolgte,
indem die Zellen in drei Gruppen eingeteilt wurden:

1. Zellen mit normaler Stressfaserbildung

2. Zellen mit reduzierter oder kortikaler Stressfagdung

3. Zellen, die keine Stressfasern bildeten.

Das quantifizierte Ergebnis ist im DiagrammAhbildung 4.16zusammengefasst.

100 1 |
*%
*%k%
80 |
¥
o, ] volle Stressfaser-
> 60 * bildung
3
= ] reduzierte Stress-
o faserbildung
(2]
c 40 .
7 | keine Stressfaser-
g * bildung
n
20 1 *kk
0 : :
Kontrolle Nadrin2 Nadrin5
WT WT

Abbildung 4.16:Quantifizierung der Stressfaserbildung Nadrin fléingth“-transfizierter Sdugetierzellen.
Einfluss von Nadrin2 WT und Nadrin5 WT auf die &ild von Stressfasern. P < 0,05 *, P < 0,01 ** P <
0,001 ***

Sowohl Nadrin2 WT als auch Nadrin5 WT reduziertém Ainzahl der Zellen, die
normale Stressfaserbildung zeigten verglichen reit idontrolle mindestens signifikant
(Nadrin2 WT = 57,8 %, Nadrin5 WT = 38,7 % verglioheit der Leervektorkontrolle =
77,0 %). Uberexpression von Nadrin5 WT erhohte Zial der Zellen mit reduzierter
Stressfaserbildung signifikant (Nadrin5 WT = 42,0vésglichen mit der Kontrolle = 21,3
%). Auch die Zahl der Zellen die gar keine Stressfia mehr bildeten wurde von beiden
getesteten Nadrinfyll lengthH' Isoformen mindestens sehr signifikant erhéht (iasl WT
= 19,3 % verglichen mit der Leervektorkontrolle 7 %o).
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4. 4. 2. Nadrin reguliert die Bildung fokaler Adh&sonskomplexe

Neben der Bildung von Stressfasern spielt auch @&#dung fokaler
Adhasionskomplexe eine zentrale Rolle bei Zellntigraund Zelladhasion. Die Farbung
fokaler Adhasionskomplexe beruht auf der Immundeiekvon Vinculin, einem Protein,
das in relativ grof3er Menge in fokalen Adhasionsglaxen eingelagert wird [Katoét al,
1995]. Auch der Prozess der fokalen AdhasionskoxaBliElung wird zu einem Grol3teil
von RhoA reguliert. Da Nadrin, wie in 4. 3. 3. ,Nadreguliert RhoA* gezeigt, die RhoA-
Aktivitat beeinflussen kann, wurde auch der Efféeler einzelnen Nadrinfyll length®
Isoformen Nadrin2 WT und Nadrin5 WT auf die Bildufgkaler Adhasionskomplexe
untersucht. Nach Uberexpression von Nadrin2 WT uWdddrin5 WT, bzw. der
Leervektorkontrolle in A5-CHO Zellen wurde Vinculimmundetektiert und anhand

konfokaler fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmenysiert (Abbildung 4.17%.

Tomato Vinculin

Kontrolle

Nadrin2
WT

Nadrin5
WT

Abbildung 4.17:Représentative Aufnahmen von transfizierten A5-CH@en nach Vinculin-Farbungn
Saugetierzellen Gberexprimierte Nadrin ,full lengisoformen (Nadrin2 WT und Nadrin5 WT) beeinflusse

die Bildung fokaler Adasionskomplexe.
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Die Quantifizierung der Bildung fokaler Adh&sionskaexe erfolgte, indem die
Nadrin-transfizierten A5-CHO in drei Gruppen eirgktwurden:

1. normale Bildung von fokalen Adhasionskomplexen

2. verminderte Bildung von fokalen Adh&asionskomple

3. nur diffuse Farbung im Zytoplasma
Diese Auswertung ergab das folgendeAbbildung 4.18dargestellte Ergebnis.
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Abbildung 4.18: Quantifizierung der Bildung fokaler Adhé&sionskomplein Nadrin-transfizierten
Saugetierzellen. Einfluss von Nadrin2 WT und N&InWT auf die Bildung fokaler Adh&sionskomplexe
verglichen mit Leervektor-transfizierten Zellen<®,05 *, P < 0,01 **, P < 0,001 ***

Alle Zellen, in denen Nadrin Uberexprimiert wurdmigten eine gegenuber der
Kontrolle deutlich veranderte Bildung fokaler Adlgiskomplexe. Normale
Adhasionskomplexbildung war bei beiden getestetadrid ,full length® Isoformen im
Vergleich zu Leervektorkontrolle mindestens selgnigikant verringert. Im Vergleich zur
Leervektorkontrolle war die Bildung normaler fokakkdhasionskomplexe von 81,5 % in
den Kontrollzellen auf 55,7 % (Nadrin2 WT), bzw, 286 (Nadrin5 WT) reduziert.
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4. 4. 3. Nadrin reguliert die Zelladhasion

Da die Bildung fokaler Adhasionskomplexe durch begktesteten Nadrinfyll
length” Isoformen (Nadrin2 WT und Nadrin5 WT) beeinflussurde, folgte die
Untersuchung der Zelladhasion bei Nadrin-Uberexgioes Hierzu wurden A5-CHO Zellen
verwendet, die nach Transfektion auf einer Fibravedlatrix adhérieren gelassen wurden.
Reprasentative Bilder der transfizierten Zellenyisadie Quantifizierung adharierter Zellen
pro Gesichtsfeld sind iAbbildung 4.19dargestellt.

A *%% B

120 ; Kontrolle
Ry

100

HH

o
S
HH

Nadrin2 WT

Zelladhasion [%]
I o
o o

N
o

NadrinsWT

ctrl 2WT  SWT

[] control
2wt
Hs5WwT

Abbildung 4.19:Nadrin beeinflusst die Adh&sion von SéugetierzeMadrin2 WT und Nadrin5 WT wurde in
A5-CHO Zellen Uberexprimiert und eine definiertehZ&ransfizierter Zellen auf Fibrinogen adhérieren
gelassen. A) Quantifizierung adhérierter, transfizierter Zaflepro Gesichtsfeld. B) Reprasentative

Aufnahmen transfizierter Zellen. P < 0,001 ***
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Beide getesteten Nadrirfull length” Isoformen (Nadrin2 WT und Nadrin5 WT)
hatten einen mehr oder weniger deutlichen Effekt dia Zelladh&asion. Nadrin2 WT
reduzierte die Zahl adharierter Zellen auf 78,1 ,& %% verglichen mit der Kontrolle,
Nadrin5 WT hingegen reduzierte die Zahl adharies&CHO Zellen auf 35,8 + 2,5 %.

4. 5. Regulation von Nadrin

Fur GTPase  aktivierende  Proteine  stehen der  Zelmehrere
Regulationsmechanismen zur Verfigung. In dieseeimvurden zwei bekannte und teils
weit verbreitete Mechanismen untersucht: Die Remuradurch die BAR-Doméane und

durch Tyrosinphosphorylierung.

4. 5. 1. Nadrin wird durch die BAR-Domane reguliert

Da fur das verwandte RhoGAP Oligophrenin-1 eine URdgn durch die BAR-
Doméne bereits gezeigt wurde, lag es nahe diesethaiesmus auch fir Nadrin zu
untersuchen. Bei Oligophrenin-1 spielt bei der Ratgpn durch die BAR-Domane auch die
»pleckstrin homology“(PH)-Doméne eine entscheidende Rolle. WenngleiatriN eine
solche PH-Domane nicht besitzt, wurde der regukatbe Effekt der BAR-Doméne auf die

Nadrin-Aktivitat untersucht.

4.5. 1. 1. Die Nadrin BAR-Domaéne reguliert den Eiftuss von Nadrin auf die

Stressfaserbildung

Um einen eventuellen regulatorischen Effekt der BB&tn&ne zeigen zu kdnnen,
wurden die unter 4. 2. 2. ,Herstellung der NadABAR-Mutanten® gezeigten Nadrin
ABAR-Mutanten in Saugetierzellen Uberexprimiert urdkren Einfluss auf die
Stressfaserbildung untersucht. Die Versuchsdurebfighglich der unter 4. 4. 1. ,Nadrin
reguliert die Stressfaserbildung” beschriebenen died Auswertung wurde anhand der
Selben Kriterien durchgefiihrt. Die transfiziertemduF-Aktin-gefarbten A5-CHO Zellen

wurden in drei Gruppen eingeteilt:
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1. Zellen mit normaler Stressfaserbildung
2. Zellen mit reduzierter oder kortikaler Stresefagddung
3. Zellen, die keine Stressfasern bildeten.

Das quantifizierte Ergebnis ist im DiagrammAhbildung 4.20zusammengefasst.
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Abbildung 4.20:Quantifizierung der Stressfaserbildung NadfiBAR-transfizierter Saugetierzellen. Einfluss
von Nadrin24BAR und Nadrin®BAR auf die Stressfaserbildung im Vergleich zurejégen ,full length”
Isoform Nadrin2 WT und Nadrin5 WT. P < 0,05 *, Q1 **

Im Vergleich mit der zugehérigeriul length' Isoform, zeigt NadrinsABAR einen
deutlich gréReren Effekt. Die volle Stressfasenlnilgl ist von ca. 40 % bei Nadrin5 WT auf
nur noch etwa 10 % bei Nadrif®BAR reduziert. Nadrin2 hingegen zeigt bezglich der
Stressfaserbildung keine signifikante Veranderugiglbletierter BAR-Domane.

4.5. 1. 2. Die Nadrin BAR-Domaéne reguliert die Bdung fokaler Adhasionskomplexe

Wie bereits in 4. 4. 2. ,Nadrin reguliert die Biliy fokaler Adhésionskomplexe*
beschrieben, spielt auch die Bildung fokaler Adbdskomplexe eine zentrale Rolle bei
Zellmigration und Zelladh&sion. Die Farbung fokafethdsionskomplexe beruht auf der

Immundetektion von Vinculin, einem Protein, dasralativ grol3er Menge in fokalen
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Adhéasionskomplexen eingelagert wird [Katehal, 1995]. Auch der Prozess der fokalen
Adhéasionskomplex-Bildung wird zu einem Grol3teil viehoA reguliert. Da Nadrin, wie in
4. 3. 3. ,Nadrin reguliert RhoA" gezeigt, die Rha&¥divitat beeinflussen kann, wurde
auch der Effekt der einzelnen NadrixBAR-Mutanten (Nadrin2ZABAR und Nadrin5
ABAR) auf die Bildung fokaler Adhasionskomplexe usteht, indem besagte Nadrin
ABAR-Mutanten als tandem” Tomato-Fusionsprotein und die zugehorige Kontralle
A5-CHO Zellen Uberexprimiert wurden und nach demmimmdetektion von Vinculin
konfokale Aufnahmen angefertigt wurden.

Die Quantifizierung der Bildung fokaler Adh&sionskaexe erfolgte, indem die
Nadrin-transfizierten A5-CHO Zellen in drei Gruppeingeteilt wurden:

1. normale Bildung fokaler Adhasionskomlexe

2. verminderte Bildung fokaler Adhasionskomplexe

3. nur diffuse Vinculinfarbung im Zytoplasma
Diese Auswertung ergab das folgendeAbbildung 4.21dargestellte Ergebnis.
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Abbildung 4.21: Quantifizierung der Bildung fokaler Adhésionskompleson Nadrin/BAR-transfizierten
Saugetierzellen. Einfluss von Nadrin2 bzw. NaddfBAR verglichen mit den jeweiligen WT Isoformen auf
die Bildung fokaler Adhasionskomplexe. P < 0,08 % 0,001 ***

Sowohl auf Nadrin2 als auch auf Nadrin5 hat diecideh der BAR-Domane einen

mindestens signifikanten Einfluss beziglich ded@&ilg fokaler Adhasionskomplexe. Im
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Vergleich zur Kontrolle Nadrin2 WT (55,7 = 45 %) irdh die fokale
Adhéasionskomplexbildung durch Nadrif®BAR starker vermindert auf 20,0 + 6,2 %.
Nadrin5ABAR erhohte die Zahl der Zellen ohne Adhasionskaxg| wobei die Zellen mit
reduzierten Adhasionskomplexen auf 28,6 + 1,4 %gharen mit der WT-Kontrolle
(Nadrin5 WT = 46,3 £ 5,7 %) abnimmt. Diffuse Veheig des Proteins Vinculin im
Zytoplasma war tendenziell haufiger in den NadvBAR-Mutanten zu beobachten.

4. 5. 1. 3. Die Nadrin BAR-Domaéne reguliert den Eifiuss von Nadrin auf die
Zelladhasion

Unter 4. 4. 3. ,Nadrin reguliert die Zelladhasiontirde bereits gezeigt, dass die
beiden full length® Isoformen Nadrin2 WT und Nadrin5 WT die Zelladlmsi
beeinflussen. Auch im Hinblick auf die Zelladhasiwarde der Einfluss der Nadrin BAR-
Domaéane untersucht. Hierzu wurden A5-CHO Zellen Neidrin cDNA transfiziert und
anschlieBend auf einer Fibrinogenmatrix adhérieggelassen. Reprasentative Bilder der
transfizierten Zellen, sowie die Quantifizierundhaderter Zellen pro Gesichtsfeld sind in
Abbildung 4.22dargestellt.
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Abbildung 4.22: Die Nadrin BAR-Domane reguliert die Zelladhasio®) (Quantifizierung adharierter,
transfizierter Zellen pro GesichtsfeldB)( Reprasentative Aufnahmen transfizierter A5-CHOlede
.fandem" Tomato-Nadrin = rot. P < 0,05 *, P < 0,00**
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Die BAR-Domane beeinflusst sowohl Nadrin2 WT alsratNadrin5 WT, denn die
jeweiligen Nadrin ABAR-Mutanten reduzieren die Zelladhdsion nochmaéutlech.
Nadrin2 ABAR reduzierte die Zelladh&sion auf ca. 66,2 +%,{Nadrin2 WT = 78,1 + 3,6
%) und NadrinSsABAR verringerte die Adhéasion transfizierter A5-CHtllen noch mal
deutlich verglichen mit der Kontrolle Nadrin5 WT5@8 + 2,5 %) auf nur noch 22,0 + 2,1
%.

4. 5. 2. Src-Familie Tyrosinkinase-abhangige Phospklierung von Nadrin

Tyrosinphosphorylierung  stellt  einen  wichtigen  Régfionsmechanismus
verschiedenster Proteine dar. Eine sehr bekanrderumielen Signaltransduktionswegen
vorkommende Tyrosinkinase ist Src. Daher wurde inese& Arbeit die
Tyrosinphosphorylierung von Nadrin in Thrombozytaamd im Zellkulturmodell

untersucht.

4. 5. 2. 1. Nadrin wird in Thrombozyten aktivierungsabhangig tyrosinphosphoryliert

Regulationsprozesse, die auf die Thrombozytenaktivig folgen, missen schnell
in die Signaltransduktion eingreifen kénnen. Dakedie Phosphorylierung von Proteinen
in Thrombozyten ein weitverbreiteter Regulationshagtismus [Zahedi et al., 2006]. Um
die aktivierungsabhéangige Tyrosinphosphorylierungn vNadrin zu zeigen, wurden
Immunpréazipitationsstudien durchgefihrt. Im Rahrdeser Arbeit konnte ich zeigen, dass
sowohl durch Thrombin- als auch durch CRP-AktivigguNadrin tyrosinphosphoryliert
wird. In Abbildung 4.23 ist gezeigt, dass Nadrin in murinen Thrombozyteachn

Thrombinaktivierung tyrosinphosphoryliert wird.
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murine Thrombozyten

+ Thr [min] - 1 15 -

A Tyr-P JA—— - " <— Nadrin-P

B Nadrin F ﬁ <« Tyr-P
C Nadrin “ t - P - <— Nadrin

P IP: 19G Blot

|
U

!
|
L.

1

-

D Lysat <+— Nadrin

Blot

180

—t—

——

[J ohne
Ml 1 min
[J 15 min

Nadrin Tyrosinphosphorylierung [%]
=
o
o

+ Thr

Abbildung 4.23:  Immunprazipitation zur Untersuchung der aktiviersaghangigen
Tyrosinphosphorylierung von Nadrin in murinen Thimayten.Die Aktivierung erfolgte mit Thrombin (1
und 15 min) &) Immunprazipitation mit Phosphotyrosin-Antikérpend Immundetektion von NadrirB)(
Reziproke Immunprazipitation mit Nadrin-Antikérpemd Immundetektion von PhophotyrosirC) (
Immunprazipitation mit Nadrin-Antikérper und Immutektion von Nadrin als Ladekontrolle. Jeweils ttsch
im Bild sind die zugehorigen IgG-Kontrollen abgdeil. O) Lysate vor Immunpréazipitation zur Kontrolle des
Eintrags. €) Statistische Auswertung der Nadrin Tyrosinphospllerung nach Thrombinaktivierung
muriner Thrombozyten. P < 0,05*

Weiterhin wurden auch humane Thrombozyten untetsualch hier wurden die
Thrombozyten mit Thrombin aktiviert und anschlie@enimmunprazipitationen
durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Fallungen mit hies@ender Immundetektion sind in
Abbildung 4.24gezeigt.
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Abbildung 4.24:  Immunprazipitation zur Untersuchung der aktiviersaghangigen

Tyrosinphosphorylierung von Nadrin in humanen THvomyten. Die Aktivierung erfolgte mit Thrombin (1
und 15 min) &) Immunprazipitation mit Phosphotyrosin-Antikérpend Immundetektion von NadrirB)(
Reziproke Immunprazipitation mit Nadrin-Antikérpemd Immundetektion von PhophotyrosirC) (
Immunprazipitation mit Nadrin-Antikérper und Immutektion von Nadrin als Ladekontrolle. Jeweils ttsch
im Bild sind die zugehdérigen IgG-Kontrollen zu seh@®) Lysate vor Immunpréazipitation zur Kontrolle des
Eintrags. €) Statistische Auswertung der Nadrin Tyrosinphospllerung nach Thrombinaktivierung
humaner Thrombozyten. P < 0,05 *

Im Weiteren wurde nun unter Anwendung von CRP dsmnbozytenagonist auf

die fir die Nadrin Tyrosinphosphorylierung verantthohe Tyrosinkinase fokussiert.
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4. 5. 2. 2. Nadrin interagiert mit Src-Familie Tyrcsinkinasen in Thrombozyten

In Thrombozyten spielt die Src-Familie der Tyrosirdsen eine entscheidende
Rolle bei Signaltransduktionsprozessen. Daher weide Untersuchung der Interaktion
von Nadrin und Tyrosinkinasen der Src-Familie dgedtihrt.

Mit Lysaten von aktivierten Thrombozyten wurden lomprazipitationsstudien
durchgefuhrt. Es ist dadurch mdglich Proteine uekd Bindungspartner anzureichern und
SO eine Aussage Uber Protein-Protein-Interaktiomaer verschiedenen Bedingungen zu
teffen. Humane Thrombozyten wurden hierzu akttyi¢ysiert und jeweils mit Src-
Antikorper, bzw. reziprok mit Nadrin-Antikérper \satzt. Der Immunprézipitation folgte
die Immundetektion mit Nadrin-Antikbrper, bzw. nemk mit Src-Antikdrper. Zur
Kontrolle des Eintrags wurden aul3erdem die Lysatg der IP analysiert um
gleichméaligen Eintrag in die IP zu gewahrleisten.ie DErgebnisse der
Immunpréazipitationen mit humanen Thrombozyten smébbildung 4.25dargestellt.

Die Ergebnisse der Immunprazipitationsstudien legge aktivierungsabhangige
Interaktion von Nadrin und Src-Familie Tyrosinkieas in murinen und humanen

Thrombozyten nahe. Auf eine geringe Interaktionruhenden Thrombozyten folgt eine
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Abbildung 4.25:Immunprazipitation zur Untersuchung der aktiviersaghéngigen Interaktion von Nadrin
mit Src-Familie Tyrosinkinasen in humanen ThromtezyDie Aktivierung erfolgte mit Thrombin und CRP
(jleweils 1 und 15 min)A) Immunprazipitation mit Nadrin-Antikérper und Imndetektion von Src.Bj
Reziproke Immunpréazipitation mit Src-Antikérper unimundetektion von NadrinC) Immunprazipitation
mit Src-Antikdrper und Immundetektion von Src adsldkontrolle. D) Immunpréazipitation mit Nadrin-
Antikérper und Immundetektion von Nadrin als Ladekalle. Jeweils rechts im Bild sind die zugehorige
IgG-Kontrollen zu sehenE] Lysate vor Immunprazipitation zur Kontrolle destEags. ) Statistische
Auswertung der Nadrin Tyrosinphosphorylierung nadtrombinaktivierung humaner Thrombozyten. P <
0,05 *

deutlich verstarkte Nadrin-Src-Interaktion nach idikrung sowohl mit Thrombin als auch
mit CRP. Ob diese Src-Familie Tyrosinkinase auch die Tyrosinphosphorylierung

verantwortlich ist, wurde im Weiteren untersucht.
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4. 5. 2. 3. Nadrin wird in Thrombozyten durch Src-Familie Tyrosinkinasen

phosphoryliert

Nachdem die Interaktion von Nadrin und Src-Fanmiljeosinkinasen gezeigt wurde
(siehe 4. 5. 2. 2. ,Nadrin interagiert mit Src-Fhenilyrosinkinasen in Thrombozyten®),
und auch die aktivierungsabhanige Tyrosinphospleohg bereits gezeigt wurde, sollte
nun untersucht werden, ob die Nadrin-Tyrosinphosgiesung durch Src-Familie
Tyrosinkinasen vermittelt wird.

Um zu belegen, dass Src-Familie Tyrosinkinasen mellee aktivierungsabhangigen
Interaktion mit Nadrin auch an dessen Tyrosinphosglerung beteiligt sind, wurden
Thrombozyten vor der Aktivierung mit CRP mit denr f8rc-Familie Tyrosinkinasen
spezifischen Tyrosinkinaseinhibitor PP2 behandgik. Thrombozyten wurden dann fir 1
bzw. 15 min aktiviert und anschlie3end lysiert. desharauf folgende Immunprazipitation
mit Phosphotyrosin-spezifischem Antikdrper und &heBender Immundetektion von
Nadrin zeigt eine reduzierte Nadrin-Tyrosinphospherung, die etwa im Bereich der
basalen Tyrosinphosphorylierung ruhender Thromlae{iegt. Thrombozyten ohne PP2-
Behandlung zeigten eine deutlich starkere Nadrire3ipphosphorylierung. Das Ergebnis
einer Immunprazipitation nach PP2-Behandlung humd@heombozyten ist irAbbildung
4.26 gezeigt. Zur Kontrolle des Eintrags wurden diedtgsvor der IP auf ihren Gehalt an

Nadrin analysiert.
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Nadrin —> Tyr-P
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Abbildung 4.26: Immunprazipitation zum Nachweis Src-Familie Tyrkiise-vermittelter Nadrin
Tyrosinphosphorylierung in humanen Thrombozyten. Akdivierung mit CRP (jeweils 1 und 15 min) ging
eine 15-mindtige PP2-Behandlung voraus. Immunpitiipn mit Phosphotyrosin-Antikérper und

Immundetektion von Nadrin (oben). Lysate vor Imméripitation zur Kontrolle des Eintrags (unten).
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Nachdem gezeigt wurde, dass Nadrin in Thrombozytem Src-Familie
Tyrosinkinasen aktivierungsabhangig phosphorylientd, folgte die Untersuchung der

einzelnen Nadrin Isoformen im Zellkultursystem.

4. 5. 2. 4. Nadrin wird durch Src Tyrosinkinase typosinphosphoryliert

Um die Tyrosinphosphorylierung der Isoformen Na2rWT und Nadrin5 WT
einzeln betrachten zu kénnen, wurden Uberexpressiodien durchgefiihrt. Es wurden die
Nadrin Isoformen Nadrin2 WT und Nadrin5 WT jeweifst und ohne Src in HEK-293
Zellen Uberexprimiert. Zusatzlich wurde den mit Nadund Src kotransfizierten Zellen
noch der Src-Familie Tyrosinkinase-Inhibitor PPZwb als Kontrolle Wortmannin,
zugegeben. Zur Kontrolle des Expressionslevels amurdie Lysate auch vor der IP
untersucht.

Wie in Abbildung 4.27 dargestellt, sind beide Nadrin Isoformen starker
tyrosinphosphoryliert, wenn sie zusammen mit Siariexiert werden. Dies wurde mittels
Immunpréazipitationsstudien mit einem Phosphotyragiazifischen Antikdrper gezeigt.
Zusatzlich wurden auch Zelllysate nach BehandlunigRR2 (Src-Familie Tyrosinkinase
Inhibitor) mittels Immunprazipitation analysiert.ieD Behandlung mit PP2 reduzierte
eindeutig und hochsignifikant die Src-vermittelteyr@sinphosphorylierung. Der zur
Kontrolle eingesetzte, gegen eine andere Kinasehgete, Inhibitor Wortmannin (WM)

zeigte keinen solchen Effekt.
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Abbildung 4.27: Uberexpression der Nadrin Isoformen Nadrin2 WT (Natrin5 WT in S&ugetierzellen
zusammen mit Src Tyrosinkinas@munnprazipitation tyrosinphosphorylierter Proteimit anschlieRender
Immundetektion von Nadrin. ,mock" = Leervektorkavite, PP2 = Src-Familie Tyrosinkinase Inhibitor, WM
= Wortmannin (PI3K (,Phosphatidylinositide 3-kind3e Inhibitor) (A) Immunprazipitation mit

Phosphotyrosin-Antikérper und Immundetektion vondrdia (B) Lysate vor Immunprazipitation zur
Kontrolle des Eintrags. @) Statistische Auswertung der Src-vermittelten $ymehosphorylierung von

Nadrin2 WT und Nadrin5 WT bei Src Kotransfektiod nach Anwendung von PP2. P < 0,001 ***

4. 5. 3. Charakterisierung der Nadrin Phosphomutargn im Zellkultursystem

Um die Effekte der Tyrosinphosphorylierung auf dieiden Nadrin Isoformen
Nadrin2 und Nadrin5 untersuchen zu kdénnen, wurderudter 4. 2. 3. ,Herstellung der
Nadrin Phosphomutanten® beschriebenen Nadrin Ploosptanten far
Uberexpressionsstudien eingesetzt. Die Sequengienugier Nadrin Phosphomutanten sind
im Anhang aufgefihrt. Alle Mutationen sind wie bsightigt auf Nukleotidebene
nachgewiesen worden (siehe Anhang). Weiterhin esallin gezeigt werden, dass die
Nadrin Phosphomutanten im Vergleich zu den Wildggormen Nadrin2 WT und
Nadrin5 WT weniger stark phosphoryliert werden. Abbildung 4.28 sind die

Ergebnisse der Immunprazipitation mit Phosplosin-Antikérper und zusammen mit
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HEK293 Nadrin2 Abbildung 4.28
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Blot Nadrin. 8) Zell

lysate von Nadrin2
Phosphomutanten-transfizierten Zelle) (Tyrosinphosphorylierung der Nadrin5 Phosphomuwant)
Kontrolle des Expressionslevels der Nadrin5 Phospitanten vor IP.

Src exprimierten Nadrin Phosphomutanten. Die Wpdgoformen der Nadrin Varianten
sind jeweils am starksten phosphoryliert. Die Na@iriMutanten zeigen bei mutierter
Tyrosinphosphorylierungsstelle Y314 (Nadrin2 Y314M&d Nadrin2 Y124/314A) eine
deutliche Reduktion der Tyrosinphosphorylierunge Diadrin5 Mutanten zeigen hingegen
bei mutierter Tyrosinphosphorylierungsstelle Y128d(n5 Y124A und Nadrin5
Y124/314A eine durch IP kaum nachweisbare Phosfibampg. Die gezeigte reduzierte
Phosphorylierung der Nadrin Phosphomutanten saollte auf ihre Auswirkung auf die
Nadrin GAP-Aktivitat untersucht werden.

4. 5. 3. 1. Einfluss der Tyrosinphosphorylierung alUNadrin2

Nadrin2 GAP-Aktivitdt auf Cdc42 wird nicht durch réginphosphorylierung
reguliert
Im Zellkulturmodell wurde bisher gezeigt, dass glell length* Variante Nadrin2 WT

aktives GTP-gebundenes Cdc42 nicht reduzieren ko(sithe 4. 3. 1. ,Nadrin reguliert

Cdc42 Isoform-spezifisch®). Um nuneinen  eventuellen Einfluss  der
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Abbildung 4.29:Nadrin2 GAP-Aktivitat auf Cdc42 wird nicht durchréginphosphorylierung reguliertAj
Cdc42-G-LISA® mit konstitutiv aktiviertem Cdc42 utkeh Nadrin2 Phosphomutanten Uberexprimiert in
Saugetierzellen. Unten: Western Blot zur Expreskiontrolle. B) Statistische Auswertung der Cdc42-
induzierten Filopodienbildung bei Nadrin2 Phosphdamten-Uberexpression. Cy
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Cdc42-@BNA und Nadrin cDNA kotransfizierten A5-CHO
Zellen; EGFP-Cdc42-Q61L = griin, Nadrin bzw. ,tandeffomato = rot. nicht signifikant NS

Tyrosinphosphorylierung von Nadrin2 zeigen zu kdénnewurden die Nadrin2
Phosphomutanten einzeln Gberexprimiert und anaty$de Ergebnisse des G-LISA®, der
mit kotransfizierten Saugetierzellen durchgefuhutae, sind dem Diagramm Abbildung
4.29A zu entnehmen. Alle getesteten Nadrin2 Phosphonartdratten — wie die Kontrolle
Nadrin2 WT — keinen Einfluss auf aktives, GTP-galtemes Cdc42. Weiterhin wurde die
Zellmorphologie Nadrin- und Cdc42-kotransfizierf&-CHO Zellen untersucht, indem die
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Cdc42-induzierte  Filopodienbildung quantifiziert nda. Die Auswertung der
Filopodienbildung, sowie reprasentative Aufnahmed sn Abbildung 4.29Bund 4.29C

zu sehen. Fir alle getesteten Nadrin2 Phosphoneatdmnnte im Vergleich zu Nadrin2
WT weder ein signifikant erhdhter noch ein sigrafik verringerter Einfluss auf die
Bildung von Filopodien gezeigt werden. Konsistenit rder Quantifizierung der
Filopodienbildung préasentierten sich die Aufnahnagem kotransfizierten Zellen. Die mit
Nadrin2 WT, bzw. Nadrin2 Phosphomutanten trangfiere Zellen zeigten eine der

Kontrolle vergleichbare Filopodienbildung.

Nadrin2 GAP-Aktivitat auf Racl wird durch Tyrosimsiphorylierung requliert

Unter 4. 3. 2. ,Nadrin reguliert Racl1" wurde besajezeigt, dass didu]l length” Isoform
Nadrin2 WT Racl regulieren kann. Um einen evergnell Einfluss der
Tyrosinphosphorylierung auf die Nadrin2-Aktivitéigen zu kdnnen, wurden die Nadrin2
Phosphomutanten einzeln Gberexprimiert und anaty$de Ergebnisse des G-LISA®, der
mit kotransfizierten Saugetierzellen durchgefuhutae, sind dem Diagramm Abbildung
4.29Azu entnehmen.

Die Einzelmutante Nadrin2 Y314A reduzierte sehn#igant, die Doppelmutante
Nadrin2 Y124/314A reduzierte hoch signifikant GTébgndenes, aktives Racl verglichen
mit Nadrin2 WT. Der Effekt der Nadrin2 Tyrosinphbspylierung auf die
Lamellipodienbildung ist inAbbildung 4.30B und 4.30C dargestellt. Konsistent mit den
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Abbildung 4.30:Nadrin2 GAP-Aktivitat auf Racl wird durch Tyrosim@phorylierung reguliert. A) Racl-
G-LISA® mit konstitutiv aktiviertem Racl und den dNie2 Phosphomutanten Uberexprimiert in
Saugetierzellen. Unten: Western Blot zur Expressiontrolle. B) Statistische Auswertung der Racl-
induzierten Lamellipodienbildung bei Nadrin2 Phosptutanten-Uberexpression.  C)
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Racl-QBNAcund Nadrin cDNA kotransfizierten A5-CHO
Zellen; EGFP-Rac1-Q61L = grun, Nadrin bzw. ,tandeffivmato = rot. P < 0,05 *, P < 0,01 **, P < 0,001

*%%

Ergebnissen des G-LISA®, konnte auch in Bezug aahellipodienbildung ein klarer
Effekt der Tyrosinphosphorylierung auf die NadriéRtivitat gezeigt werden. Auch hier
war die Nadrin2 Y124/314A Doppelmutante am aktimstan Vergleich zu den
Einzelmutanten, bzw. Nadrin2 WT.
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Nadrin2 GAP-Aktivitat auf RhoA wird durch Tyrosimgiphorylierung reguliert
Wie unter 4. 3. 3. ,Nadrin reguliert RhoA* beregszeigt, reguliert Nadrin2 WT RhoA im

Zellkulturmodell. Auch fiur diese dritte, wichtigehBGTPase sollte nun ein potentieller
Einfluss der Tyrosinphosphorylierung von Nadrin2emsucht werden. Die Ergebnisse des
G-LISA®, der mit kotransfizierten S&augetierzellerurchgefihrt wurde, sind dem
Diagramm inAbbildung 4.31zu entnehmen.
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Abbildung 4.31:Nadrin2 GAP-Aktivitdt auf RhoA wird durch Tyrosimgsiphorylierung reguliert. RhoA-G-
LISA® mit konstitutiv aktiviertem RhoA und den Na2lr Phosphomutanten Uberexprimiert in

Saugetierzellen. Unten: Western Blot zur Expressiontrolle. P < 0,05 *, P < 0,01 **

Tyrosinphosphorylierung hat einen eindeutigen Effekif die Nadrin2 GAP-
Aktivitat gegentber RhoA. Erneut zeigt sich die Nia@ Doppelmutante Y124/314A als
aktivste Phosphomutante bei der Regulation von RinoAs-LISA® Experiment. Da der
Einfluss von RhoA auf die Zellmorphologie nicht sindeutig ist, wie die bereits
betrachtete Pseudopodienbildung, wurde im Weiterech die Stressfaser- und fokale

Adhasionskomplexbildung analysiert.

Einfluss der Tyrosinphosphorylierung von Nadrin2f &tressfaser- und fokale

Adhasionskomplexbildung

RhoA spielt bei der Bildung von Stressfasern unkalen Adhasionskomplexen eine
zentrale Rolle. Daher wurden diese beiden Pararhetater Charakterisierung der Nadrin2
Phosphomutanten auch betrachtet. Die Nadrin2 Ploospianten wurden in A5-CHO
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Zellen Uberexprimiert und nach Farbung des filag®e Aktinzytoskeletts, bzw.
Vinculins wurden Stressfasern (sieAbbildung 4.32A und fokale Adhasionskomplexe
(sieheAbbildung 4.32B quantifiziert.
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Abbildung 4.32: Einfluss der Tyrosinphosphorylierung von Nadrin2 f a8tressfaser- und fokale
AdhéasionskomplexbildungA) Quantifizierung der Stressfaserbildung nach Ulpression der Nadrin2
Phosphomutanten B} Quantifizierung der fokalen Adhasionskomplexehniiberexpression der Nadrin2

Phosphomutanten. P < 0,05 *

Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Tiypbsisphorylierung von Nadrin2
auch die den Einfluss von Nadrin2 auf die Stressfaklung beeinflusst. Wie zuvor bereits

fur die Regulation von RhoA gezeigt, sind alle geteen Nadrin2 Phosphomutanten
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aktiver als die Kontrolle Nadrin2 WT. Die volle 8ssfaserbildung ist in den Nadrin2
Y124A-transfizierten Zellen auf 40,4 £ 5,1 %, ind¥i@m2 Y314A-tranfizierten Zellen auf
41,8 + 7,5 % reduziert (Nadrin2 WT = 61,1 + 8,4 ®padrin2 Y124/314A reduziert die
volle Stressfaserbildung am starksten auf nur 13dc@ + 8,1 %.

Wie bereits fur die Stressfaserbildung gezeigt,dwauch die Bildung fokaler
Adhasionskomplexe durch die Tyrosinphosphorylieruran Nadrin2 beeinflusst. Die
Nadrin2 Phosphomutanten reduzierten die normalaléoRdhasionskomplexbildung auf
32,8 + 8,6 % (Nadrin2 Y124A), 35,3 £+ 11,0 % (Na@riv314A) und 30,4 £ 8,7 %
(Nadrin2 Y124/314A). Auch im Hinblick auf die Vernderung, bzw. Inhibition der
Adhasionskomplexe konnte eine &hnliche Tendenzigfereerden, wobei die Nadrin2
Phosphomutanten allesamt aktiver als Nadrin2 W€hezsen. Allerdings konnte nur fir
zwei der drei Nadrin2 Phosphomutanten ein sigmnifike Unterschied zur Nadrin2 WT
Isoform gezeigt werden. Nadrin2 Y124A reduzierte e diBildung fokaler
Adhéasionskomplexe auf 32,8 £ 8,6 %, Nadrin2 Y124/8lauf 30,4 = 8,7 %. Nadrin2
Y314A zeigte eine ahnliche Tendenz (35,3 + 11,0P%,0,055).

Tyrosinphosphorylierung von Nadrin2 reqguliert diellAdh&sion

RhoGTPasen spielen fur Adh&asionsprozesse eineaeolle. Daher wurden die Nadrin2
Phosphomutanten auch bezlglich ihres EinflussesliauZelladhasion untersucht. Wie in
4. 4. 3. ,Nadrin beeinflusst die Zelladh&sion* berefir die Nadrin WT Isoformen

beschrieben, wurden A5-CHO Zellen nach Nadrin Ukmnession auf Fibrinogen
adharieren gelassen und anschlielend quantifizdohildung 4.33 zeigt sowohl die

Quantifizierung Abbildung 4.33A als auch reprasentative Ubersichtsaufnahmen
(Abbildung 4.33B.
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Abbildung 4.33: Tyrosinphosphorylierung von Nadrin2 beeinflusst diglladhésion. &) Quantifizierung
adharierter  transfizierter ~A5-CHO  Zellen. B) Reprasentative  Ubersichtsaufnahmen  der

Zelladhasionsversuche. P < 0,001 ***

Konsistent mit den bisherigen Ergebnissen zeigenRhosphomutanten Nadrin2
Y314A und Nadrin2 Y124/314A einen gegeniber der id@dWT Variante signifikant
groReren Effekt auf die Zelladhasion. Wahrend N&riWT verglichen mit der
Leervektorkontrolle die Zelladhasion auf knapp 80é@duzierte (79,6 = 3,3 %), konnten
die Einzelmutante Nadrin2 Y314A die Adh&sion auf%@ % (Nadrin2 Y314A 49,8 + 3,0
%) verringern. Erneut zeigte auch hier die Doppé¢dmie Nadrin2 Y124/314A den
starksten Effekt und reduzierte die Zelladh&asidmau noch 37,1 * 3,4 %).

4. 5. 3. 2. Einfluss der Tyrosinphosphorylierung aUNadrin5

Nadrin5 GAP-AKktivitat auf Cdc42 wird durch Tyrosimgsphorylierung reguliert
In Abschnitt 4. 3. ,Untersuchung der GAP-Aktivitdbn murinen Nadrin Isoformen im

Zellkultursystem* wurde eine klare Regulation votic@2 durch Nadrin5 WT gezeigt. Nun

sollte ein eventueller Einfluss der Tyrosinphosptierung auf die Aktivitdt von Nadrin5
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analysiert werden. Hierzu wurden zunéchst die M&dRhosphomutanten zusammen mit
Cdc42 in Saugetierzellen tUberexprimiert und mittBlLISA® analysiert. Die Resultate
des Cdc42-G-LISA® sowie reprasentative Aufnahmem \kmtransfizierten A5-CHO
Zellen und die Quantifizierung der Cdc42-induziertélopodienbildung sindhbbildung

4.34zu entnehmen.
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Abbildung 4.34: Tyrosinphosphorylierung reguliert die Nadrin5 GARti#&itat auf Cdc42.(A) Cdc42-G-
LISA® mit konstitutiv aktiviertem Cdc42 und den Nwel Phosphomutanten Uberexprimiert in
Saugetierzellen. Unten: Western Blot zur Expreskiontrolle. B) Statistische Auswertung der Cdc42-
induzierten Filopodienbildung bei Nadrin5 Phosphdamten-Uberexpression. Cy
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Cdc42-@BNA und Nadrin cDNA kotransfizierten A5-CHO
Zellen; EGFP-Cdc42-Q61L = griin, Nadrin bzw. ,tandefiomato = rot. P < 0,05 *, nicht signifikant NS
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Fur zwei der drei untersuchten Nadrin5 Phosphontemawurde ein im Vergleich
zur Nadrin5 WT Kontrolle leicht veranderter Einffusauf Cdc42 beobachtet. Nadrin5
Y124A und Nadrin5 Y124/314A zeigen tendenziell keigerringerte Cdc42-Inaktivierung.
Die Quantifizierung der Filopodienbildung ergabdegen keinen Unterschied der Nadrin5
Phosphomutanten verglichen mit der Nadrin5 WT Kallér Dies spiegelte sich in den
fluoreszensmikroskopischen Aufnahmen der kotramesfen Zellen wieder: Nadrin5 WT-,
bzw. Nadrin5 Phosphomutanten-transfizierte Zellexigten kaum Filopodienbildung

verglichen mit der Leervektorkontrolle.

Nadrin5 GAP-Aktivitdt auf Racl wird nicht durch ®gmphosphorylierung

reguliert
Es konnte bereits gezeigt werden, dass Racl von$ad/T reguliert wird (siehe 4. 3. 2.

»-Nadrin reguliert Racl”). Um einen potentiellen &t der Tyrosinphosphorylierung auf
die Nadrin5 GAP-Aktivitdt gegenuber Racl zeigen kiinnen, wurden die Nadrin5
Phosphomutanten in Saugetierzellen Uberexprimiad mittels G-LISA® Abbildung
4.35A) analysiert. AuRerdem wurde die Zellmorphologien vmtransfizierten A5-CHO
Zellen untersucht Abbildung 4.35G und die Racl-vermittelte Lamellipodienbildung
quantifiziert @bbildung 4.35B.



Ergebnisse 92

A 120 C Kontrglle Kontrolle

100 NS

H

(o]
o
—

——
_—|

Racl-GTP [%]
iy D
o o

N
o

ctrl WT Y124 Y314 Y124/314

. O — —

Nadrin5 Y124/314A&"

35

- ]

S 25 1

=

= NS

i) 20 f T T 1

=

L2 [] Kontrolle

S 15

o T s wr

3 |

E 10 l 1 i W5 Y124A

|
| E 5 y314A

5 v124/314A

0

ctl  WT Y124 Y314 Y124/314

Abbildung 4.35:Nadrin5 GAP-Aktivitat auf Racl wird nicht durch ©gmphosphorylierung reguliertAj
Racl1-G-LISA® mit konstitutiv aktiviertem Racl unendNadrin5 Phosphomutanten Uberexprimiert in
Saugetierzellen. Unten: Western Blot zur Expreshiontrolle. B) Statistische Auswertung der Racl-
induzierten Lamellipodienbildung bei Nadrin5 Phosptutanten-Uberexpression.  C)
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Racl-QBNAcund Nadrin cDNA kotransfizierten A5-CHO
Zellen; EGFP-Racl1-Q61L = griin, Nadrin bzw. ,tandenTomato = rot. nicht signifikant NS

Im Gegensatz zu dem eindeutigen Effekt auf Nadbe2iglich der Inaktivierung
von GTP-gebundenem Racl, konnte fur Nadrin5 keignikanter Einfluss der
Tyrosinphosphorylierung auf dessen GAP-Aktivitatggieiiber Racl erhalten werden.
Weiterhin wurde passend hierzu mit allen Nadrinsodphhomutanten kein signifikant

veranderter Einfluss auf die Lamellipodienbildurggglichen mit Nadrin5 WT beobachtet.
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Nadrin5 GAP-Aktivitat auf RhoA wird nicht durch ®gmphosphorylierung
requliert
Fir die dritte RhoGTPase RhoA konnte, — wie beféitfkacl — kein Einfluss der Nadrin5
Tyrosinphosphorylierung auf dessen Aktivitat gedmT(RhoA gezeigt werden. Es wurden
G-LISA®-Experimente wie unter 4. 3. 3. ,Nadrin réiga RhoA“ beschrieben

durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind dem Diagramwlhildung 4.36zu entnehmen.
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Abbildung 4.36: Nadrin5 GAP-Aktivitdt auf RhoA wird nicht durch dgmphosphorylierung reguliert.
RhoA-G-LISA® mit konstitutiv aktiviertem RhoA unendNadrin5 Phosphomutanten tberexprimiert in

Saugetierzellen. Unten: Western Blot zur Expressiontrolle. nicht signifikant NS

Alle getesteten Nadrin5 Phosphomutanten reduzieléenGehalt an aktivem, GTP-
gebundenem RhoA etwa in demselben Mal wie die edsioform Nadrin5 WT. Da die
von RhoA hervorgerufene Zellmorphologie nicht sondeutig anhand einfacher
Aufnahmen quantifizierbar ist, wurde weiterhin aubtressfaser- und fokale

Adhasionskomplexbildung fokussiert.

Einfluss der Tyrosinphosphorylierung von Nadrin5f &tressfaser- und fokale

Adhéasionskomplexbildung
Nach Uberexpression der Nadrin5 PhosphomutanterASfrCHO Zellen wurde das

filamentdse Aktinzytoskelett, bzw. Vinculin gefarbihd anschlieend die Stressfasern
(siehe Abbildung 4.37A und die Bildung fokaler Adhasionskomplexe (sigkigbildung
4.37B) quantifiziert.



Ergebnisse 94

A
100 — .
80 -
% volle Stressfaser-
S 60 - bildung
S
2 reduzierte Stress-
3 faserbildung
-5—:; 40
2 B keine Stressfaser-
&4 bildung
20
0 T T T 1
ctrl WT Y124A Y314A Y124/314
B
100 .
80
3 ] normale fokale
@ Adhasionskomplexe
S35 601
< E— [] weniger fokale
> © Adhéasionskomplexe
=
3 IS 40 - u keine fokalen
[ Adhasionskomplexe
S
< 20
O T T T T 1
ctrl WT Y124 Y314 Y124/314

Abbildung 4.37: Einfluss der Tyrosinphosphorylierung von Nadrin5 f a8tressfaser- und fokale
AdhésionskomplexbildungA) Quantifizierung der Stressfaserbildung nach Ulpression der Nadrin5
PhosphomutantenBj Quantifizierung der fokalen AdhésionskomplexehnBiberexpression der Nadrin5
Phosphomutanten.

Keine der getesteten Nadrin5 Phosphomutanten zeigeesignifikant starkere oder
geringere Regulation der Stressfaser- und fokal@imdsionskomplexbildung im Vergleich
mit der Nadrin5 WT Variante. Diese Beobachtundgkatsistent mit der Tatsache, dass die
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Tyrosinphosphorylierung auf die GAP-Aktivitat vonatlfin5 gegenuiber RhoA keinen
Einfluss hat (siehe vorheriger Abschnitt uliobildung 4.36.

Tyrosinphosphorylierung von Nadrin5 reguliert diellZdhasion

RhoA spielt bei Adhasionsprozessen eine zentralée Rdaher wurde auch fur Nadrin5
analysiert, ob Tyrosinphosphorylierung dessen Remguisvermégen bezlglich der
Zelladhasion beeinflussen kanAbbildung 4.38 zeigt reprasentative Aufnahmen der
Zelladhasionsversuche mit den Nadrin5 Phosphonmerasiowie die Quantifizierung der

adhérierten Zellen.

A 120 B

Kontrolle Kontrolle

100

HH

80

60
NS
f T T 1 Nadrin5 WT Nadrin5 Y124A

40

Zelladhésion [%]

H

-

20 7//

/1
ctrl WT Y124 Y314 Y124/314

Nadrin5 Y314A Nadrin5 Y124/314A

[] Kontrolle

Os wr

W5 Y124A

[ 5 v314A

M 5 v124/314A
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In Bezug auf die Zelladh&asion konnte fur die Na@riPhosphomutanten kein
signifikanter Einfluss der Tyrosinphosphorylierung Vergleich zur Nadrin5 WT Variante
festgestellt werden. Alle getesteten Nadrin5 Phospltanten reduzierten die Zelladhasion

etwa auf 30 % verglichen mit der Leervektorkongoll
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5. Diskussion

Wahrend der Hamostase spielen die Zytoskelettveranden von Thrombozyten
eine essentielle Rolle. Diese Umorganisierung dgeskeletts wird durch RhoGTPasen
vermittelt [Tomar und Schlaepfer, 2009]. In diesebeit wurde das bereits in neuronalen
Zellen beschriebene RhoGAP Nadrin untersucht unstmeds im Thrombozyten
beschrieben. Im Zellkulturmodell wurden die beidéadrin Isoformen Nadrin2 WT und
Nadrin5 WT einzeln Utberexprimiert und untersuchadbrch konnte eindeutig gezeigt
werden, dass Nadrin die drei RhoGTPasen RhoA, Rexl Cdc42 Isoform-spezifisch
reguliert. AuRerdem konnte ein deutlich Isoformzfpecher Effekt von Nadrin auf die
Zelladhasion nachgewiesen werden. Dieser EinflossNadrin auf die Zelladh&sion wurde
durch Deletion der Nadrin BAR-Doméne noch weiterstégrkt, was auf eine inibitorische
Funktion der Nadrin BAR-Doméne hinweist. Weiterlaorde im Thrombozyten eine klar
aktivierungsabhéngige Tyrosinphosphorylierung vadiih gezeigt. Anhand von Nadrin
Phosphomutanten konnte die Funktion dieser Tyrbsigphorylierung im
Zellkulturmodell fur die beiden Nadrin Isoformen ddm2 und Nadrin5 gezeigt werden.
Erneut ergab sich eine Kklare Isoform-abhangige 8Bz wobei die
Tyrosinphosphorylierung einen signifikanten, intobischen Effekt auf Nadrin2 zeigte.
Hierbei konnte ein Einfluss auf die GAP-Aktivitsdpwie auf die Pseudopodien- und
Stressfaserbildung gezeigt werden. Nadrin Tyrosisphorylierung beeinflusste weiterhin

deutlich Isoform-abhangig die Zelladhasion.

5. 1. Erstbeschreibung von Nadrin in Thrombozyten

Die gezielte Regulation der RhoGTPasen spielt fé@rTdhrombozytenfunktion eine
zentrale Rolle [Aslaret al, 2013]. GAPs (GTPase-aktivierende Proteine) kaiafgn die
Umsetzung von GTP zu GDP und vermindern dadurcikiritat der GTPasen. Die drei
Vertreter der RhoGTPasen (RhoA, Racl und Cdc43),inlidieser Arbeit untersucht
wurden, sind essentiell fir eine korrekte Thrombeafunktion [Hartet al, 1991] und
demzufolge fir eine erfolgreiche  Blutstilung nacheiner  Verletzung.
Zytoskelettverdnderungen, die von RhoGTPasen kdettowerden, spielen auch in
anderen Zellen eine wichtige Rolle. Es wurde gdzd@ss RhoGTPasen an der Exozytose

von Acetylcholin aus Neuronen beteiligt sind [Damset al, 2000]. Daraufhin konnten
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Harada und Kollegen belegen, dass Nadrin in deneédenden von PC12 Zellen (Zellen
eines Rattennebennierenphdochromozytoms, die du&hk (,nerve growth factor) zu
neuronalen Zellen differenziert werden kénnen) lisiext und dort auch mit kortikalen
Aktinfilamenten kolokalisiert ist [Harad&t al, 2000]. In derselben Arbeit zeigt die
Arbeitsgruppe, dass uUberexprimiertes Nadrin diezitase der PC12 Zellen verstarkt,
jedoch nach der Expression einer Nadrinmutante statk reduzierter GAP-Aktivitat
(Nadrin-R288A) diese verstarkte Exozytose ausblgitatradaet al, 2000]. Somit deuten
alle Befunde darauf hin, dass Nadrin die Exozytossinflussen kann, indem dessen GAP-
Domane die GTPase-Aktivitat der RhoGTPasen kattysind die Umorganisierung des
Aktinzytoskeletts einleitet. Aufgrund dieser Tatsac wurde die Arbeitshypothese
aufgestellt, dass Nadrin auch im Thrombozyten einehtige regulatorische Funktion
hinsichtlich der Zytoskelettumorganisierung hat.etthschenderweise weisen Harada und
Kollegen in ihrer Arbeit explizit darauf hin, daNadrin in der Ratte spezifisch in Neuronen
exprimiert sei. Allerdings diskutiert die Arbeitsgupe in dieser Publikation nur eine von
vier in der Ratte bekannten Nadrin Isoformen [Hatdal, 2000].

In meiner Arbeit konnte Nadrin erstmals in Thromyden nachgewiesen werden.
Trotzdem RhoGTPasen in Thrombozyten eine zentralke Rpielen [Aslaret al, 2013],
sind nur sehr wenige der regulierenden RhoGAPshiombozyten bekannt. Bereits 1991
konnte ein RhoGAP fir Cdc42 in humanen Thrombozygmreigt undin vitro
charakterisiert werden [Haet al, 1991]. AuRerdem wurde in unserer Arbeitsgruppe ei
dem Nadrin eng verwandtes RhoGAP in Thrombozytechgewiesen: Oligophrenin-1
[Elvers et al, 2012]. Wie auch Nadrin spielt Oligophrenin-1 eimgchtige Rolle im
zentralen Nervensystem. Verschiedene Mutationersgjlastermutationen, npnsense
Mutationen, splice sité Mutationen [Billuartet al, 1998; Zannget al, 2005]) kbnnen zum
(Funktions-)Verlust von Oligophrenin-1 fuhren undblen eine ,Oligophrenie” genannte,
geistige Retardierung zur Folge [Billuat al, 1998]. Weiterhin ist Oligophrenin-1 an der
Bildung dendritischer Dornen beteiligt [Govek al, 2004]. Hier sah ich Parallelen zu
Nadrin, denn auch Oligophrenin-1 ist in erheblichBralle in Thrombozyten exprimiert
und nimmt durch die Beeinflussung der RhoGTPasenARMRacl und Cdc42 eine
wichtige Rolle bei Zytoskelettveranderungen einvfigs et al, 2012]. Da Nadrin mit 5
bekannten Isoformen in der Maus auftritt, gab nais dnlass, diese Isoformen einzeln im
Rahmen meiner Arbeit ndher zu untersuchen, um drtfon der einzelnen Isoformen
besser zu verstehen und dadurch vielleicht eineremeAngriffspunkt flr eine sichere

antithrombotische Therapie zu finden.
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5. 2. Regulation von Nadrin durch die BAR-Doméne

Uber die Regulation von Nadrin ist in der Literatoichts bekannt. In der
vorliegenden Arbeit konnte eindeutig gezeigt werddass Nadrin durch seine BAR-
Doméane reguliert wird. Dass dieser Regulationsmashaus existiert, ist bereits
beschrieben worden. Das verwandte RhoGAP OligomnEerbesitzt genau wie Nadrin
eine N-terminale BAR-Domane. Fauchereau und Kollegggten bereits 2003, dass durch
die Oligophrenin-1-BAR-Domane die katalytische Adk#t der Oligophrenin-1-GAP-
Doméne vermindert wird [Fauchereau et al., 2008 rb¢i scheint die zwischen BAR- und
GAP-Domane gelegene PH p(geckstrin  homology)-Doméane von Oligophrenin-1
notwendig zu sein [Elvergt al, 2012]. In einer weiteren Arbeit zeigen Eberth und
Kollegen mittels teilweisem tryptischen Verdau Haige auf eine autoinhibitorische
Proteinfaltung, in dem das Konstrukt bestehend @&igophrenin-1-BAR-PH-GAP
deutlich weniger gespalten wurde, im Gegensatzern Honstrukt Oligophrenin-1-BAR-
PH, ohne die katalytische GAP-Doméane [Ebeathal, 2009]. Sowohl in der Arbeit von
Fauchereau und Kollegen, als auch in der Arbeit ¥berth und Kollegen wurden
Konstrukte verwendet, die keinen Oligophrenin-1-€+iinus besitzen [Fauchereaual,
2003; Ebertret al, 2009]. Ich hypothetisierte, dass Nadrin durcteeiMechanismus, der
dem der Oligophrenin-1-Regulation ahnlich ist, kohiert werden kdnnte, wenngleich
sich in der Nadrin-Domanenstruktur keine PH-Domiégindet Abbildung 5.)).

’ Eg? Effektor-
proteine
Nadrin 'Nadrln

(inactive) (active)

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Inhibition durch di&RBDomaéane. Die Nadrin-BAR-Doméane
reguliert autoinhibitorisch die Nadrin-GAP-AktivitdAuf einen Stimulus hin (Pfeil mit Fragezeicheaid
Nadrin aktiv, die BAR-Domane gibt die GAP-Domane fund Nadrin kann die aktiven RhoGTPasen
inaktivieren durch die Katalyse der GTP-Hydrolyae GDP. Nun kénnen durch die RhoGTPasen keine

Effektorproteine mehr aktiviert werden.
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Um diese Hypothese zu bestatigen, verwendete leldaigs Konstrukte mit C-Terminus
um den verschiedenen Nadrin Isoformen gerecht zdeme die sich ja ausschlief3lich im
C-Terminus voneinander unterscheiden. Aul3erdem tkonade (unndétig) deletierte
Doméne eine Fehlfaltung der untersuchten ProteimeFnlge haben. Leider ist keine
besonders konservierte und fur die Aktivitat der@BBRomane essentielle Aminosaure,
oder Aminosauregruppe bekannt, die ich mittels Ars#ureaustausches hatte mutieren
konnen. Daher entschloss ich, den Nadrdull length” Isoformen (Nadrin2 WT und
Nadrin5 WT) die jeweiligen Isoformen mit deletertBAR-Doméne gegeniberzustellen.
Tatsé&chlich konnte ich in der vorliegenden Arbéideutig zeigen, dass die Nadrin-BAR-
Domane die Aktivitat von Nadrin beeinflusst. Inhmeren funktionellen Assays wurden
die Nadrin Wildtyp Varianten den NadritBAR-Mutanten gegenibergestellt, wobei sich
ein deutlich verstarkter Einfluss der Mutanten falilender BAR-Doméne auf Stressfaser-
und fokale Adhasionskomplexildung, sowie auf didatihasion ergab [Beast al, 2013].
Entgegen meiner Ergebnisse, die eine eindeutigel&®&mn von Nadrin durch seine
BAR-Doméane beweisen, steht die Arbeit von Eberttd Wollegen aus 2009. Sie
postulieren anhand ihrer ausschlieBliclvitro durchgefiihrten Versuche mit Bruchstticken
des Nadrin-Proteins, dass die Nadrin-GAP-Aktivitdicht von der BAR-Domaéane
beeinflusst wird. Da der zu Grunde liegende Versanbatz allerdings eine Interaktion der
Nadrin-GAP-Doméne mit der RhoGTPase vorraussetithtr der Einsatz von Nadrin-
Bruchstiicken meiner Meinung nach nicht aus, um Regulation durch die BAR-Domane
auszuschlieBen. Da die einzelnen Isoformen von iNadich nur im C-Terminus
unterscheiden — der C-Termius also die Spezifitdt Madrin gegentber der RhoGTPasen
definiert — stellt der C-Terminus auch einen aufdeishtigen Teil des Proteins dar. Die in
meiner Arbeit verfolgte Strategie, so wenig wie ighlg vom nattrlich vorkommenden
Nadrin-Protein abzuweichen, erscheint mir adaquater Aussagen Uber physiologische
Funktionen von Nadrin treffen zu kdonnen [Ebeehal, 2009; Becket al, 2013]. In
weiterfihrenden Versuchen kdénnte nun noch eindagdldart werden, ob es sich bei der
Inhibition durch die BAR-Domé&ne um einen intra- pdetermolekularen Mechanismus
handelt. Diese Frage konnte in den bisherigen Agbheveder fur Oligophrenin-1, noch fur
Nadrin endgiiltig geklart werden [Beekal, 2013; Elverst al, 2012; Eberttet al, 2009].
Beim Vergleich der beiden Isoformen Nadrin2 und mN&d hinsichtlich der
Inhibition durch die BAR-Domane stellte sich einnnenswerter Unterschied dar. Die
Deletion der BAR-Doméane von Nadrin2 ergab keine st&@kte Reduktion der

Stressfaserbildung, wobei die fokalen Adhasionsker® durch die Nadrin2ABAR-
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Mutante deutlich signifikant verringert wurden. DN@drin5 ABAR-Mutante zeigte einen

gegeniber der Nadrin5 WT Variante klar verstarktemfluss auf alle getesteten
Funktionen. Diese unterschiedlichen Befunde dewatehdie komplexe Regulation der
einzelnen Nadrin Isoformen hin. Nimmt man die Teltga dass es 5 bekannte murine
Nadrin Isoformen gibt und dass in der vorliegenfepeit eindeutig bewiesen wurde, dass
zumindest zwei dieser 5 Isoformen durch die BAR-Bam in unterschiedlicher Weise
reguliert werden, scheint es gewagt, noch einenevexi Regulationsmechanismus der

GAPs zu untersuchen.

5. 3. Nadrin wird durch Tyrosinphosphorylierung ukegrt

Fur GAPs sind diverse Regulationsmechanismen wets so auch die Src-
Familie Kinase-vermittelte TyrosinphosphorylierunBereits 1990 zeigten Ellis und
Kollegen, dass die Tyrosinphosphorylierung von GARs Signaltransduktionswegen
beteiligt ist [Ellis et al, 1990]. Weiterhin ist bekannt, dass im Thrombozy®APs
verstarkt nach Aktivierung mit Src-Familie Tyrosinsen interagieren [Cichowskt al,
1992]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigtrdes, dass Nadrin in humanen und
murinen Thrombozyten aktivierungsabhangig tyrosogporyliert wird. In ruhenden
Thrombozyten konnte nur wenig basale Tyrosinphospieoung von Nadrin detektiert
werden. Nach Thrombin- bzw. CRP-Aktivierung war Nad deutlich starker
tyrosinphosphoryliert. Eine globale Hemmung der-Bamilie Tyrosinkinasen durch PP2
reduzierte diese Nadrin Tyrosinphosphorylierungtid=u

Im Rahmen dieser Arbeit konnte fur Nadrin2 einer kidnibitorische Wirkung der
Tyrosinphosphorylierung an den Stellen Y124 und 4 ®&wiesen werden. Die von mir
gewahlten Tyrosinphosphorylierungsstellen liegerd@m beiden funktionellen Domanen:
Y124 liegt in der Nadrin-BAR-Domane, Y314 ist inrddadrin-GAP-Domane gelegen
(sieheAbbildung 5.9. Eine regulatorische Funktion lag meiner Ansichth nahe, da fur
die BAR- Domane bereits eine inter- bzw. intramalake Inhibition gezeigt wurde. Diese
Funktion der BAR-Domane konnte also durch die Tymaisosphorylierung an der Stelle
Y124 bewirkt werden, indem sich durch die negatiw@ung des Phosphorestes eine
Konformationsdnderung ergeben konnte. Die zweiteodigphosphorylierungsstelle an
Y314 ist in der katalytischen RhoGAP-Doméne geledeime Phosphorylierung, bzw.

Dephosphorylierung kénnte nun zu sterischer Hemmiunzgv. verstarkter Bindung direkt
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Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der zur Mutation ausgetgahTyrosinphosphorylierungsstellen.
Die Tyrosinphosphorylierungsstelle Y124 ist in d&AR-Doméne (gelb) gelegen. Die zweite
Tyrosinphosphorylierungsstelle Y314 liegt in dertakgisch aktiven GAP-Domane (grin). Die

Tyrosinphosphorylierung von Nadrin wirkt inhibieceauf die Isoform Nadrin2.

an der jeweiligen RhoGTPase, bzw. an einem potmtidultiproteinkomplex, fihren
[Beck et al, 2014]. Dass Nadrin an Multiproteinkomplexen degeist, haben Wells und
Kollegen 2006 gezeigt [Welkst al, 2006]. Im Fall von Nadrin2 wirde das bedeutessda
Nadrin2 bei Aktivierung des Thrombozyten tyrosingplooryliert wird und daraufhin
inaktivert. In Folge dessen kénnen Racl und RhoAhiem GTP-gebundenen Zustand
verbleiben und mit ihren Effektorproteinen inteexgn. Um den hier hypothetisierten
Mechanismus, wie Nadrin durch Tyrosinphosphorylgrueguliert werden kdnnte, zu
beweisen oder zu widerlegen, missten allerdingh meitere Versuche folgen, da dies im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht abschlie3eadlich war.

In der Literatur ist die Regulation von RhoGAPs atuiTyrosinphosphorylierung
nicht unbekannt. Zwar wird die Aktivitat von pl90h&GAP nicht direkt durch die
Phosphorylierung an Y1105 beeinflusst, doch kanne dRegulation der
Aktinumorganisierung nur stattfinden, wenn p190 &A® phosphoryliert werden kann
[Haskellet al, 2001]. Durch den von mir gewéhlten Versuchsansi¢zNadrin Isoformen
in Saugetierzellen zu Gberexprimieren und daralgefode Prozessa vivo — also in der
lebenden Zelle — ablaufen zu lassen, kann die IRpteg weiterer, eventuell noch
unbekannter Proteine oder Proteinkomplexe nichgeschlossen werden. Dies musste in

weiteren Versuchen geklart werden.
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Minoshima und Kollegen zeigten 2003 in einer irgeemten Arbeit, dass die
Phosphorylierung des Cdc42/Racl-spezifischen GABsRAcGAP dazu fluhrt, dass sich
die Spezifitat dieses GAPs auf RhoA ausweitet [Mimmaet al, 2003]. Dieser Befund
konnte eine Erklarung sein, warum sehr kontroveékasesagen Uber die Spezifitat von
Nadrin veroffentlicht sind. So postulieren Richnand Kollegen 2001, dass Nadrin
spezifisch fur Cdc42 und Racl sei, allerdings k&iAd>-Aktivitat gegeniber RhoA besitzt
[Richnauet al, 2001]. In meiner Arbeit konnte jedoch die Regolatvon RhoA durch
Nadrin eindeutig bewiesen werden. Eine weitere &uklg fur die kontroversen Befunde
verschiedener Arbeitsgruppen koénnte auch die Ta¢satefern, dass Nadrin in
verschiedenen Isoformen auftritt, die sich teilwemur gering voneinander unterscheiden
[Furutaet al, 2002].

5. 4. Isoform-Spezifitat der Nadrirfu)l lengtH Varianten

Die Tatsache, dass es ,das Nadrin®, als das esririteratur oft bezeichnet wird,
nicht gibt, sondern in der Maus allein 5 verschredésoformen bekannt sind [Prugt al,
2014], kénnte die kontroversen Aussagen in deraite erklaren. Diesem Umstand sollte
die vorliegende Arbeit Rechnung tragen und einegirBezur Charakterisierung der Nadrin
Isoformen darstellen. Da es mir im zeitlichen Ungfalieser Arbeit nicht moéglich war, alle
murinen Nadrin Isoformen einzeln zu analysieregtdach von Beginn an den Fokus auf
zwei Nadrin Isoformen. Nadrin2 (Accession: NM_002620.1, GI: 169790941) und
Nadrin5 (Accession: NM_001122643.1, Gl: 16979094@erscheiden sich relativ stark in
Sequenz und Grol3e voneinander. Alle murinen Ndddformen sind sequenzidentisch in
den beiden funktionellen Doméanen. BAR- und GAP-Doené&nd unterscheiden sich nur
im C-Terminus. Aus Thrombozyten der Maus konnte ncin 4 der 5 bekannten Nadrin
Isoformen isolieren. Eine Erklarung kdnnte die Arlven Furuta und Kollegen liefern, in
der festgestellt wurde, dass die Nadrin Isoform IR@&ttus norvegicysAccession:
AB060557, GI: 13702293) aus der Ratte im Gegensatzlen drei anderen Isoformen
ausschlief3lich im embryonalen Gehirn exprimiertdwiiFurutaet al, 2002]. In der Maus
entspricht Nadrin1Nlus musculusAccession: NM_144529.2, GI: 169790938) der Nadrin
Isoform 126 (benannt laut Furuta und Kollegen 208@% der Ratte aufgrund grof3ter
Sequenzhomologie. Eventuell wird also diese Natsoform 1 auch in der Maus nur

wahrend der Embryonalentwicklung benétigt.



Diskussion 103

Schultess und Kollegen zeigten 2005, dass RaplGARPZwei der drei in der
Literatur bekannten SpleiRvarianten im Thrombozytemtreten ist. Interessanterweise
haben genau diese beiden Splei3varianten dieses @k N-terminale Sequenz mit einer
Serin-Phosphorylierungsstelle, die der dritten &ate fehlt. Es wird spekuliert, dass im
Thrombozyten diese beiden Varianten also durchedied-Terminus reguliert werden
konnten [Schulteset al, 2005]. Dieser Befund bestarkte mich in dem Vodmldie
einzelnen Nadrin Isoformen auf ihre Funktion un@s8fitat hin nédher zu untersuchen.

Um die einzelnen Nadrin Isoformen untersuchen zonkd, mussten diese im
Zellkulturmodell getrennt voneinander uUberexprimieerden. Die Analyse der Nadrin
GAP-Aktivitat wurde mittels Kotransfektion mit dewnstitutiv aktivierten RhoGTPasen
[Subausteet al, 2000] durchgefuhrt. Die mutierten RhoGTPasen exeigine sehr grol3e
Aktivitat und wurden im Maldstab 1:60 verglichen ndiér jeweiligen Nadrin cDNA
eingesetzt. Trotz der hohen Verdinnung zeigtenlLgate kotransfizierter Zellen sehr
hohe Level an GTP-gebundenen, aktiven RhoGTPagserR&yulation durch die einzelnen
Nadrin Isoformen war so besonders deutlich undAdtivierungsschritt der Modellzelle
konnte entfallen, da ja die GTPasen bereits karstigktiviert exprimiert wurden. Dies
war erfreulich, da ein Aktivator flr Nadrin bish@cht bekannt ist.

Trotzdem in der Literatur Nadrin generell als Cdecdgulierendes RhoGAP
bezeichnet wird [Richnaet al, 2001; Wellset al, 2006], konnte der Spiegel von aktivem
GTP-gebundenem Cdc42 nur durch eine der beidenstgeda Nadrin full length”
Isoformen, Nadrin5 WT, reduziert werden. Fur RhaAgegen konnte in der vorliegenden
Arbeit Uberraschenderweise gezeigt werden, dasbaitken untersuchten murinen Nadrin
»full length® Isoformen Nadrin2 WT und Nadrin5 WT aktives, GTébgndenes RhoA
vermindern konnen. Weiterhin werden stark RhoA-abfige Parameter wie Stressfaser-
und fokale Adhéasionskomplexbildung auch durch begggesteten Nadrin Isoformen
reguliert. Diese Tatsache uUberrascht einerseitsjada Richnau und Kollegen Nadrin
Cdc42/Racl-spezifisch ist [Richnaat al, 2001], aber andererseits wurde in Richnaus
Arbeit die GAP-Aktivitat immer nur anhand der isoten, GST-gebundenen Nadrin-
RhoGAP-Doméne untersucht und niemals mit dem Naghuti length® Protein. Das
konnte einen grofRen Einfluss auf die Konformati@s eroteins und demnach auch auf
dessen Funktionalitat haben. Weiterhin haben Richural Kollegen zur Bestimmung der
intrinsischen GAP-Aktivitat ausschlie3licin vitro mit gereinigten rekombinanten
Proteinen gearbeitet [Richnat al, 2001]. Dies sind zwei Kritikpunkte, die ich in mer

Arbeit bertcksichtigen wollte, indem ich immer aubladrin full length* Isoformen
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verwendete und die katalytische GTP-Hydrolysevivo innerhalb lebender Zellen unter
physiologischen Bedingungen ablaufen liel3.

Bedenkt man nun erneut die bereits unter 5. 3. fMNadwird durch
Tyrosinphosphorylierung reguliert” erwahnte Arbeiin Minoshima und Kollegen, die klar
zeigt, dass die Spezifitat des Cdc42/Racl-spekdisc MgcRaclGAP durch
Phosphorylierung auf RhoA ausgeweitet werden k&hindgshimaet al, 2003], lasst das
die Komplexitat der beteiligten Regulationsmechargis vermuten. Demnach kénnte
allerdings auch in meinem Versuchsansatz durchgavmoKinasen der zur Uberexpression
verwendeten S&ugerzellen Nadrin phosphoryliert amerd Eine Veranderung der
Versuchsergebnisse durch endogene Kinase-vermitt@hosphorylierung kann nicht
ausgeschlossen werden, sondern ist eher wahrdcheiBine Herangehensweise an diese
Problemstellung ist die sukzessive Mutation der dphorylierungsstellen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde damit auch begonnen, indem Ziygosinphosphorylierungsstellen
mittels Einzelaminosaureaustausches zu Alanin mutwurden. Trotzdem zwei
vielversprechende Tyrosinphosphorylierungsstelleisgawahlt wurden und auch eine
wiederum Isoform-spezifische Regulation durch diesieden Tyrosin-Reste gezeigt werden
konnte, sind noch weiterfihrende Versuche in dieBareich notwendig. Nadrin besitzt
allein 9 potentielle  Tyrosinphosphorylierungsstelle und nahezu unzahlige
Serin/Threoninphosphorylierungsstellen (Nadrin2 INatirin5 WT jeweils > 40 Stellen,
KinasePhos 2.0 [Wonet al, 2007]).

5. 5. Fazit und Zukunftsperspektiven

Nadrin ist an der Bildung vontight junctions® beteiligt, bzw. sogar essentiell fur
deren stabiles Aufrechterhalten notwendig [Welisal, 2006]. Legt man nun zugrunde,
dass die Bildung vontight junctions” dem initialen Adhasionsprozess von Thrombozyten
recht &ahnlich ist, liegt es nahe, Nadrin eine wg#htRolle im Thrombozyten zu
unterstellen. In der Tat inhibieren die beiden ggeten Nadrin full length® Isoformen
Nadrin2 WT und Nadrin5 WT, Uberexprimiert im Zellkurmodell, die stabile Adh&sion
von Saugerzellen deutlich.

Die bisher in meiner Arbeit diskutierten Ergebni¢agsen eine zentrale, bzw. gar
essentielle Rolle von Nadrin im Thrombozyten vemnutOb die Resultate, die ich im

Zellkulturmodell bei Uberexpression von Nadrin étéya habe, direkt auf die Funktion von
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Nadrin in Thrombozyten Ubertragbar sind, muss drchweiteren Studien unter zu
Hilfenahme einer Nadrinknockout*Maus [Skarnest al, 2011] zeigen. Mit einer solchen
Maus konnte nicht nur die globale Rolle von ,Natirim Thrombozyten untersucht
werden, d. h. die Funktion der Gesamtheit der acdgdteten Nadrin Isoformen. Es kdnnte
sogar die Wirkung jeder einzelnen Isoform im Thromyen gesondert voneinander
untersucht werden, indem die Nadriknpckout” Megakaryozyten mit der cDNA der
jeweils zu untersuchenden Nadrin Isoform transfiazierden. Eine anschlie3ende Reifung
und Kultivierung der transfizierten Megakaryozytemirde dann zur Bildung von
Thrombozytenin vitro fuhren, die hinsichtlich ihrer Eigenschaften im r§leich zu
kompletten Nadrin knockout* Thrombozyten analysiert werden konnten. Solltexn $n
diesen Versuchen die Ergebnisse dieser Arbeit terarkbnnten so gezielt neue
Medikamente entwickelt werden, die es erlauben z.nBr eine Nadrin Isoform
darzureichen und dementsprechend nur eine bestirkom&tion der Thrombozyten zu
modulieren. In dieser Konstellation ware auch dedaBr, dass eine Blutungsneigung unter
der antithrombotischen Therapie entwickelt wird, raélativ gering zu erwarten.

Auch in anderen Bereichen, fernab von der Préaventigon Herz-
/Kreislauferkrankungen, konnten die Ergebnisse ereiirbeit Anknupfungspunkte far
weitere Forschungsvorhaben bieten. RhoGTPasen ami duch ihre GAPs sind in der
Krebsforschung nicht unbekannt. RhoGTPasen sind htigee Regulatoren fir
Zytoskelettveranderungen und kontrollieren damitha¥organge wie Zellmotilitat und
Invasivitat ins umliegende Gewebe [Kagaetaal, 2013; Khalilet al, 2014; Nasrallatet
al., 2014]. 2001 identifizierten Pinheiro und Kollegdas dem Nadrin eng verwandte
Oligophrenin-1 als Tumormarker fur kolorektale Kiaome [Pinheiroet al, 2001]. Da
Nadrin in dieser Arbeit als Uberaus wichtiger unaich streng kontrollierter Regulator der
RhoGTPasen herausgestellt werden konnte, liegtlses rahe, Nadrin im Kontext der
Metastasierung, bzw. Malignitat von Tumoren ndheuatersuchen. Vielleicht kdnnte eine
spezifische Nadrin Isoform, wie beispielsweise gegente Nadrin5, in bestimmten
Krebsarten stark Uberexprimiert sein und damit potentiell neuer Marker fir die

Einschatzung der Malignitat von Tumoren.
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6. Summary

In 2012 349,217 persons died from diseases comggrtie circulatory system
(according to the ,statistisches Bundesamt®). Ischia heart failure, together with
cerebrovascular diseases, are the major causethf teGermany comprising 40.2 % of all
fatal casualties. The chronic ischaemic heart deséstabléAngina pectoriy allone causes
8.2 % of all cases of death in Germany and is foeresole lead in the causes of death
statistics, closely followed by the acute myocdrdiéarction, that ranks second with 6 %
of all fatal casualties. Among the top ten of causiedeath, futhermore the roundly dreaded
ischeamic stroke ranks with 2.3 %. But there is sdmpe, because the numbers of death
from diseases concerning the circulatory systermes®03 are stably — albeit only slightly
— declining. This pleasant fact is an achievemenipatent and safe antithrombotic
therapies. For the development of new antithronchdti active drugs, there is a need of
new — so called — ,targets”, which prospectivelyldoserve as point of action for these
anticoagulants.

During the activation of platelets, RhoGTPasesllag the essential cytoskeletal
rearrangements [Tomar and Schlaepfer, 2009]. Theitgcof RhoGTPases is negatively
controlled by RhoGAPs (,RhoGTPase activating prag&i Nadrin is such a RhoGAP, and
it plays a central role during exocytosis events neurons [Haradaet al, 2000].
Furthermore, it is well known that Nadrin is invetvin the morphological differentiation
of astrocytes. This is a process, where the tightilation of RhoA is essential [Kobayashi
et al, 2013]. Within this thesis | hypothesized, thatdha is a crucial regulator of
RhoGTPases in platelets and therefore influencesus parameters of cytoskeletal
rearrangements. This could uncover Nadrin as a igioginew drug target for antiplatelet
therapies
The first part of this work dealt with the proof Madrin in platelets and megakaryocytes. |
isolated two Nadrin isoforms (namely Nadrin2 andiit#b) from murine platelet mRNA.
This cloned Nadrin WT cDNA was then mutated. | tedlethe BAR domain of the two
Nadrin variants and furthermore mutated two tyregphosphorylation sites of Nadrin2 and
Nadrin5. The second part of my work addressed liagacterisation of the two Nadrin WT
variants regarding inhibition of RhoGTPases anadskeletal rearrangements. Here | could
show that the Nadrin variants have clear isoforecg functions. Moreover, a definite
inhibitory function of the Nadrin BAR domain coule shown [Beclet al, 2013]. In the
last chapter of this project | demonstrated the ivatbn-dependent tyrosine
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phosphorylation of Nadrin in platelets. Consistenth this finding | could also show that
Nadrin interacts with Src family kinases in an aa&tion-dependent manner. In a final step
analysing the Nadrin phospho mutants revealed tiadirin is isoform-specifically
regulated by tyrosine phosphorylation [Beek al, 2014]. Taken together, my work
provides a big step forward to a better understandf the interesting and tightly regulated
RhoGAP Nadrin.
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7. Anhang

7. 1. Sequenzen

7. 1. 1. AS-Sequenzvergleich ncbi Reference SequemtP_001116112.1 und klonierte

cDNA von Nadrin2 WT

ncbi_Nadrin2: ncbi RefSeq NP_001116112.1

platelet_Nadrin2: Sequenzierung der klonierten cCaW& murinen Thrombozyten

ncbi _Nadrin2 VKKQFNRVKQLANQTVGRAEKTEVLSEDLLQ ERRLDTVRSMCHHSHKRLI ACFQGQHGT 60
pl at el et _Nadri n2 MKKQFNRIVKQLANQTVGRAEKTEVLSEDLLQ ERRLDTVRSMCHHSHKRLI ACFQGOHGT 60
hkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok ko kokk ok ok ok ok ok k% & &
ncbi _Nadri n2 DAERRHKKL PL TAL AQNMQEASAQL EESL L GKMLETCGDAENQLAL EL SQHEVFVEKEI M 120
pl at el et _Nadri n2 DAERRHKKL PL TAL AQNMQEASAQL EESL L GKMLETCGDAENQLAL EL SQHEVFVEKEI M 120
ncbi _Nadrin2 DPLYG AEVE! PNI QKQRKQLARL VL DWDSVRARWNQAHKSSGTNFQGLPSKI DTLKEEM 180
pl at el et _Nadri n2 DPLYA AEVEI PNI QKQRKQLARL VL DWDSVRARWNQAHKSSGTNFQGLPSKI DTLKEEM 180
ncbi _Nadri n2 DEAGNKVEQCKDQL AADMYNFMAKEGEY GKFFVTLLEAQADYHRKAL AVL EKALPEVMRAH 240
pl at el et _Nadrin2 DEAGNKVEQCKDQL AADMYNFVAKEGEYGKFFVTL L EAQADYHRKALAVL EKALPEVRAH 240
hkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok ko kokk ok ok ok ok ok k% % &
ncbi _Nadrin2 QDKWAEKPAFGTPLEEHLKRSGREI ALPI EACVMLLLETGWKEEGLFRI GAGASKLKKLK 300
pl at el et _Nadri n2 CQDKWAEKPAFGTPLEEHLKRSGREI ALPI EACVMLLLETGWKEEGLFRI GAGASKLKKLK 300
ncbi _Nadri n2 AALDCST SHL DEFYSDPHAVAGAL KSYL REL PEPL MTFSL YEEWT QVASVQDQDKKLQYL 360
pl at el et _Nadri n2 AALDCST SHL DEFYSDPHAVAGAL KSYL REL PEPL MTFSL YEEWT QVASVQDQDKKLQYL 360
hkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kokk ok ok k ok ok ok k% % &
ncbi _Nadrin2 W' TCOKLPPONFVNFRYLI KFLAKLAQTSDVNKMIPSNI Al VL GPNLLWAKQEGTLAEI A 420
pl at el et _Nadri n2 WI'TCOKLPPONFVNFRYLI KFLAKLAQTSDVNKMIPSNI Al VL GPNLLWAKQEGTLAEI A 420
ncbi _Nadrin2 AATSVHWAVI EPI | QHADWFFPGEVEFNVSEAFVPLATPNSNHSSHTGNDSDSGTLERK 480
pl at el et _Nadri n2 AATSVHWVAVI EPI | QHADWFFPGEVEFNVSEAFVPLATPNSNHSSHTGNDSDSGTLERK 480
hkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ko okk ok ok ok ok ok k% & &
ncbi _Nadri n2 RPASNVAVMEGDL VKKESFGVKL MDFQAHRRGGTLNRKHI APAFQPPLPPTDGNALAPAGP 540
pl at el et _Nadri n2 RPASMVAVMVEGDL VKKESFGVKL VDFQAHRRGGT LNRKHI APAFQPPLPPTDGNALAPAGP 540

R R e R R
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nchi _Nadri n2
pl at el et _Nadri n2

ncbi _Nadrin2
pl at el et _Nadri n2

nchi _Nadri n2
pl at el et _Nadri n2

ncbi _Nadrin2
pl at el et _Nadri n2

nchi _Nadri n2
pl at el et _Nadri n2

EPPSQSSRADSSSGGCEPVFSSTA LEQGL SPGDSSPPKPKDSVSAAVPAAGRNSNOMITY 600
EPPSQSSRADSSSGGGEPVFSSTG LEQGL SPGDSSPPKPKDSVSAAVPAAGRNSNOMITV 600

R R R R R

PNQAQT GGNSHQL SVSTPHSAAGPSPHT L RRAVKKPAPAPPKPGNL PPGHPGGEQSSPGT G 660
PNQAQT GGNSHQL SVSTPHSAAGPSPHTL RRAVKKPAPAPPKPGNL PPGHPGGQSSPGTG 660

R e R R

TSPKPSARSPSPPQRRNQQQITPGVRRCSSSL PPl QAPSHPPPQPPTQPRL 720
TSPKPSARSPSPPQQQ0QQQITPGVRRCSSSLPPI QAPSHPPPQPPTQPRL 720

R EEEEEEEEEEEEEEREEEREEREEEEEREREREREEEREREREEEEEEEEEEREEERESESESEESSE]

GEQGPEPGPTPPQTPTPPSTPPLAKQNPSQSETTQLHGTL PRPRPVPKPRNRPSVPPPPH 780
GEQGPEPGPTPPQTPTPPSTPPLAKQNPSQSETTQLHGTL PRPRPVPKPRNRPSVPPPPH 780

R e R R

PPGITHTVDGGLTSSVPTASRI VTDALPGALTGGEGFOQN 818
PPGITHTVDGGLTSSVPTASRI VTDALPGALTGGEGFOQN 818

IR EEEREEREEEEEEEEEEEREEEEEEEEEREREERESEESRSES]

7. 1. 2. AS-Sequenzvergleich ncbi Reference SequemtP_001116115.1 und klonierte
cDNA von Nadrin5 WT

ncbi_Nadrin5: ncbi RefSeq NP_001116115.1
platelet_Nadrin5: Sequenzierung der klonierten cDi& murinen Thrombozyten

nchi _Nadrin5
pl at el et _Nadri n2

ncbi _Nadrin5
pl at el et _Nadri n2

ncbi _Nadrin5
pl at el et _Nadrin2

nchi _Nadrin5
pl at el et _Nadri n2

ncbi _Nadrin5
pl at el et _Nadri n2

MKKQFNRIVKQLANQTVGRAEKTEVLSEDLLQ ERRLDTVRSMCHHSHKRLI ACFQGOHGT 60
MKKQFNRIVKQLANQTVGRAEKTEVLSEDLL QN ERRLDTVRSMCHHSHKRLI ACFQGOHGT 60

R EEEEEEEEEEEEEEREEEREEEEEEE R R R R R R EREREEEEEREEEEEEEERESEESESES]

DAERRHKKL PL TAL AQNMQEASAQLEESL L GKMLETCGDAENQLAL EL SQHEVFVEKEI M 120
DAERRHKKL PL TAL AQNMQEASAQLEESL L GKM_ETCGDAENQLAL EL SQHEVFVEKEI M 120

R e R R

DPLYG AEVEI PNI QKQRKQLARL VL DWDSVRARWNQAHKSSGT NFQGLPSKI DTLKEEM 180
DPLYG AEVEI PNI QKQRKQLARL VL DWDSVRARWNQAHKSSGT NFQGLPSKI DTLKEEM 180

R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEERE R R R R R EREEREEEEEREEEEEEEERESEESESES]

DEAGNKVEQCKDQL AADMYNFNVAKEGEYGKFFVTL L EAQADYHRKALAVLEKALPEVRAH 240
DEAGNKVEQCKDQL AADMYNFNMVAKEGEYGKFFVTLLEAQADYHRKALAVLEKALPEVRAH 240

R R e R R

QDKWAEKPAFGTPLEEHLKRSGREI ALPI EACVMLLLETGWKEEGLFRI GAGASKLKKLK 300
QDKWAEKPAFGTPLEEHLKRSGREI ALPI EACVMLLLETGWKEEGLFRI GAGASKLKKLK 300

R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEREREREEEEREREREEEEEREEEEEEEEEESEESESESE]
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nchi _Nadrin5
pl atel et _Nadri

ncbi _Nadrin5
pl at el et _Nadri

nchi _Nadrin5
pl atel et _Nadri

ncbi _Nadrin5
pl at el et _Nadri

nchi _Nadrin5
pl at el et _Nadri

ncbi _Nadrin5
pl atel et _Nadri

ncbi _Nadrin5
pl at el et _Nadri

nchi _Nadrin5
pl atel et _Nadri

n2

n2

n2

n2

n2

n2

n2

n2

AAL DCSTSHL DEFYSDPHAVAGAL KSYL REL PEPL MIFSL YEEWT QVASVQDQDKKLQYL 360
AAL DCSTSHL DEFYSDPHAVAGAL KSYL REL PEPL MIFSL YEEWT QVASVQDQDKKLQYL 360

R R e R R

W TCQKLPPONFVNFRYLI KFLAKLAQTSDVNKMIPSNI Al VLGPNLLWAKQEGTLAEI A 420
W TCQKLPPQONFVNFRYLI KFLAKLAQTSDVNKMIPSNI Al VLGPNLLWAKQEGTLAEI A 420

R R R R

AATSVHWAVI EPI | QHADWFFPCGEVEFNVSEAFVPLATPNSNHSSHTGNDSDSGTLERK 480
AATSVHWAVI EPI | QHADWFFPGEVEFNVSEAFVPLATPNSNHSSHTGNDSDSGTLERK 480

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEREEEEREREEREEEEEEEEEEEEEEESESESESSE]

RPASMAVMVEGDL VKKESPPKPKDSVSAAVPAAGRNSNQMIT TVPNQAQTGENSHQLSVSTP 540
RPASMAVMEGDL VKKESPPKPKDSVSAAVPAAGRNSNQMIT TVPNQAQTGENSHQLSVSTP 540

R e R R

HSAAGPSPHTL RRAVKKPAPAPPKPGNL PPGHPGGEQSSPGT GT SPKPSARSPSPPQQQQQ 600
HSAAGPSPHTL RRAVKKPAPAPPKPGNL PPGHPGGQSSPGT GT SPKPSARSPSPPQQQQQ 600

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREREREREEEREREEEEEEEEEEEEESEERESEESESES]

QRARLLAARRLQTPGVRRCSSSL PPI QAPSHPPPQPPTQPRL GEQGPEPGPTPPQTPTPP 660
QRARLLAARARLQTPGVRRCSSSL PPI QAPSHPPPQPPTQPRL GEQGPEPGPTPPQTPTPP 660

R R R R

STPPLAKQNPSQSETTQLHGT L PRPRPVPKPRNRPSVPPPPHPPGTHTVDGGEL TSSVPTA 720
STPPLAKQNPSQSETTQLHGT L PRPRPVPKPRNRPSVPPPPHPPGTHTVDGGL TSSVPTA 720

R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEREEEEREREREREEEREREEEEEEEREEEEEEEERESEESESESE]

SRI VTDV 727
SRI VTDV 727

kkkkkkk

7. 1. 3. AS-Sequenzvergleich Nadrin2 WT und NadrinSvVT

Nadrin2_WT: Sequenzierung der klonierten NadrinNélaus murinen Thrombozyten

Nadrin5_WT: Sequenzierung der klonierten NadrinBlélaus murinen Thrombozyten

Nadr i n2_Wr
Nadr i n5_Wr

Nadr i n2_Wr
Nadr i n5_Wr

Nadr i n2_Wr
Nadr i n5_WI

MKKQFNRVKQLANQTVGRAEKTEVL SEDL LQ ERRL DTVRSMCHHSHKRL I ACFQGRHGT 60
MKKQFNRVKQLANQTVGRAEKTEVL SEDL LQ ERRL DTVRSMCHHSHKRL I ACFQGRHGT 60

R e R R

DAERRHKKL PL TAL AQNMQEASAQL EESL L GKMLETCGDAENQLAL EL SQHEVFVEKEI M 120
DAERRHKKL PL TAL AQNMQEASAQL EESL L GKMLETCGDAENQLAL EL SQHEVFVEKEI M 120

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREREREEEEREREREEEEEEEEEEEREERESEESESES]

DPLYG AEVEI PNI QKQRKQLARL VL DWDSVRARWNQAHKSSGT NFQGLPSKI DTLKEEM 180
DPLYG AEVEI PNI QKQRKQLARL VL DWDSVRARWNQAHKSSGT NFQGLPSKI DTLKEEM 180

R R R R
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Nadr i n2_\Wr DEAGNKVEQCKDQL AADMYNFMAKEGEYGKFFVTL L EAQADYHRKAL AVLEKAL PENRAH 240
Nadr i n5_\Wr DEAGNKVEQCKDQL AADMYNFMAKEGEYGKFFVTL L EAQADYHRKAL AVL EKAL PEMRAH 240
Nadr i n2_\Wr QDKWAEKPAFGTPLEEHL KRSGRE! ALPI EACVM_LLETGVKEEGLFRI GAGASKLKKLK 300
Nadr i n5_\Wr QDKWAEKPAFGTPL EEHL KRSGREI ALPI EACVM_LLETGVKEEGLFRI GAGASKLKKLK 300
Nadr i n2_\Wr AALDCSTSHL DEFYSDPHAVAGAL KSYL REL PEPL MTFSL YEEWTQUVASVQDQDKKLQYL 360
Nadr i n5_\Wr AALDCSTSHL DEFYSDPHAVAGAL KSYL REL PEPL MTFSL YEEWT QVASVQDQDKKLQYL 360
R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEREREREREEEREREEEEEEEEEEEEREERESEESEESSE]
Nadr i n2_\Wr WI'TOQKLPPQNFVNFRYLI KFLAKLAQTSDVNKMTPSNI Al VL GPNLLWAKQEGTLAEI A 420
Nadr i n5_\Wr WITOQKLPPQNFVNFRYLI KFLAKLAQTSDVNKMIPSNI Al VL GPNLLWAKQEGTLAEI A 420
Nadr i n2_\Wr AATSVHWAVI EPI | QHADWFFPGEVEFNVSEAFVPL ATPNSNHSSHTGNDSDSGTLERK 480
Nadr i n5_\WI AATSVHWAVI EPI | QHADWFFPGEVEFNVSEAFVPL ATPNSNHSSHTGNDSDSGTLERK 480
IR EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEREEEEREREREEEEREREREEEEEEEEEEREEEESESESEESSE]
Nadr i n2_\Wr RPASMAVVEGDL VKKESF GVKL MDFQAHRRGGTLNRKHI APAFQPPL PPTDGNALAPAGP 540
Nadr i n5_\Wr RPASMAVVEGDLVKKE- - - - - = = = = = = = = = = o e e e e ee e 496
Nadr i n2_\Wr EPPSQSSRADSSSGEGPVFSSTG LEQGL SPGDSSPPKPKDSVSAAVPAAGRNSNQMITY 600
Nadri N5_WI =« om e e e e SPPKPKDSVSAAVPAAGRNSNQVITV 522
R R R R EEEEEEEEEEEREEEEEEESES]
Nadr i n2_\Wr PNQAQT GGNSHQL SVSTPHSAAGPSPHTL RRAVKKPAPAPPKPGNL PPGHPGGQSSPGTG 660
Nadr i n5_\Wr PNQAQT GGNSHQL SVSTPHSAAGPSPHTL RRAVKKPAPAPPKPGNL PPGHPGGQSSPGTG 582
Nadr i n2_\Wr TSPKPSARSPSPPQQRRARQAARAQRQQITPGVRRCSSSL PPl QAPSHPPPQPPTQPRL 720
Nadr i n5_\Wr TSPKPSARSPSPPQQRRQRQAQQARQAQQQTPGVRRCSSSL PPl QAPSHPPPQPPTQPRL 642
R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEREEEER R R R R R EREREEEEEREEEEEEEERESEESESES]
Nadr i n2_\Wr GEQGPEPGPTPPQTPTPPSTPPLAKQNPSQSETTQLHGTL PRPRPVPKPRNRPSVPPPPH 780
Nadr i n5_\Wr GEQGPEPGPTPPQTPTPPSTPPLAKQNPSQSETTQLHGTL PRPRPVPKPRNRPSVPPPPH 702
R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEREEEREEEEREREEEEEEEEEEEEEEEEESEESESES]
Nadr i n2_\Wr PPGTHTVDGGL TSSVPTASRI VTDALPGAL TGGEGFQN 818
Nadr i n5_\Wr PPGTHTVDGGL TSSVPTASRI VTDV- - - - - = - = < - - - - 727

kkkkkhkhhkhkhhkhhhhkhhkhkhhhkhk

7. 1. 4. Primerbindestelle zur Klonierung von Nadm2 in den Vektor ptdTomato-N1

Nadrin2_WT: Ausschnitt der Sequenzierung der ldden Nadrin2 cDNA aus murinen

Thrombozyten
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Nadrin_4_FL_oS_rev: invertierte, komplementéare Rresequenz ohne Restriktions-
endonukleaseschnittstelle (siehe atiabelle 3.5

Nadr i n2_Wr ATCGTCACTGATGOCCTTCCOGGT GCOCT CACAGGT GBGGAAGGT TTCCAGAACTAA 2457
Nadrin_4_FL_OS reVv —  --c-e-smmcmmamcoaaaaocaaaaos CAGGTGGGGAAGGTTTCCAGAACCCA 27

kkkhkkkhkhkhhkhkhkhhkhhkhkhhhkkkk *

7. 1. 5. Primerbindestelle zur Klonierung von Nadm5 in den Vektor ptdTomato-N1

Nadrin5_WT: Ausschnitt der Sequenzierung der ldden Nadrin2 cDNA aus murinen
Thrombozyten

Nadrin_5_FL_oS_rev: invertierte, komplementéare Rresequenz ohne Restriktions-
endonukleaseschnittstelle (siehe atiabelle 3.5

Nadr i n5_WI CCACATCCACCT GGCACCCACACGGT GGATGGT GECCT TACATCCT CAGTGCCCACAGCC 2160
Nadri n_5_FL_0S rev  momm oo oo oo oo GCC 3
Nadr i n5_Wr TCCAGAATCGTCACTGATGTATGA 2184

Nadrin_5_FL_oS rev TCCAGAATCGTCACTGATGTACC- 26

LR R R R R EEEEEEEEEEEESESE]

7. 1. 6. Primerbindestelle zur Herstellung der Nadn ABAR-Mutanten

Nadrin2_WT: Ausschnitt der Sequenzierung der ldden Nadrin2 cDNA aus murinen
Thrombozyten

Nadrin_4_ GAP_fw: Primersequenz ohne Restriktiodsankleaseschnittstelle (siehe auch
Tabelle 3.5, Kozak-Sequenz und Start-Codon sind unterstrichen

Nadrin5_WT: Ausschnitt der Sequenzierung der ldden Nadrin5 cDNA aus murinen

Thrombozyten
Nadri n2_Wr CAAGATAAGT GGGCAGAGAAGCCAGCCT TCGECACACCT CTGGAGGAACACCTGAAGAGG 780
BAR fw e ACCATGGAGAAGCCAGCCTTCGGCACACCTG - = === = === mmm e m o - - 31

Nadri n5_Wr CAAGATAAGT GGGCAGAGAAGCCAGCCT TCGECACACCT CTGGAGGAACACCTGAAGAGG 780

R R R R R R R R R R R R R EEEEEEEEES
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7. 1. 7. Punktmutation Y124A Primeranlagerungssted

Nadrin2_WT: Ausschnitt der Sequenzierung der ldden Nadrin2 cDNA aus murinen
Thrombozyten

Nadrin_Y124A fw: Primersequenz (siehe adeibelle 3.9

Nadrin5_WT: Ausschnitt der Sequenzierung der ldden Nadrin5 cDNA aus murinen

Thrombozyten
Nadr i n2_Wr GAGAACCAGCTGGCTCTTGAACTCTCACAACATGAAGT CTTTGTGGAGAAGGAGATCATG 360
Nadri N_Y124A  co o GAGATCATG 9
Nadr i n5_Wr GAGAACCAGCTGGCTCTTGAACTCTCACAACATGAAGT CTTTGTGGAGAAGGAGATCATG 360
Nadr i n2_Wr GACCCTCTCTACGGCATAGCAGAGGT GGAGATTCCCAATAT CCAGAAGCAAAGGAAGCAG 420
Nadri n_Y124A GACCCTCTCGCTGGCATAGCAGAGGTGGAG - - - = == = === == mm o mmm oo mmm oo 39
Nadri n5_Wr GACCCTCTCTACGGCATAGCAGAGGT GGAGAT TCCCAATAT CCAGAAGCAAAGGAAGCAG 420

kkkkkkkkk kkkhkkkhkhkhkhkhhkhkkk*x

7. 1. 8. Punktmutation Y314A Primeranlagerungsstedl

Nadrin2_WT: Ausschnitt der Sequenzierung der ldden Nadrin2 cDNA aus murinen
Thrombozyten
Nadrin_Y314A fw: Primersequenz (siehe adeibelle 3.9

Nadrin5_WT: Ausschnitt der Sequenzierung der ldden Nadrin5 cDNA aus murinen

Thrombozyten
Nadr i n2_Wr GCTGCTCTCGACTGCTCCACATCGCATCTGGATGAATTCTATTCTGATCCCCATGCTGIC 960
Nadrin_Y314A = -----ommmiiiiao CATCGCATCTGGATGAATTCGCCTCTGATCCCCATGCTGIC 41
Nadri n5_Wr GCTGCTCTCGACTGCTCCACATCGCATCTGGATGAATTCTATTCTGATCCCCATCGCTGTC 960
Nadr i n2_Wr GCAGGTGCTTTAAAGT CCTATCTGCGGGAGT TGCCTGAGCCCTTAATGACTTTCAGICTG 1020
Nadri n_Y314A [ R LT 42

Nadr i n5_WI GCAGGTGCTTTAAAGT CCTATCTGCGEGAGT TGCCTGAGCCCTTAATGACTTTCAGICTG 1020

*
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7. 1. 9. Punktmutationen Y124A und Y314A auf AS- uth DNA-Ebene

Sequenzausschnitt von Nadrin2/5 WT und Primeranlaggsstellen zur Mutation der
Phosphorylierungsstellen Y124 und Y314. Primersegee sieche aucfiabelle 3.5 Die
Einzelaminosaureaustausche und mutierten Baserfettrgbdruckt.

at gaagaagcaat t caaccgcat gaagcagct ggccaat cagact gt cggcagagct gag
M KK QF NRMEKG OLA ANOTVGTRAE
aagaccgaagt cct cagt gaagat ct gct acagat t gaacgt cgcct ggacact gt gegt
K T EV L S EDWLULOQI ERRLUIDTVR
t caat gt gccaccat t cacat aagcgt t t gat agcct gct t ccaaggt cagcat ggcact
S MCHHSHIKIRLI A CFQGQHGT
gat gccgagaggagacat aaaaagctt cct ct gacagct ct t gcccagaacat gcaggag
D AAERRHIKI KILPLTALAOQNMAOQQE
gctt cagcccagcet ggaagagt ct ct ct t ggggaagat gct ggagacct gt ggggacgct
A S A QL EE SLUL GKMLETTCGT DA
GAGATCATG
ARRRRRRN
gagaaccagct ggct ctt gaact ct cacaacat gaagt ct t t gt ggagaaggagat cat g
E NQL AL EL S QHEVF YV EIKIEI M

GACCCTCTCGCTGECATAGCAGAGGTGGAG
RN R RN AR RN RR RN RN
gaccct ct ct acggcat agcagaggt ggagat t cccaat at ccagaagcaaaggaagcag
DPLYGI AEVTETIPNI QKGO OQRTEKDQOQ
A
cttgctagattggtgttggact gggatt cagt cagagcgagat ggaaccaagcacacaag
L ARL VL DWDSVRARWNQAWUHK
tcttcaggaaccaactttcaggggctt ccat ccaaaat agat accct aaaggaagagat g
S S GT NF Q GL P S K1 DTUL KEE M
gat gaagct gggaat aaagt t gaacagt gcaaggat caact t gcagcagacat gt acaac
DEAGNIKVEIOQCIKUIDOQLAADMYN
tt cat ggccaaagaaggggagt at ggcaagt t ct t cgt gacgt t at t agaagcccaagca
FMAKEGEY GKZFFV TULLEAZ QA
gatt accat agaaaagcat t agcagt ct t agaaaaggccct t cccgaaat gcgcgcccat
D YHRIKALAVLEIKALWPEMMRAH
caagat aagt gggcagagaagccagcct t cggcacacct ct ggaggaacacct gaagagg
Q DK WAEIKWPAFGTWPULETEMHTIL KR
agt gggcgt gagat cgccct gect at t gaggect gt gt cat gt t gt t gct ggagact ggce

S GREI AL PI EACVMLILLIET G
at gaaagaggagggcctttttcggatt ggagct ggagcct ccaagt t gaagaagct gaaa
M K EEGLFRI GAGAS KL KK L K

CATCGCATCTGGATGAATTCGCCTCTGATCCCCATCCTGTIC
FECEEEErerreerreerer  Ferrerreer e rrrd
gct gct ct cgact get ccacat cgeat ct ggat gaattctatt ct gat ccccat getgtc
A AL DCSTSHULIDEVFY S DUPMHAYV
A
G
I
gcaggt gct tt aaagt cct at ct gcgggagt t gcct gagecccttaat gactttcagtctg
A GAL K SYL RELWPUEWPLMTF S L
t at gaagaat ggacacaagt t gcaagt gt gcaggat caagacaaaaaacttcaatattta
Y EEWTOQOQVASVY QDO ODZKIKTLGOQY.L
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7. 1. 10. Abigramme der ptdTomato-N1-Nadrin-Konstrikte

Mutiertes Stop-Codon von ptdTomato-Nadrin2, dasskpression eines NadrinZandem®

Tomato-Fusionsproteins erlauBbbildung 7.1

MmMUZ_FL_rewvABI AATCETCACTGATGCCT T TCCCGE-GCCCTCACAGGET GEEGEAAGG-TTCCAGAMCCCATC S65
MR.MAZ AATCETCACTGATGCCCTTCCCGETGICCTCACAGGTGEEEAAGET T TCCAGAACT AL —— 2457

TN CHCRCRCRCHCR RN R RO R RO WO RN R W N R W W R RR N R R R R R R W R R R N R

1
= Edt Ophton: Help

= EH ¥V & W # L — :
pen Save Export | Frint Mext  Find | ] |Sam|:|le. finEese
950 960 970
T G G G G A A 6T T T C C A G A A C C CA CC GG T C

//

Abbildung 7.1 Abigramm zum Nachweis der Mutation in ptdTomasshih2. Dargestellt ist das Abigramm

mit dem Programm Chromas Lite (Technelysium Ptg., Ll$outh Brisbane, Australien) im Vergleich zum
salignment* der Sequenzierung von ptdTomato-Nadrim2d der ncbi RefSeq NP_001116112.1 (Nadrin2
WT).

Mutiertes Stop-Codon von ptdTomato-Nadrin5, dasEtkipression eines Nadringandem*
Tomato-Fusionsproteins erlauBbbildung 7.2

MR.MAS GUCTCCAGAATCOTCACTGATGTATGA 21584
MMUS_FL_kKTonl3_ges G-CTCCAGAATCNTCACTGATG————— 2026

WM R O R W RO

ptdTomatoMmu5_FLKlon13-GATC-ptdT omatoN1_rev-482603.ab1 - Chromas Lite

= Edt Opton: Help

= Hd v g o # ___ :
Ipen  Sawe Ewxport | Print Mext  Find | ] |Sam|:n|e. e
1170 1180 1190
C GT C A C T G A TG T A T A C C O GET © G c o«

l\ ‘ ‘ Al‘ )’“’&

Abbildung 7.2 Abigramm zum Nachweis der Mutation in ptdTomasshih5. Dargestellt ist das Abigramm

mit dem Programm Chromas Lite (Technelysium Ptg., Ll$outh Brisbane, Australien) im Vergleich zum
-alignment* der Sequenzierung von ptdTomato-Nadrimdd der ncbi RefSeq NP_001116115.1 (Nadrin5
WT).
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7. 1. 11. Abigramme der pcDNA3.1-Nadrin Phosphomutanten

Mutierte Phosphorylierungsstelle von pcDN/8.1-Nadrin2 Y124A. Die Basenabfolge
TAC (Tyrosin) wurde gegen die Abfolge GCT ersef2as Ergebnis der erfolgreichen

Mutagenese ist dem Abigramm und destignment der Abbildung 7.3zu entnehmen.

pC2_wl24a GACCCTCT e TEEC AT AGC AGAGETEEAGAT TCCCAAT ATCCAGAAGC AAAGEAAGCAG 420
I=z02 GACCCTCTCTACGGECATAGCAGAGSET GEAGAT TCCCAAT ATCCAGAAGC AALAGEAAGTAS 420
T T L T e Td T T T R L

3.1-FP.ab1 - Chromas Lite

1 -+ ﬂ

L Mext  Find

450 460 470
A C C C ToCc TCooCTGoG GG CA&TAEG CLAEG A& GG TG G A G

Sample: 11218870

Abbildung 7.3 Abigramm zum Nachweis der Mutation der Phosphemyhgsstelle Y124 (Bp 370) in
pcDNA™3.1-Nadrin2 Y124A. Dargestellt ist das Abigramm deitn Programm Chromas Lite (Technelysium
Pty. Ltd., South Brisbane, Australien) im Verglemim ,alignment* der Sequenzierung von pcDN&1-
Nadrin2 Y124A und der nchi RefSeq NP_001116112dr{p2 WT).

Mutierte Phosphorylierungsstelle von pcDN/8.1-Nadrin2 Y314A. Die Basenabfolge
TAC (Tyrosin) wurde gegen die Abfolge GCC ersefaais Ergebnis der erfolgreichen
Mutagenese ist dem Abigramm und deslignment der Abbildung 7.4zu entnehmen.

pc2_v3lda GCTGCTCTCGACTGCTCCACATCGCATCTGGATGMTTEECCTCTGATCCCCP«TGCTGTC 950
Izod GCTECTCTCGAC TG TCCACATCGCATCTEEAT GAATTCTATTCTGATCCOCATGCTGTC 960
T T L T Y L L LA i

-+H M

Mext  Find

Sample: 11244316

100 110
;oA T C T G G & TG & A T TE G C C T C TG & T C C C

WA A
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Abbildung 7.4 Abigramm zum Nachweis der Mutation der Phosphemyhgsstelle Y314 (Bp 940) in
pcDNA™3.1-Nadrin2 Y314A. Dargestellt ist das Abigramm deim Programm Chromas Lite (Technelysium
Pty. Ltd., South Brisbane, Australien) im Verglemim ,alignment* der Sequenzierung von pcDN21-
Nadrin2 Y314A und der nchi RefSeq NP_001116112dr{p2 WT).

Mutierte  Phosphorylierungsstellen von pcDNI®.1-Nadrin2  Y124/314A. Die
Basenabfolgen TAC (Bp 370) und TAT (Bp 940) (Tymsivurde gegen die Abfolge GCT
(Bp 370), bzw. GCC (Bp 940) (Alanin) ersetzt. Dagdbnis der erfolgreichen Mutagenese

ist dem Abigramm und denalignment der Abbildung 7.5zu entnehmen.

pcZ_gestin GACCCTCTOGCT ey e A C G T GEAGAT TCCCAAT ATCCAGAAGC ARAGGAAGCAG 420
IsnZ GACCCTCTCTACGGECAT AGCAGAGETGEAGAT TCCCAATATCCAGAAGC AAAGEAAGCAS 420

TOHCHCH RO N R R R R e SRR R R SR R SRR R SRR TR SRR R R R R TR S TR

pc2_Y124314A-pcDHA3.1-FP.ab1 - Chromas Lite

+ Edit Options  Help

g M ¥

pen Save Export

&

=
= i 4 \——— —— |sample: 11281053

Mest  Find

470 480
T C T C ;5 C T 5] ;5 C A T A & C A 5 A 5 ;5
pc2_gesfin GCTGCTCTCGACTGCTCCACATCGCATC TGGAT GAAT TCGCC ey ey aaaarRy e TCTC 960
Iso2 GCTECTCTCEAC TG T CCACATCGCATCTGEGAT GAAT TCTAT TCTGATCCCCATGCTGTC 960
BN RN NN RN R W RN RN R R N RN W W R R R

pc2 124314A-GATC-Nadnin_Mmu_319_fw-791426. 5

Edit Optionz Help

» H V| &

2en Save Ewxport | Print

B . J ——— :
Nout G |5ample: 11257185

590 600
C T G G F:A T G A A T T C G [ C T C T G A

Abbildung 7.5 Abigramme zum Nachweis der Mutationen der Phogpieoungsstellen Y124 (Bp 370) und
Y314 (Bp 940) in pcDNA3.1-Nadrin2 Y124/314A. Dargestellt sind die Abigraenmit dem Programm
Chromas Lite (Technelysium Pty. Ltd., South Brighafustralien) im Vergleich zum ,alignment der
Sequenzierung von pcDN8.1-Nadrin2 Y124/314A und der nchi RefSeq NP_0Qu1Aa (Nadrin2 WT).
(A) Y124 (Bp 370).K) Y314 (Bp 940).
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Mutierte Phosphorylierungsstelle von pcDN!8.1-Nadrin5 Y124A. Die Basenabfolge
TAC (Tyrosin) wurde gegen die Abfolge GCT ersef2as Ergebnis der erfolgreichen

Mutagenese ist dem Abigramm und deslignment der Abbildung 7.6zu entnehmen.

pci_vlz24 GACCCTC T RGO TGECAT AGCAGASGTEEAGAT TCCCAAT ATCCAGAASC AAAGGAAGCAG 420
I=05 GACCCTCTCTACGECAT AGC AGASGTEGAGAT TCCCAAT ATCCAGAAGT AAAGEAAGCAS 420
b T T LR T

pchFL_Y124A-pcDMA3.1-FP.ab1 - Chromas Lite
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pen  Save Export

=
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Mext  Find
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Abbildung 7.6 Abigramm zum Nachweis der Mutation der Phosplemyhgsstelle Y124 (Bp 370) in
pcDNA™3.1-Nadrin5 Y124A. Dargestellt ist das Abigramm deim Programm Chromas Lite (Technelysium
Pty. Ltd., South Brisbane, Australien) im Vergleimim ,alignment* der Sequenzierung von pcONa1-
Nadrin5 Y124A und der ncbi RefSeq NP_00111611%dr{dd WT).

Mutierte Phosphorylierungsstelle von pcDN!8.1-Nadrin5 Y314A. Die Basenabfolge
TAC (Tyrosin) wurde gegen die Abfolge GCC ersef2aas Ergebnis der erfolgreichen

Mutagenese ist dem Abigramm und deslignment der Abbildung 7.7zu entnehmen.

pPCSFL_v31d_gesamt GCTGCTCTCGﬂCTGCTCCRCATCGCATCTGGATGAATTEGCCTCTGATCCCCATGCTGTC c
I=05 GCTECTCTCGAC TG T CACATCGCATCTGEATGAATTCTAT TCTGATCCCCATGCTGTC €
T T L R R E R L R I 2 SR R TN T H e e

pc2FL_Y314AK8-GATC-Nadrin_ Mmu_822 fw-788236.ab1 - Chromas Li

= Edt Ophon: Help

& H ¥

pen  Save Export

=
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Mext  Find
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Abbildung 7.7 Abigramm zum Nachweis der Mutation der Phosplemyhgsstelle Y314 (Bp 940) in
pcDNA™3.1-Nadrin5 Y314A. Dargestellt ist das Abigramm deim Programm Chromas Lite (Technelysium
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Pty. Ltd., South Brisbane, Australien) im Vergleimim ,alignment* der Sequenzierung von pcONa1-
Nadrin5 Y314A und der ncbi RefSeq NP_00111611%dr{dd WT).

Mutierte  Phosphorylierungsstellen  von pcDNI®.1-Nadrin5  Y124/314A. Die
Basenabfolgen TAC (Bp 370) und TAT (Bp 940) (Tymsiurde gegen die Abfolge GCT
(Bp 370), bzw. GCC (Bp 940) (Alanin) ersetzt. Dagdbnis der erfolgreichen Mutagenese

ist dem Abigramm und denalignment der Abbildung 7.8zu entnehmen.

pCS_v1l24314 GACCCTCTCGC T Sy el e ey § - A AT TCCCAAT ATCC AGAASCAAAGEAASCAS 420
Isob5 GACCCTCTCTACGECAT ARCAGAGETEEAGAT TCCCAAT ATCC AGAAGCAAASEAASCAS 420
RCRCRCRCRCM R R B R R R B R R0 R R R

hch Y124314A-pcDNAZ 1-FP.ab1 - Chromas Lite
Edit Optionz  Help

r H V| S

xwn Save Ewport | Print

RE . J p—— :
Moy B = [ [Sample: 11281061

0 470 4

pci_wl24314 ATGAAAGAGCAGGECCTTTTTCGGAT TEEAGCTGEAGCC TCCAAGT TEAAGAAGCTGAAA B00

I=05 ATGAAAGAGEAGEECCTTTTTCGGAT TEGEAGCTGEAGCCTCCAAGT TEAAGAAGCTGAAA B00
R R L T T R T T N e A bt A L]

pcSi 124314 GCTGCTCTCEACT G TCCACATCGCATCTGEATGAAT TRSCCTCTGATCCCCATGCTGTC 960
Isas GCTECTCTCGACT G TCCACAT CGCATCTEGATGAAT TCTAT TCTGATCCCCATGCTGTC 960
R BB R BB BB RO RROROR W RO R R R R R

bch_Y124314A-GATC-Nadrin_Mmu_319_fw-791426_ab1 - Chromasz Lite
Edit Optionz  Help
» H OV

»wen  Save Ewport

=i

= A ——— |—— [sample: 11257167

Mext  Find

590 600
T G G A T G A A T T C G C C T C T G A T

Abbildung 7.8 Abigramme zum Nachweis der Mutationen der Phogpikoungsstellen Y124 (Bp 370) und
Y314 (Bp 940) in pcDNA3.1-Nadrin5 Y124/314A. Dargestellt sind die Abigmaenmit dem Programm
Chromas Lite (Technelysium Pty. Ltd., South Brighafustralien) im Vergleich zum ,alignment der
Sequenzierung von pcDN8.1-Nadrin5 Y124/314A und der ncbi RefSeq NP_0QN1A.6 (Nadrin5 WT).
(A) Y124 (Bp 370).K) Y314 (Bp 940).
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7. 1. 12. Abigramme der ptdTomato-Nadrin Phosphomuwnten

Mutierte Phosphorylierungsstelle von ptdTomato-WN&irY124A. Die Basenabfolge TAC
(Tyrosin) wurde gegen die Abfolge GCT ersetzt. DEsgebnis der erfolgreichen
Mutagenese ist dem Abigramm und deslignment der Abbildung 7.9zu entnehmen.

2124 GACCCTCTCGCT Sy et 1 o AGAT TCCCAAT AT CCAGAMSC AMACEAMSCAG 420
I=od CACCCTCTCTACGGCAT AGCAGAGETEEAGAT TCCCAATAT CCAGAAMIC AAAGGAMSC AT 420

TR T TR TR R TR T T T TR R R R

TomZ_124-CMVY-F.abl - Chromas Lite
+ Edit Option: Help
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Abbildung 7.9 Abigramm zum Nachweis der Mutation der Phosphemyhgsstelle Y124 (Bp 370) in

ptdTomato-Nadrin2 Y124A. Dargestellt ist das Abigna mit dem Programm Chromas Lite (Technelysium
Pty. Ltd., South Brisbane, Australien) im Vergleimm ,alignment* der Sequenzierung von ptdTomato-
Nadrin2 Y124A und der nchi RefSeq NP_001116112dr{p2 WT).

Mutierte Phosphorylierungsstelle von ptdTomato-WN&irY314A. Die Basenabfolge TAC
(Tyrosin) wurde gegen die Abfolge GCC ersetzt. DEgebnis der erfolgreichen
Mutagenese ist dem Abigramm und deslignment der Abbildung 7.10zu entnehmen.

TomZ_314 AAGCTECTCTCGACTGCTCCACATCGCATCTGEATGAAT TCCCC ey aaaa gy~ To S50
Isol AAGC TG TCTCGACTGCTCCACATCGCATCTECATGAATTCTATTCTGATCCCCATSCTG 958
BB B R B R B BB BRI ROR RO BB RCRORROR R RO R BB R R

TomZ_314-GATC-MNadrin_Mmu_822 Iw-788236.ab1 - Chromas Lite

z Edit Option: Help

AT N T e g — :
pen Save Ewport | Phnt | Mest  Find | ] |S ample: 11528635
100 110

T C T ¢ & T

T ¢ T c G A& T G A & T T C G ©C C
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Abbildung 7.10 Abigramm zum Nachweis der Mutation der Phosplemyhgsstelle Y314 (Bp 940) in
ptdTomato-Nadrin2 Y314A. Dargestellt ist das Abigna mit dem Programm Chromas Lite (Technelysium
Pty. Ltd., South Brisbane, Australien) im Vergleimm ,alignment* der Sequenzierung von ptdTomato-
Nadrin2 Y314A und der nchi RefSeq NP_001116112dr{p2 WT).

Mutierte Phosphorylierungsstellen von ptdTomato4iNeéY124/314A. Die Basenabfolgen
TAC (Bp 370) und TAT (Bp 940) (Tyrosin) wurde gegdie Abfolge GCT (Bp 370), bzw.
GCC (Bp 940) (Alanin) ersetzt. Das Ergebnis dewlgreichen Mutagenese ist dem
Abigramm und demalignment der Abbildung 7.11zu entnehmen.

TomZ2_Dopp GACCCTCTCGCT EEy e e ey e - A AT TCCCAAT AT CCAGAAGCARAGGAAGCAG 420
Isol GACCCTCTCTACGECAT AGCAGAGETGEAGATTCCCAAT ATCCAGAAGC AAAGEAAGCAG 420
Rl T T T o Ra R a8 AR S R S R S AT T ST

Tom2_Doppel-CMY-F.ab1 - Chromas Lite
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Tomz_Dapp GUTGECTCTCEACTGCTCCACATOGTATCTGEAT GAMT TCGT T Ly ery s ar.y ey )
IsnZ GCTGCTCTCGAC TG TCCACATCGCATC TGGATGAAT TCTATTCTGATCCCCATGCTGTC 960
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Abbildung 7.11 Abigramme zum Nachweis der Mutationen der Phogfliroungsstellen Y124 (Bp 370) und
Y314 (Bp 940) in ptdTomato-Nadrin2 Y124/314A. Dsiglit sind die Abigramme mit dem Programm
Chromas Lite (Technelysium Pty. Ltd., South Brighafwustralien) im Vergleich zum ,alignment* der

Sequenzierung von ptdTomato-Nadrin2 Y124/314A endicbi RefSeq NP_001116112.1 (Nadrin2 WA). (

Y124 (Bp 370).K) Y314 (Bp 940).

Sample: 11581776
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Mutierte Phosphorylierungsstelle von ptdTomato-WNegiY 124A. Die Basenabfolge TAC
(Tyrosin) wurde gegen die Abfolge GCT ersetzt. DEsgebnis der erfolgreichen

Mutagenese ist dem Abigramm und deslignment der Abbildung 7.12zu entnehmen.

Tom3_124K8 GACCCTCTCGCT ey ey - S T oG AGAT TOCCAAT AT CC A ARG AAASGANSCAS 420
I=0o5 GACCCTCTCTACGGECAT ASCAGAGGTGEAGAT TCCCAATATCCAGAAGCAAAGGAMSCAS 420
RORCRCRRCR RN B R BB R R R R R R R R Rl

Tom5_124K8-CMY-F_abl - Chromas Lite
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Abbildung 7.12 Abigramm zum Nachweis der Mutation der Phosplemyhgsstelle Y124 (Bp 370) in
ptdTomato-Nadrin5 Y124A. Dargestellt ist das Abigna mit dem Programm Chromas Lite (Technelysium
Pty. Ltd., South Brisbane, Australien) im Vergleimm ,alignment* der Sequenzierung von ptdTomato-
Nadrin5 Y124A und der nchi RefSeq NP_00111611%dr{ihd WT).

Mutierte Phosphorylierungsstelle von ptdTomato-MNegirYy314A. Die Basenabfolge TAC
(Tyrosin) wurde gegen die Abfolge GCC ersetzt. Dagebnis der erfolgreichen
Mutagenese ist dem Abigramm und deslignment der Abbildung 7.13zu entnehmen.

5_314 QT TCTCGAC TG TCCACAT G AT CTGEATEAAT TG Cpegpery [aiaie sy et
Is0h GCTGCTCTCGACTGCTCCACATCGCATCTGEATGAATTCTATTCTGATCCCCATSCTGTC 960
BB BB BB B BB BB R BRR BB ROROR R ROR BRI RO B R R BB R

:Tum5_31 4-GATC-Nadrin_Mmu_522_ fw-788236.ab1 - Chromas Lite
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Abbildung 7.13 Abigramm zum Nachweis der Mutation der Phosplemyhgsstelle Y314 (Bp 940) in
ptdTomato-Nadrin5 Y314A. Dargestellt ist das Abmgna mit dem Programm Chromas Lite (Technelysium
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Pty. Ltd., South Brisbane, Australien) im Vergleimm ,alignment* der Sequenzierung von ptdTomato-
Nadrin5 Y314A und der ncbi RefSeq NP_00111611%dr{hb WT).

Mutierte Phosphorylierungsstellen von ptdTomato-iNdxY124/314A. Die Basenabfolgen
TAC (Bp 370) und TAT (Bp 940) (Tyrosin) wurde gegdie Abfolge GCT (Bp 370), bzw.
GCC (Bp 940) (Alanin) ersetzt. Das Ergebnis demwlgreichen Mutagenese ist dem

Abigramm und demalignment der Abbildung 7.14zu entnehmen.

Tom5_Doppel GACCCTCTCGCT Eeey g e e ey e e e T T CCCAAT ATCCAGAAGCAAAGCAAGCAG 420

Is0o5 GACCCTCTCTACGECAT ASCAGAGGTGEAGAT TCCCAAT ATCCAGAAGC AAAGGAASCAG 420
R L T T A T T T R R b h aa ]

om5_Doppel-CMV-F.ab1 - Chromas Lite
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JEnN Expaort | Print | Mext  Find Ll A
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Tom5_Doppel GCTGCTCTCGACTGCTCCACATCGCATCTEEATGAAT TCGCC ey (aaa e g FEmFEgi— 960

Is0o5 GCTGCTCTCGAC TG TCCACAT CGCATC TGGATGAAT TCTATTCTGATCCCCATGCTGTC 960
R T T T T T ot L A s R e

om5_Doppel-CMV-F.ab1 - Chromas Lite
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Abbildung 7.14 Abigramme zum Nachweis der Mutationen der Phogfliroungsstellen Y124 (Bp 370) und
Y314 (Bp 940) in ptdTomato-Nadrin5 Y124/314A. Dsigjét sind die Abigramme mit dem Programm
Chromas Lite (Technelysium Pty. Ltd., South Brighafustralien) im Vergleich zum ,alignment* der
Sequenzierung von ptdTomato-Nadrin5 Y124/314A enchebi RefSeq NP_001116115.1 (Nadrin5 WA). (

Y124 (Bp 370).K) Y314 (Bp 940).
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7. 2. Einbuchstabencode der Aminosauren

I G T m o O >

< s<Hd»vwwnmO UV ZZTC X

7. 3. Software

,hucleotide blast”

,Chromas Lite"

,Clustalw*

-Manilpulate*”

.Merger*

Alanin
Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin

(http://blast.ncbi.nim.nih.gdyAltschul et al, 1990]
Version 2.01, Technelysium Pty Ltd
(http://www.technelysium.com.au)
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clusidl/)
(http://www.vivo.colostate.edu/motknanip/)
(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portay?#forms::merger)
[Riceet al, 2000]
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-NEBcutter” V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutterlex.php) [Vinczeet al,
2003]

,OligoCalc* (http://www.basic.northwestern.edu/tmols/oligocalc.html)

~Phosphosite” (http://www.phosphosite.org/) [Hoecket al, 2004]

~Primer3* (http://frodo.wi.mit.edu/)

~Primerx* (http://www.bioinformatics.org/primerx/)

»rranslate” (http://web.expasy.org/translate/)
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