Ergebnisse und Diskussion

5  Ergebnisse und Diskussion

5.1 Expression, Reinigung und Charakterisierung des Fusionsproteins aus PKCa und Glutathion-
S-Transferase (GST-PKCa)

Als Ausgangspunkt der Untersuchungen diente die von Dr. G. Kochs, Institut fir Mikrobiologie
und Hygiene, Universitét Freiburg, erhaltene cDNA fir PKCa, die von Olaf Schéfer in den Vektor
PACGHLT insertiert und mit linearisierter Baculovirus-DNA in Sf9-Zellen transduziert wurde
[191]. Die erzeugten rekombinanten Viren wurden zur Infektion von Sf9-Zellkulturen verwendet.
Nach der Infektion der Sf9-Kulturen mit dem Bacculoviren-Konstrukt erfolgte die Zellernte fur
gewohnlich zwischen dem 3. und 5. Tag oder wurde durch Ermittelung von Zellzahl und
Zdlvitalitét der infizierten Sf9-Zellen bestimmt. Das |6sliche Fusionsprotein aus Glutathion-S-
Transferase und PKCa wurde aus den Zellen extrahiert und durch Bindung an Glutathion-
Sepharose gereinigt (s. Kap. 4.1.7). Dazu wurden die Verfahren der Sdulenaufreinigung und der
Batchreinigung angewendet.

Die Reinheit der Fraktionen wurde durch SDS-PAGE und Nachweis des Fusionsproteins mit anti-
PKCa kontrolliert. Im Gegensatz zum Saulenver fahren ergab das Batchver fahren wesentlich
hohere Ausbeuten an Fusionsprotein und wurde deshalb zur routineméfdigen PK C-Gewinnung
eingesetzt. Die Aliquots der einzelnen Expressionsansétze wurden nach SDS-PAGE mittels anti-
PK Ca auf Anwesenheit des Fusionsproteins Uberprtft. Diese Vorgehensweise hat den Vorteil, dai3
mehrere Infektionsansétze vereinigt werden konnen, die den grofdten Gehalt an Fusionsprotein
aufweisen. Die Ausbeute der PK C-Praparation wird dadurch erhéht, und der Arbeitsaufwand
gegeniber den Einzel préparationen a3t sich reduzieren.

Die derart gewonnenen GST-PK Ca-Fraktionen wurden nach Affinitétsreinigung und Dialyse
mittels SDS-PAGE in Gradientengelen mit 7,5 — 15 % (w/v) C und anschlief3ender Silberfarbung
nach Heuveskoven und Dernick [256] erneut auf ihre Reinheit Uberprift. In einigen
GST-PKC-Prgparaten wurden dabei neben dem Fusionsprotein im niedermolekularen Bereich

< 29 kD noch ein bis zwei Proteinbanden nachgewiesen, die aber keine Reaktivitdt mit dem anti-
PK Ca-Antikorper aufwiesen (nicht gezeigt). Vom Molekulargewicht betrachtet konnte es sich nur
um das GST-Fragment des Konstrukt oder eine endogene Form der Glutathion-S-Transferase aus
Sf9-Zellen handeln. Um dies nachweisen zu kdnnen, wurden zusétzlich zu den mit GST-PK Ca
transduzierten Sf9-Zellen auch nichttransduzierte Sf9-Zellen nach dem Batchverfahren
aufgearbeitet (s. Abb. 14).
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Abb. 14: Nachweis von Glutathion-S-Transferase (*, ca. 26 kD) in den Eluaten der Affinitatsreinigung von

S9-Zellextrakten, die aus Zellkulturen mit (PE) und ohne (SE) GST-PKCa-Expression gewonnen wurden.

Die Proteine wurden nach Auftrennung in einer 16 % (w/v) SDS-PAGE durch Silberfarbung nach [256] sichtbar
gemacht. Die Molekulargewichte des Proteinstandards (Spur M) wurden durch Pfeilspitzen markiert und in kD
angegeben.

*: Glutathion-S-Transferase. **: GST-PK Ca.

PP: Aliquot der Affinitatsmatrix, mit der ein Zellextrakt aus GST-PK Ca-exprimierenden Sf9-Zellen gereinigt wurde.
SP: Affinitdtsmatrix, die aus der Aufarbeitung einer Sf9-Zellkultur ohne PK Ca-Expression stammt.

GST-PKCa (**) war nach der Durchfihrung des Batchverfahrens erwartungsgemal3 nur im Eluat
(PE) sowieim Aliquot der Affinitatsmatrix (PP) nachweisbar, in denen Zellextrakte von

GST-PK Ca-transduzierten Sf9-Zellen verwendet wurden. Die Proteinbanden, die die potentiellen
Glutathion-S-Transferasen (*) darstellen sollten, waren aber sowohl im Eluat der
nichttransduzierten (SE) als auch im Eluat der transduzierten Sf9-Zellen (PE) nachweisbar. Dafur
dal3 es sich bei der Proteinbande (*) tatsichlich um die endogene Gluthathion-S-Transferase der Sf9
Zéellinie handelt, sprechen drei Griinde:

Erstens wird die Proteinbande spezifisch an Glutathion-S-Sepharose gebunden und durch
Glutathion spezifisch eluiert (s. Abb. 14, Spur PE und SE). Zweitens wandert die,, Verunreinigung*
der GST-PKCa-Préparation (s. Abb. 14, Spur PE) im verwendeten 16 %igen (w/v) SDS-haltigen
Polyacrylamidgel auf der gleichen Hohe wie die Proteinbande der nichttransduzierten Kontrolle

(s. Abb. 14, Spur SE). Drittens liegt das relative Molekulargewicht von ca. 27 kD im Bereich der
bereitsin Drosophila (22,9 — 25,4 kD) und Anopheles (24,9 kD) nachgewiesenen Glutathion-S-
Transferasen [119].

Daessich bel Glutathion-S-Transferase (EC 2.5.1.18) um ein ubiquitéar vorkommendes Enzym
eukaryotischer Zellen handelt [263-265], das auch schon in verschiedenen Insektenzellen

nachgewiesen wurde [266,263], ist die angenommene I dentitdt auch plausibel. Da aber Glutathion-
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S-Transferase keine Kinaseaktivitét aufweist, wurde das eingesetzte Reinigungsverfahren
beibehalten.

Die Uberprifung der PK C-Préparationen auf Fremdkinaseaktivitat wurde mit dem analytischen
Filterassay nach Hannun in Gegenwart des spezifischen PK C-Hemmers Calphostin C

(s. Kap. 4.2.4.1) durchgefiihrt. Eine Fremdkinaseaktivitat war nicht nachweisbar. Die
Phosphorylierung von Histonfraktion I11, das al's unspezifisches Kinasesubstrat eingesetzt wurde,
konnte in Abhangigkeit der Konzentration des Calphostin C gehemmt werden. Da bereits mit

2,5 uM Calphostin C eine 45 %ige Hemmung der Phosphorylierung von Histonfraktion I11 erreicht
werden konnte, konnte davon ausgegangen werden, dal die Kinasespezifitét der Préparate damit
ausreichend nachgewiesen ist.

5.2 Nachweisder in HepG2-Zellen exprimierten PKC-1soformen

Um den Einfluld von PKCa auf die Vesikelbiogenese richtig einschétzen zu konnen, mufite
Uberpruft werden, in welchem Umfang endogene PK C-Isoformen in der verwendeten
HepG2-Zellinie exprimiert wurden. Dazu wurde der postnuklre Uberstand (PNS) von
HepG2-Zellen durch Zentrifugation bei 100000 x g die TM vom Cytosol getrennt. Die Proteine
beider Fraktionen wurden mit der SDS-PAGE aufgetrennt, auf NC transferiert und mit

PK C-spezifischen Antikdrpern aus dem PKC Sampler Kit [267] inkubiert. Positive Signale wurden
mit Antikorpern gegen PKCa, PKCg, PKCd, PKCi,PKCl und PKCq erhalten und sind in Abb. 15
dargestellt.
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Abb. 15: Nachweis verschiedener PKC-Isoformen in Cytosol und TM von HepG2.
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Der Nachweis der PK C-1soformen erfolgte tiber Chemilumineszensreaktion der Peroxidase-gekoppelten sek.
Antikorper. * und **: spezifisches Signal von PKCi. A: spezifisches Signal von PKCq.
M: Standardproteine. RH: Rattenhirnextrakt (Positivkontrolle). C: Cytosol. TM: Totalmembranfraktion.

Tab. 5 falt die Ergebnisse zusammen:

Tab. 5: Immunsignale mit Antikor pern gegen ver schiedene PKC-1soformen

PKC-lsoform

Rattenhirnextrakt
(RH, Positivkontrolle)

Cytosol aus HepG2-Zellen (C)

T™M aus
HepG2-Zellen

PKCa

++++

+++

++

PKCb

n.n.

n.n.

n.n.

PKCg

++++

+++

++

PKCd

++

++

++

PKCi

++

+++

++

PKCI

++

+++

++

PKCq

*)

*)

+

n.n.: nicht nachweishar. ++++ bis +: gut erkennbare Chemilumineszenssignale. (+): schwaches Signal der

Chemilumineszens. -: kein Signal in der Chemilumineszensreaktion.

Dafur PKCa und PKCz in der HepG2-Zellinie bereits entsprechende experimentelle Ergebnisse
vorlagen [165], wurden bei der Auswertung der Immunsignal e besonders die PK C-Isoformen
kontrolliert, die bisher nicht identifiziert wurden:

Dader verwendete Antikorper gegen PK Cg nach Herstellerangaben [267] eine Kreuzreaktion mit
PKCa zeigt, und PK Cg gewebsspezifisch hauptsachlich im neuronalen Gewebe exprimiert wird,
muf3 angenommen werden, dal3 tatséchlich PK Ca detektiert wird (Signal nicht gezeigt).

Ein Nachweis von PKCd ist sowohl im Cytosol als auch in der TM von HepG2-Zellen moglich und
bestétigt damit Literaturangaben [268]. Das Immunsignal in der TM zeigt neben dem Hauptsignal
bei ca. 78 kD ein Signal bel etwa 57 kD, was vermutlich zusammen mit dem schwachen Signal bei
etwa 16 kD auf proteolytischen Abbau der 1soform zurtickzuf ihren sein durfte. Das
hochmolekulare Immunsignal in der TM-Fraktion konnte al's Dimer interpretiert werden.

Die Chemilumineszenssignale von anti-PKCi und anti-PKCl zeigen nach Herstellerangaben
miteinander Kreuzreaktionen [267]. Da sich die Detektionsmuster beider 1soformen jedoch sowonhl
im Vergleichselektropherogramm des Herstellers [267] (nicht gezeigt) asauch im

niedermol ekularen Bereich des Immunblots unterscheiden (s. **, Abb. 15 in der Spur von PKCi bei
28 kD), und im Fall des PKCi-Antikorpers noch ein hochmolekulares Signal bei ca. 180 kD auftritt
(s. * in Abb. 15), das sich mit allen anderen Antikorpern nicht nachweisen lief3, kann davon
ausgegangen werden, dal3 HepG2 sowohl PKCi als auch PKCl exprimiert. PKCq zeigte nur in der
TM auf der erwarteten Hohe ein duRRerst schwaches Signal (s. A in Abb. 15). Wesentlich starker ist
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inder TM asauch im Cytosol ein spezifisches Signal mit ca. 160 kD nachzuweisen. Die
Proteinbande ist alerdings fast doppelt so grof3, wie sie fir das theoretische Molekulargewicht der
PKCq zu erwarten ist. Da der verwendete Antikorper jedoch mit anderen PK C-1soformen keine
Kreuzreaktion zeigen soll, kbnnte es sich entweder um das Dimer von PKCq oder ein homologes,
aber bisher unbekanntes Protein zu PK Cq handeln.

Ein Nachweis von PKCb gelang unter den Versuchsbedingungen nicht (nicht gezeigt). Bei der
Ermittlung spezifischer PK C-Substrate an der Golgi-Membran und deren Einflul® auf die in-vitro-
V esikel biogenese von HepG2 muld dann berticksichtigt werden, dal3 in der untersuchten Zellinie
nicht nur die bereits identifizierte klassische PKCa und die atypische PKCz [165], sondern auch

andere PK C-lsoformen namentlich d und i und/oder | wirken kdnnten.

5.3 Anreicherung des TGN im Verlauf der Golgi-Préparation aus HepG2-Zellen

Die Isolierung der TGN-haltigen Membranen erfolgte entsprechend dem Fraktionierungsschemain
Kap. 4.1.4.1. Zusétzlich wurde ein Aliquot der gewonnenen Golgiphase einer erneuten
isopyknischen Zentrifugation unterworfen. Die gewonnene Golgiphase wurde als gereinigte
Golgifraktion bezeichnet.

Zur Charakterisierung der isolierten Fraktionen aus der Anreicherung des TGN (s. Kap. 4.1.4.1)
wurden sowohl Transportproteine - hier als HSPG nachgewiesen - a's auch Proteine der
Veskelhille (Clathrin, g-Adaptin und Rab4) bestimmt [269].

1 2 3 45 6 MW
(kD)

<165

-« 105

Abb. 16: Nachweis des Transportproteins HSPG durch [*S] -Sulfat-Markierung in den Reinigungsstufen der
TGN-Anreicherung modifiziert nach Beckers und Rothman [ 270]

Fraktionen der Golgipréparation:
(2): gereinigte Golgifraktion nach zweiter isopyknischer Zentrifugation (100 %).
(2): normale Golgifraktion (89 %). (3): leichte Membranfraktion (47 %).
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(4): cytosolisches Pellet (36 %). (5): Cytosol (0 %).
(6): Pellet des Geschwindigkeitsgradienten (47 %).
Die Signalstarke von (1) wurde als 100 % normiert.

Der HSPG-Gehalt ist in der zweimal isopyknisch gereinigten Golgifraktion (1) und der
Golgifraktion (2) gemessen an deren Signalintensitaten von 100 % bzw. 89 % &hnlich und deutlich
gegeniber der leichten Membranfraktion (3) und dem cytosolischen Pellet (4) erhoht. Eine
Anreicherung der Vesikelhilllproteine Clathrin, g-Adaptin und Rab4 konnten in der zweimal
isopyknisch gereinigten Golgifraktion (1) und der normalen Golgifraktion (2) ebenfalls
nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

HSPGs werden sowohl von PC12-Zellen [271] wie auch von Hepatocyten [272] im TGN sulfatiert.
Markiertes HSPG stellt daher einen spezifischen Marker des TGN dar. Diese Anreicherung ist in
Abb. 16 dokumentiert.

g-Adaptin ist ein Bestandteil des heterotetrameren Adaptor Proteinkomplexes 1 (AP-1), der die
Bindung des Clathrins an Membranen und Vesikeln des TGN vermittelt [273,274]. Aufgrund der
spezifischen Bindung von AP-1 an das TGN wird g-Adaptin haufig als Golgimarker verwendet
[275-279].

Clathrin ist das Hullprotein der am TGN abgeschnirten CCVs[276] und von Clathrin-umhillten
Vesikelknospen [18] auf der Oberfl&che des TGN [280]. Der Translokation des cytosolischen
Clathrins an die Golgimembran geht die Rekrutierung der AP-1 Adapterkomplexe voraus [18]. Die
gebildete Adapter-Clathrin-Hdlle bleibt an der Golgimembran gebunden [18]. Da Clathrin tber den
Adapterkomplex AP-2 auch an die Plasmamembran bindet, ist es kein spezifischer Golgimarker.
Seine Anreicherung im cytosolischen Pellet (4) konnte auf CCV's sowie AP-1 bzw. AP-2-
gebundenes Clathrin zurtickzufihren sein. Der Clathrin-Nachweis in der leichten Membranfraktion
(3) konnte sowohl auf CCV's als auch auf Bruchstiicke der Plasmamembran zuriickzufhren sein
[280,281].

Rab4 wurde als endosomaler Marker untersucht [282-284]. Seine Detektion im Cytosol (5) und
cytosolischen Pellet (4) von HepG2-Zellen entspricht bekannten Befunden, dal3 Rab4 zum grof3en
Teil mit einem cytosolischen Chaperon, dem GDP Dissoziations-Inhibitor (GDI) komplexiert [285].
Rab4 wurde bereits an Golgi-angereicherten Fraktionen nachgewiesen [286], tberwiegend jedoch
an frihen Endosomen [287,288] und frihen rezyklisierenden Endosomen [288-290]. Der Nachwels
von Rab4 in der TGN-Prgparation (1 + 2) kdnnte bedeuten, dal? die angereicherten Membranen
endosomal e Kompartimente enthalten. Denkbar wére auch eine GTPgS-induzierte Rekrutierung von
Rab4 an die Golgimembran [16]. Esist aber auch méglich, dal? aufgrund des Transportes von
endozytierten Proteinen zum TGN auch Rab4 den Golgi erreicht. Eine endguiltige Klérung dieser

Frage steht noch aus.
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5.4 Nachweis und Quantifizierung der Fahigkeit der isolierten Golgizisternen zur Bildung von

Transportvesikeln

Mit Hilfe des von Tooze und Huttner entwickelten Testsystems [254] kann die Verpackung von im
TGN metabolisch mit [*°S]-Sulfat-markiertem HSPG in konstitutive Transportvesikel gemessen
werden (s. Kap. 4.1.6). Dazu werden [*S]-markierte Golgi-Zisternen in Gegenwart von Cytosol,
GTP, ATP und einem ATP-regenerierendenSystem bei 37 °C inkubiert. Anschlief3end werden die
Golgizisternen von den gebildeten Vesikeln durch Zentrifugation getrennt, beide Phasen mit
Triton X100 lysiert und das [*S]-markierte HSPG mit Chondroitinsulfat und
Cetylpyridiniumchlorid geféllt und dessen Radioaktivitét bestimmt. Das Verhdtnis zwischen
Radioaktivitét der Vesikelphase zur Gesamtaktivitét von Vesikel phase und Golgiphase
charakterisiert die Effektivitat der in-vitro-Vesikelbiogenese und schwankte im Wertebereich
zwischen 20 - 40 %.

5.5 Anpassung der Phosphorylierungsbedingungen nach Hannun an die Bedingungen der in-
vitro-V esikelbiogenese

Nachdem die Hauptkomponenten des M odellsytems (Gol gizisternen aus HepG2-Zellen und GST-
PK Ca) weitestgehend charakterisiert waren, sollten diein der Literatur dokumentierten
Bedingungen des in-vitro-PK C-Kinaseassays nach Hannun ([291,292]) noch an die Bedingungen
der in-vitro-V esikel biogenese angepal’t werden.
In Vorversuchen zur Phosphorylierung von Golgiproteinen unter den Bedingungen nach Hannun
(s. Kap. 4.2.4.1) [291,292] in Gegenwart von MgCl,, CaCly, [*P]-gATP, PS, DAG, PMA und
Proteasei nhibitoren ergaben keine nennenswerte Phosphorylierung der Golgiproteine. Fir diesen
Effekt konnten mehrere Grinde verantwortlich sein:
Eine vorhandene intrinsische Kinaseaktivitat — wie sie bereitsim Golgiapparat [293]
nachgewiesen wurde - 183t sich unter den gewéhlten Bedingungen nicht durch PMA
stimulieren.
Golgiproteine werden durch cytosolische Kinasen wie PKC modifiziert, die nach ihrer
Aktivierung an der Golgimembran binden und sich nach ihrer Deaktivierung wieder von der
Membran ablsen.
Wichtige Prozesse der Vesikelbildung — die moglicherwel se durch Kinasen wie PKC beeinfluf3t
werden - laufen erst in Gegenwart von GTP [294] ab oder sind von der Aktivierung GTP-
bindender Proteine reguliert [185].
Um tatsachlich potentielle PK C-Substrate identifizieren zu kénnen, diein die in-vitro-

Vesikelbiogenese am TGN eingreifen, mufdten die bis zu diesem Zeitpunkt nétigen oder bekannten
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Komponenten in den Reaktionsansatz integriert werden, die fir die in-vitro-Vesikel biogenese
essentiell sind. Dazu gehoren die Golgimembran als Vesikel-Donor (Golgi insbesondere TGN)
sowie PKCa als die nach der Arbeitshypothese regulierende Kinase auf der einen Seite und Cytosol
as Lieferant fur Cofaktoren, ATP als Phosphatdonor der Kinasereaktion von PKC und GTP as
Effektor von G-Proteinen diein diein vitro-Vesikelbiogene eingreifen auf der anderen Seite. Um
diesen Bedingungen gerecht zu werden, wurden folgende Modifikationen eingefihrt:

1. Die Cytosolmenge wurde auf 400 g und die Menge an Golgi, gemessen am Proteingehalt auf
20 g festgesetzt. Ein Verhéltnis von Golgimembran zu Cytosol von 1:20 sollte fir eine
optimale Vesikelbildung ausreichen [295].

2. Von den Komponenten des Energie-Regenerationssystems der in-vitro-V esikel biogenese
bestehend aus GTP, ATP, MgCl,, Creatinphosphat und Creatinkinase wurden nur ATP, MgCl»
und GTP Ubernommen. Die Konzentration an ATP wurde von 1 mM auf die essentielle
Konzentration von 0,05 mM [165] reduziert, um das [*?P]-gA TP fiir die radioaktive Markierung
der Phosphoproteine nicht zu stark zu verdinnen.

3. Auf eine weitere Verwendung von PS und DAG im Reaktionansatz wurde aufgrund der
Anwesenheit von angereicherten Golgimembranen verzichtet.

Mit Hilfe der obigen Bedingungen wurde die Phosphorylierung von Golgi-Proteinen untersucht.

Die Phosphorylierung von Golgi, Cytosol und einem Gemisch aus Golgi+Cytosol mit GST-PKCa

in Gegenwart von Ca’* und bei Abwesenheit von Phosphatase-Inhibitoren zeigte keine spezifischen

Phosphorylierungsbanden.

Die préparierte Golgifraktion enthélt keine nennenswerte Kinaseaktivitét. Das HepG2-Cytosol zeigt

im Gegensatz zur Golgifraktion starke endogene Kinaseaktivitéaten, die fast den Zusatz von GST-

PK Ca sowie deren beobachtbare Autophosphorylierung tUberdeckt. Unter den hier gewahlten

Versuchsbedingungen sind neben den Ca?*-aktivierbaren Kinasen auch Phosphatasen aktiv, die den

Phosphorylierungszustand von PK C-Substraten vermindern kénnen.

Um den Einfluf3 von Phosphatasen auf den Phosphorylierungsstatus zu verringern, wurden die

Phosphataseinhibitoren Vanadat, Microcystin LR, NaF und Ammoniummolybdat eingesetzt und ihr

Effekt auf die in-vitro-Phosphorylierungsreaktion bestimmt (s. Abb. 17).

Der Einfluf3 der Phosphataseinhibitoren (PINSs) auf die endogene Kinaseaktivitét ist besondersim

Cytosol bel Vergleich der Spuren mit (2) und ohne (1) Inhibitoren offensichtlich. Desweiteren fallt

auf, dal3 eine Doppel bande (doppelte Pfeil spitzen) sowohl im Cytosol (2) als auch im Gemisch aus

Cytosol und Golgi (6) in Abhangigkeit von Ca* verstérkt in Gegenwart von PINs phosphoryliert

wird. Eine Golgi-spezifische Phosphorylierung wird offenbar durch die starke Phosphorylierung

von cytosolischen Proteinen tiberdeckt und ist nur ansatzweise al's verstarkte Ca?*-abhangige

Phosphorylierung in Gegenwart der Phosphataseinhibitoren sichtbar (Pfeilspitze, Spur 6).
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123 456 7 Abb. 17: Einflu3 von Phosphataseinhibitoren
i Vanadat, Microcystin LR, Fluorid und Molybdat auf

den Phosphorylierungsstatus von cytosolischen

97,4 m= Proteinen und Golgi aus HepG2-Zellen in eéinem
zehnminiitigen analytischen in-vitro-

67,0 m= Phosphorylierungsansatz (s. Kap. 4.2.4.2).

45,0 m= Die Pfeilspitzen auf der rechten Seite von Abb. 17
markieren Ca’*-abhangige Phosphorylierungen.

29,0 m=

Cytosol + + + + + + +

Golgi — — — + + + +

Caleium + + — 4+ — 4 —

PIN -+ 4 - = 4 +

5.6 Nachweisder ATP-abhéngigen Komplexbildung von phosphorylierten cytosolischen
Proteinen

Um die Golgiproteine, dieim Verhdtnis zur endogenen Phosphorylierung des Cytosols nur
schwach modifiziert werden, besser analysieren zu kénnen und um Artefaktbildungen durch
maogliche ATP-abhangige Komplexbildung [296] zu vermeiden, muf3te der analytische in-vitro-
Phosphorylierungsansatz um einen Separationsschritt zur Trennung von Golgiproteinen und
cytoplasmatischen Proteinen erganzt werden.

Im analytischen in-vitro-Phosphorylierungsansatz wurde zu diesem Zweck ein zusétzlicher
zehnminttiger Zentrifugationsschritt mit 15000* g eingefuhrt (s. Kap. 4.2.4.2) und sowohl
Uberstand (U, Cytosol) und Sediment (S, Golgi) mittels SDS-PAGE (s. Kap. 4.2.1.2) aufgetrennt.
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4 5 6 Abb. 18: Nachweis sedimentierbarer
Phosphoproteine im Cytosol (1), Golgi (3) und im
97,4 Gemisch aus Cytosol und Golgi (5) nach analytischer
67,0 in-vitro-Phosphorylierung (s. Kap. 4.2.4.2).
Der sedimentierbare Anteil der in-vitro-Phosphorylierten
q 45,0 Proteineist mit (S) bezeichnet, der nichtsedimentierbare

Anteil dagegen mit (U).
-.29,0

Cytosol +

s/U 8 U s
+ i
Golgi - — +

+ | o
+ 4+ W
+ 4+ Cf:

Die geringe radioaktive Markierung der Golgifraktionen 1&f3t sich durch Zentrifugation
erwartungsgemal3 fast vollstéandig sedimentieren (s. Abb. 18, Spur 3 + 4). Andeutungsweise ist auch
im Uberstand noch Radioaktivitdt zu erkennen. Erklarbar wére dieser Effekt dadurch, da sich
entweder Proteine nach deren Phosphorylierung von den Golgimembranen abl ésen oder dal3
Phosphoproteine an den wéahrend der Phosphorylierung gebildeten Vesikeln gebunden bleiben und
bei 15000*g nicht zu sedimentieren sind. Im Vergleich zur endogenen Phosphorylierung des
Cytosolsist der Phosphorylierungsgrad der Golgiproteine jedoch gering.

Dal3 ein wesentlicher Tell der cytosolischen Phosphoproteine mit den Golgizisternen sedimentiert
(s. Abb. 18, Spur 5), kdnnte entweder eine Bindung an die Golgimembran oder die Bildung
hochmolekularer, sedimentierbarer Proteinkomplexe al's Ursache haben. Da die Anwesenheit von
Golgimembranen zur Sedimentation eines grof3en Anteils der cytosolischen Phospoproteine nicht
erforderlich war (s. Abb. 18, Spur 1), war die Komplexbildung oder Aggregation cytosolischer
Protei ne anzunehmen.

Um die Bildung dieser cytoplasmatischer Proteinkomplexe nachzuweisen, wurde nach Kap. 4.1.5.1
ATP-Cytosol in Gegenwart von ATP£EDTA fir weitere 30 Minuten bel 37°C inkubiert und die

sedimentierbaren Proteinkomplexe Uber einen Dichtegradienten aufgetrennt (Abb. 19).
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Abb. 19: Erneute Komplexbildung von cytosolischen Proteinen in Gegenwart von ATP (A) oder
ATP+EDTA (B).

Die Sedimentation erfolgt von Fraktion 11 (Ausgangspunkt) in den Bereich der Fraktionen 1-10.
Der Saccharose-Dichtegradient wird durch die Keile angedeutet. Das pelletierbare Protein ist mit P gekenzeichnet.

Die Visualisierung der Komplexbildung erfolgte durch Ponceau S-Proteinanféarbung auf der Proteintransfermembran.

Wie die Abb. 19 ausweist, werden auch weiterhin Proteinkomplexe beobachtet, die im Gradienten
sedimentieren (s. Spur 5-9).

In Gegenwart von EDTA werden moglicherwel se grofdere Komplexe gebildet, die in den Fraktionen
1-4 nachzuweisen sind. Um der Aggregation cytoplasmatischer Proteine in weiteren Experimenten
vorzubeugen, wurde zur |solation Gol gi-spezifischer PK C-Substrate zum einen vorinkubiertes und
anschliefiend durch Ultrazentrifugation geklartes Cytosol verwendet und zum anderen der Golgi
nach der in-vitro-Phosphorylierung durch isopyknische Zentrifugation frei von cosedimentierenden

Proteinkomplexen isoliert.

5.7 Untersuchung der Phosphorylierung von Golgi-assoziierten Proteinen

Da die Phosphorylierung von Golgiproteinen durch endogene Kinasen gering ist (s. Abb. 18),
wurde GST-PK Ca zum Phosphorylierungsansatz aus Golgi und Cytosol zugesetzt. Die nach der
Phosphorylierung cosedimentierenden cytosolischen Proteinkomplexe wurden durch isopyknische
Zentrifugation abgetrennt. Die Verwendung eines SDS-PAGE Gradienten von 7,5-17,5 % (w/v) im
Maxi-Elektrophoresesystem flhrt darliber hinaus zu einer betréchtlich erhéhten Aufldsung der
Phosphorylierungsmuster.
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Eine spezifische Hemmung der Phosphorylierung einzelner Proteinbanden durch Ro 31-8220 ist
deutlich nachweisbar (Bahn 3, 4, 7 + 8 in Abb. 20). Die Phosphorylierungen von cytosolischen und
Golgimembran-assozierten Proteinen unterschieden sich stark. Da Golgi-assoziierte Proteine mit
grof3er Wahrscheinlichkeit die Vesikelbildung beeinflussen, sollte deren Phosphorylierung zunachst
ndher untersucht werden.

DaRo 31-8220 jedoch wie die anderen bekannten Staurosporin-Analoga CGP 41251 und UCN-01
[297] ale PKC-Isoformen gleichartig hemmt [298], konnte der Anteil einzelner PK C-Isoformen an
der PK C-abhéangigen Phosphorylierung nicht untersucht werden.

| soenzym-spezifische Hemmpeptide standen zum damaligen Zeitpunkt nicht zur Verfigung.

12 34M567 8M kD Abb. 20: Analyse von Cytosolischen (1-4) und Golgi-
Proteinen (5-8) nach Phosphorylierung mit GST-PKCa
in Abwesenheit (1,2,5,6) oder Gegenwart von Ro 31-
8220 (3,4,7,9).

Golgi-assoziierte Phosphoproteine (5-8), deren
Phosphorylierung durch Ro 31-8220-Zusatz gehemmt wurde
sind mit (+) markiert.

Cytosolische Phosphoproteine (1-4), deren Phosphorylierung

durch Ro vermindert, wird sind mit (*) markiert.

Ro
GTE

GTPYS
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5.8 Untersuchung des mdoglichen Einflusses von Ro 31-8220 auf die Membranbindung von
PKCa

Um den Einflufd von Ro 31-8220 auf PKCa zu untersuchen, wurde die Membranbindung der
endogenen Kinase (s. Kap. 4.2.4.3) nach in-vitro-Phosphorylierung eines Gemisches aus Cytosol
und Golgi durch Immundetektion mit anti-PK Ca untersucht (Abb. 21).

A B

1 2 345

T, A - -,
-

67, 0m 2

45, 0w

29, 0, i &

21, 0m - &

12, 5 ]
PMA + — + + + + + — ++ + +
Ro + — — - 4+ + + — —— ++
GTP + = + = = + i
GTPYS — — — + + — = T e

Abb. 21: Einflu3 von Ro 31-8220 auf die Phosphorylierung (A) und die Verteilung (B) von PMA-aktivierter
PKCa im Cytosol (1) und Golgi (2-5) nach praparativer in-vitro-Phosphorylierung.

Da die Detektion von endogener PKCa nur in den Golgifraktionen (2-5) méglich war und sich die Phosphorylierung
des Cytosols nicht von der in Abb. 20 zu unterscheiden war, wurde hier auf die zusétzliche Darstellung weiterer
cytosolischer Proben verzichtet.

Die Molekulargewichte der Standardproteine sind in kD angegeben.
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Die Hemmung der PK C-abhangigen Phosphorylierung von Golgi-assozierten Proteinen (Spur 2+3)
durch Ro 31-8220 (Spur 3+4) ist in Abb. 21A deutlich zu erkennen. Eine Ablésung der durch Ro
31-8220 gehemmten PK Ca von der Golgimembran lief3 sich nicht nachweisen.

Dieser Effekt steht im Gegensatz zu in vivo-Experimenten [299]. M 6glicherweise wird das durch
PMA aktivierte Enzym nicht durch Ro 31-8220 von seiner Membranverankerung abgel 6st. Ein
Grund daf ir kdnnte die wesentlich hohere Membranaffinitat der PMA-aktivierten PKCa gegentber
der DAG-aktivierten Form sein [300]. Dies wirde auch experimentellen Beobachtungen
entsprechen, dal? die PM A-abhangige Transl okation von PK C-Isoformen durch PK C-Inhibitoren
unterschiedlich stark beeinfluf3t wird [301].

5.9 Identifizierung von Golgi-assoziierten PK C-Substraten

5.9.1 Ergebnisse der Phosphorylierungsversuche

Diein-situ-Phosphorylierung von Golgiproteinen hangt in Gegenwart von ATP und GTP
entscheidend von der Anwesenheit cytoplasmatischer Proteine ab (s. Abb. 20). In Abwesenheit der
cytoplasmatischen Proteine findet keine nennenswerte Phosphorylierung von Golgiproteinen statt
(nicht gezeigt).

Fur diesen Effekt gibt es zwel Erklérungen:

a) Golgi-gebundene PK C-Substrate werden am Golgi nur dann exponiert, wenn sich die Struktur
von Golgimembran und Membran-assoziierten Proteinen im Verlauf der durch cytosolische
Proteine vermittelten Vesikel biogenese verandert, oder aber

b) Cytoplasmatische Proteine werden entweder in freier Form oder in gebundener Form
phosphoryliert und bleiben dann an der Golgimembran gebunden.

In jedem Fall sind cytosolische Proteine essentiell, und nur in ihrer Gegenwart konnen die

funktionell wichtigen PKC-Substrate identifiziert werden.

Daviele Golgi-assoziierte Proteine auch frei im Cytoplasma vorkommen, kénnte die Bedeutung

einer moglichen Phosphorylierung fur die Membranbindung nach Identifizierung dieser PKC-

Substrate geklart werden.

5.9.2 Zweidimensionale Trennung der Proteine nach Hartinger et al.

Dadie Auflésung der eindimensionalen SDS-PAGE - auch bel Verwendung eines Gradientengels —
nicht ausreicht, um einzelne Phosphoproteine abzutrennen, sollte eine zweidimensionae
Elektrophorese-Methode zum Einsatz kommen. Zun&chst wurde ein von Hartinger et al. [259]
entwickeltes Verfahren angewendet, das sich bei der Trennung von integralen Membranproteinen
bewéhrt hatte.
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Nach der Phosphorylierung wurden phosphorylierte und nicht modifizierte Proteine aus den
isolierten Golgimembranen mit Benzyl-dimethyl-n-hexadecylammoniumchlorid (16-BAC) in
Gegenwart von 8 M Harnstoff bei 62°C extrahiert [259]. Die dabei entstandenen positiv geladenen
Protein-Detergenz-K omplexe werden bei pH 2,1 in einem 7,5 - 11,5 %igen (w/v) PAA-Gel
separiert (s. Kap. 4.2.1.3). Durch eine nachfolgende SDS-PAGE in einem Gel-Gradienten wird eine
gegeniber der eindimensionalen Elektrophorese wesentlich verbesserte Auftrennung der Proteine

erreicht. Ein typisches Elektropherogramm von Golgiproteinenist in Abb. 22 wiedergegeben.

- 12

- 5,5

1.Dimension

Abb. 22: 2D-Trennung anger eicherter Golgiproteine nach Hartinger [ 259]

Nach dieser Methode lassen sich mehr al's 100 Proteinflecke in der angereicherten Golgifraktion aus
HepG2-Zellen differenzieren (Abb. 22), wodurch eine bessere Identifizierung von
Phosphoproteinen in den in-vitro-Phosphorylierungsansétzen méglich sein sollte. Ein Vortell dieser
Methode besteht darin, dal? nahezu alle Proteine extrahiert werden, und dal3 sie auch stark
kationische Proteine erfaldt, die bei der isoel ektrischen Fokussierung mit Ampholyten aus dem Gel

wandern wirden. Das Elektropherogramm 183t aber auch erkennen, dal? die Uberwiegende

64



Ergebnisse und Diskussion

Anordnung der Proteine in der Diagonalen besonders im hochmolekularen Bereich der 2D-Gele
nicht ausreicht, um dort markierte Phosphoproteine von den unmarkierten Proteinen zu trennen.
Durch die zweidimensionale Auftrennung werden die Unterschiede in den
Phosphorylierungsmustern bel der Stimulierung durch PMA bzw. Hemmung durch Ro 31-8220 in
der PK C-abhangigen in-vitro-Phosphorylierung von Golgi-Membranen besonders deutlich

(Abb. 23).

‘GBI'— PECo

6,5

Abb. 23: 2D-Trennung von in-vitro-Phosphorylierten Golgiproteinen nach Hartinger

A: Phosphorylierung in Gegenwart von PMA (s. Kap. 4.2.4.3).
B: Phosphorylierung in Gegenwart von PMA und Ro +31-8220.
GST-PKC: Autophosphorylierungssignal des hier eingesetzen GST-PK Ca Fusionsproteins.

Die Pfeilspitzen markieren besonders markante Phosphoproteine nach Stimulierung mit PMA.

Die verbesserte Trennung erlaubt es, die PK C-abhéngige Phosphorylierung von der durch andere,
nicht hemmbare Kinasen verursachten Phosphorylierungen deutlich besser zu unterscheiden. Zum
anderen ist erkennbar, dal3 sich die Autophosphorylierung der eingesetzen GST-PK Ca auch durch
Ro 31-8220 nicht vollstandig unterdriicken &/3t. Diese Beobachtung, wie auch die analogen Muster
von Phosphoproteinen in Abwesenheit von GST-PKCa und schliefdlich der Nachweis grof3er
Mengen endogener PKCa in den Extrakten der HepG2-Zellinie [165] fuhrten zu der Uberlegung,
bei weiteren Versuchen auf den Zusatz von GST-PK Ca zu verzichten. Aulerdem wird in diesem

Fall eine Stérung durch Fragmente des autophosphorylierten Fusionsproteins vermieden.
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Eine Analyse der nicht solubilisierten Phosphoproteine mit SDS-PA GE und anschlief3ender
Silberfarbung zeigte nur wenige Proteine mit sehr diffusen Signalen (nicht gezeigt), so dal3 auf eine
weitergehende Untersuchung verzichtet wurde.

Nach praparativer Phosphorylierung in Gegenwart von endogener PKCa sowohl in Gegenwart von
PMA asauch unter Zusatz von Ro 31-8220 als Kontrolle wurden die Golgiproteine mit der oben
beschriebenen Methode aufgetrennt. Die Phosphoproteine wurden durch Autoradiographie und
Phosphoimaging detektiert (s. Abb. 24). Die radioaktiven Gelbereiche mit den detektierten PKC-
Substraten und die entsprechenden Gelbereiche aus dem Kontrollgel wurden prépariert und die
Radioaktivitét nach Cerenkov gemessen (s. Tab. 11, Anhang).

Fir eine massenspektroskopi sche Untersuchung wurden solche Proben ausgewahit, die eine
Markierung von mindestens 100 cpm zeigten und deren Phosphorylierung durch Ro 31-8220
hemmbar war (s. Tab. 11, Anhang).

Die am stérksten markierten PK C-Substrate (s. Tab. 6) die bel der Cerenkov-Messung eine
Aktivitdt von 300 bis 5000 cpm zeigten, wurden wie auch alle anderen in dieser Arbeit
beschriebenen Proben durch Dr. Albrecht Otto im PAA-Gel mit Trypsin gespalten und die
extrahierten Peptide durch Dr. Albrecht Otto und Dr. Eva-Christina M Uller massenspektrometrisch
sequenziert. Folgende Peptidsequenzen wurden ermittelt:

(s =(5) (1= - )

Abb. 24: Phosphorylierungsmuster, die bei der préapartiven in-vitro-Phosphorylierung angereicherter

Golgimembranen in Gegenwart von Cytosol, endogenen PKC-Isoformen und PMA erhalten wurden.

A Phosphorylierungsmuster in Gegenwart von Ro 31-8220. B: Phosphorylierungsmuster nach PMA-Stimulierung der
endogenen PK C-1soformen.

Die ausgehohlten Pfeilspitzen markieren die PK C-abhéngige Phosphorylierung in Gegenwart von PMA.

Die Bezeichnungen (1) - (5) markieren die PKC-Substrate, die identifiziert wurden.
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Tab. 6: Ergebnisse der massenspektroskopischen Peptidsequenzierung:

Probe Dcpm* geschétztes | ermittelte Peptidsequenzen Protein mit identischer Theor. MW,
MW, kD Peptidsequenz** kD
()] 1083 38 1ISQTYQQQYGR Annexin IV (P09525) 33
GLGTDDNTLIR
AEIDMoxLDIR
DEGNYLDDALVR
VNDAVTTDGVQTTR | -lmmunglobulin (L07570) 33
2 358 30 DPENFPFVVLGNK Rab7 (P51149) 235
FQSLGVAFYR
3 750 28 LQIWDTAGQER Rab8 (P24407) 23.7
(@) 5520 17 WESGYNTR LysozymC (P00695) 16
STDYGIFQINSR
LGMoxDGYR
GISLANWMoxCamLAK
YWCamNDGK
TFVNITPAEVGVLVGK Profilin (PO7737) 16
WOQNNLLPSR S15A (P39027) 16
5) 550 15 ADALQAGASQFETSAAK Synaptobrevin 2 (P19065) 15
NLQSEVEGVK Endobrevin (EST66449) 32
LVQAFQYTDK Antioxydant enzyme (Q13162) 15

_: potentielle Phosphorylierungsstelle fir PKC nach Prosite. *: Zerfallsrate nach Abzug des Nullwertes.
**: Die Zuordnung der Peptidsequenz zu einem Protein erfolgte durch Einsatz des Programmes ,, Proteome search tool
und Abgleich der Peptidsequenzen zur SwissProt-Datenbank [119].

- 57,4

- 67,0

Annexin IV
~ i
A-Immunoglobin

Rah7+Rah&
v - 29,0

| — .
"__- - 21,0
Lysozym C, —
Profilin = TSVAMPZ, L 12,5
5154 Endobrevin
- B,h

Abb. 25: Lokalisierung der infizierten Proteine im Golgiprotein-Muster anhand der massenspektroskopisch

sequenzierten Peptide.

Rab7 und Rab8 bzw. Lysozym C, Profilin | und S15A wurden in der gleichen Probe identifiziert.
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Eine Zuordnung der Sequenzdaten zu dem Proteinmuster der 2D-Elektrophorese liefert Abb. 25.

Die Zuweisung der Sequenzdaten zu einzelnen PK C-Substraten ist aufgrund der unvollstandigen

Trennung nach Hartinger nicht maglich. Alle mittels MS identifizierten Proteine weisen bis auf

Lysozyme C [302] potentielle PK C-Phosphorylierungsstellen auf, eine in-vitro-Phosphorylierung

wurde dagegen nur fur Profilin | und Annexin IV beschrieben.

Da aufgrund der unvollsténdigen Trennung nach Hartinger die PKC-Substrate nicht isoliert werden

konnten, miissen die gewonnenen Sequenzdaten unter einschrankenden Kriterien betrachtet werden:

1. wurde mehr als ein Protein identifiziert, so konnten ein oder mehrere Proteine das PK C-Substrat
darstellen, wenn nicht

2. die Menge des PKC-Substrats zu gering ist, um durch Sequenzierung erkannt zu werden.

Daim Folgenden zum Teil widersprtichliche Ergebnisse erhalten wurden, erfolgt eine ausfihrliche

Diskussion der Daten in Kap. 5.9.5.

5.9.3 Zweidimensionale Proteintrennung modifiziert nach Gorg et al.

Dadie Auftrennung von Gol gi-Proteinen durch die 2D-Elektrophorese nach Hartinger (s. Abb. 25)
unvollstandig ist, wurde das zweidimensional e Elektrophorese-System nach Gorg [303,260] fur die
Trennung von Golgi-Proteinen adaptiert.

Die hier angewandte Variante der 2D-Elektrophorese nach Gorg [260] bedient sich in der ersten
Dimension eines trockenen PAA-Gel streifens mit einem immobilisierten nichtlinearen pH-
Gradienten von pH 3-10 (IPG-Streifen), der sich mit Probe-haltigem Laufpuffer rehydratisieren
|&3t. Der originale Probenextraktionspuffer nach Gorg enthélt:

9,0 M Harnstoff, 2 % (v/v) NP-40, 0,8 % (w/v) Ampholine pH 3,5-10, 2 % (v/v) b-Mercaptoethanol
und 8 mM PM SF [303] und wurde fiir Membranprotein-haltige Proben wie folgt optimiert:

8,3 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 10 mM DTE und 0,5 % (v/v) Pharmalyte
pH 3-10 (nichtlinear).

Der Zusatz von Thioharnstoff zum Lysepuffer erhéht die L6slichkeit von Serumproteinen [304],
sowie von Membranproteinen [305] und leicht zur Aggregation neigenden Proteinen wie Tubulin
[306]. Durch den Austausch von NP-40 gegen 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonium]-1-
Propansulfonat (CHAPS) — einem chaotropen Reagenz - sowie von 1,4-Dithioerythritol (DTE)
gegen b-Mercaptoethanol als Reduktionsmittel wird die Solubilisierung von integralen
Membranproteinen und Membran-assozierenden Proteinen ebenfalls verbessert [307].

Mit dem so optimierten Extraktionspuffer, der gleichzeitig als Laufpuffer in der isoelektrischen
Fokussierung verwendet wird, lassen sich analytisch bis zu 500 ug Golgiprotein auftrennen

(s. Abb. 26). Zu préparativen Zwecken sind Trennungen mit mehr als 2 mg Gesamtprotein moglich

(nicht gezeigt). Die vorgeschlagene Extraktionszeit der Originalvorschrift wurde beibehalten, die
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Optimierungsversuche ergaben jedoch, dal3 nur die anschlief3ende hochtourige Zentrifugation mit >
100000 X gmex fiir 30 Minuten und 25°C sowie die ausschlielliche Verwendung des Uberstandes
(Probenpuffer) ein gutes zweidimensional es Elektropherogramm ergeben. Die Probenapplikation
erfolgte nicht auf den bereits vorequillibrierten | PG-Streifen, sondern durch Rehydratisierung der
trockenen 18 cm-1PG-Streifen im Probenpuffer. Dazu wurden je 350 uL Probe in einer
Inkubationsrinne vorgelegt, der IPG-Streifen aufgelegt, die Rinne mit dinnflissigem Parafin
Uberschichtet und fir 16-20 Stunden inkubiert [308]. Die Proteine werden bel dieser

V orgehensweise durch Diffusion schonend in das Gel Uberfhrt, und die angewandte Zeitspanne
reicht vollig aus, die trockenen Immobiline-Gelstreifen zu rehydratisieren. Die isoelektrische
Fokussierung wurde bei 20 °C durchgefihrt und in eine einstiindige V orlaufphase mit 400 V (max.
1 mA, max. 4 W) und eine Fokussierungsphase mit 3500 V fur 87,5 kVh (25 h) eingetellt. Dadie
Stromstérke wahrend der Fokussierungsphase auf 1 mA (4 W) begrenzt wurde, stieg die Spannung
beim Ubergang von Vorlaufphase zu Fokussierungsphase nicht sprunghaft, sondern kontinuierlich
auf 3500 V an. Im Gegensatz zu anderslautenden Literaturangaben konnte die Fokussierungsphase
nicht auf 24 kV h verringert werden, da unter diesen Bedingungen keine vollstandige Fokussierung
erfolgte.

Die Gelstreifen wurden zur Vorbereitung der anschlief3enden SDS-PAGE umequilibriert:

Im ersten Schritt wurden die Gelstreifen fir 15 Minuten mit 30 % (w/v) Glycerinin SDS-PP [233]
inkubiert und danach in einem zweiten Schritt 15 Minuten mit 30 % (w/v) Glycerin und 481 mg
lodacetamid in SDS-PP behandelt. Zur elektrophoretischen Trennung in der zweiten Dimension
wurde ein nichtlinearer SDS-haltiger 7,5-17,5 %iger (w/v) Polyacrylamidgradient mit 20 cm

L auflange verwendet und die Trennung bei einer Spannung von 100 V Uber Nacht durchgefihrt.
Zuerst wurden die zweidimensiona analytisch aufgetrennten Proteine mit der Silberfarbung nach
Heuveskoven und Dernick [256] angefarbt. In der Optimierungsphase wurde jedoch auf die
Silberfarbung nach Blum [309] Ubergewechselt. In dieser Silberfarbemethode ist Glutardialdehyd
durch Formaldehyd ersetzt und Ethanol durch Methanol substituiert worden. Diese Mal3nahmen
sollten nach Literaturangaben [310] die Mdglichkeit der massenspektroskopischen
Peptidsequenzierung erlauben. Fur praparative zweidimensionale Gele wurde die Coumassie-
Farbung mit CBB R-250 beibehalten [311].

Ein typisches analytisches Golgi-Proteinmuster derart separierter Proteine zeigt Abb. 26.
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Abb. 26: Analytische 2D-Trennung von Proteinen aus Golgimembranen modifiziert nach Gorg [ 260]

Der pH-Gradient bei der Elektrofokussierung in der 1. Dimension umfaldt einen Bereich von pH 3,5 (+) bispH 9,5 (-)
und ist etwaim Bereich von pH 4 bis pH 7 linear [308]. Die PAA-Konzentration bei der SDS-PAGE in der zweiten
Dimension betrug 5 — 20 % (w/v). Die Proteine wurden durch Silberférbung nach Blum [309] sichtbar gemacht. Die

Molekulargewichte der verwendeten Standardproteine sind in kD angegeben.

Im Vergleich zur 2D-Elektrophorese nach Hartinger erh@t man auch bei Einsatz grofer
Proteinmengen gut fokussierte Proteinmuster mit mehr als 500 identifizierbaren Flecken. Die besser
separierten Proteinflecke sind deutlich kleiner und stérker konzentriert alsin der 2D-Elektrophorese
nach Hartinger. Beide Effekte verbessern Trennung und Detektion der Proteine und erhthen
dadurch die Signifikanz der Sequenzdaten.

59.3.1 In-vitro-Phosphorylierung der Proteine von isolierten Golgizisternen

Nach préparativer Phosphorylierung von angerei cherten Golgimembranen in Gegenwart von
Cytosol und PMA sowie in Abwesenheit bzw. unter Zusatz von Ro 31-8220, wurden die
Golgizisternen isoliert. Die Golgiproteine wurden mit der in Kap. 4.2.1.4 beschriebenen Methode
aufgetrennt und die gebildeten Phosphoproteine durch Phosphoimaging detektiert. Die bei
Anwendung der verbesserten Methode resultierenden Phosphorylierungsmuster sind in Abb. 27
dargestellt.
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Abb. 27: Vergleich der Phosphorylierungsmuster angereicherter Golgi-Membranen nach préaparativer in-
vitro-Phosphorylierung in Gegenwart von Cytosol und Ro 31-8220 (A) sowie Cytosol und PMA (B).

2D-Elektrophorese modifiziert nach Gorg. Die am stérksten markierten PK C-Substrate sind durch Pfeile markiert.

Die radioaktiven und die korrespondierenden Gelstlicke aus dem Kontrollansatz wurden prapariert

(sTab. 13) ab S. 99) und mit massenspektrokopischer Peptidsequenzierung analysiert. Die

erhaltenen Peptidsequenzen sind in Tab. 7 aufgefthrt.

Tab. 7: Ubersicht tiber die identifizierten potentiellen PKC-Substrate nach Peptidspal tung im Massenspektrometer

(Q-TOF).
Nr Probe | Proteingehalt nach | Dcpm* ermittelte Peptidsequenzen Protein mit Theor. MW, kD
CBB-Anféarbung identischer
Peptidsequenz**
Gl 39+E ++ 60 NQLTSNPENTVFDAK GRP78 (P11021) | 72,1
G2 35+D | - 94 GDVTAEEAAGASPAK MacMarcks 194
AAATPESQEPQAK (P49006,)
G3 34+C | ++ 84 AVDPDGDGHVSWDEYK Cab45 42,1
Y SEFFTGSK (Maus, Q61112)
G4 45+G | + 131 YEELQITAGR Cytokeratin 1 65,9
TLLEGEESR (P04264)
EQISDIDDAVR P15 (P53999) 14,3
G5 46+F | ++ 125 LGGSAVISLEGKPL Cofilin (P23528) | 18,5
G6 53 + 29 AVDPDGDGHVSWDEYK Cab45 42,1
Y SEFFTGSK (Maus, Q61112)
G7 54 + 25 AVDPDGDGHVSWDEYK Cab45 42,1
Y SEFFTGSK (Maus, Q61112)
G8 55 ++ 28 NQLTSNPENTVFDAK GRP78 (P11021) | 72,1
G10 47 + 78 LVFLGEQSVGK Rab6 (P20340) 23,6

-: keine Anférbung. +: schwache Einférbung. ++: deutliche Anférbung durch CBB.
*: Radioaktiver Zerfall nach Abzug des Nullwertes.
** |dentifikation beruht auf dem Vergleich von Peptidmassen und massenspektroskopisch ermittelten

Aminosauresequenzen mit Datenbankinformationen
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Nachgewiesen wurden die bereits bekannten PKC-Substrate (MacMARCKS (G2) und Rab6 (G10).
Dasidentifizierte Cytokeratin 1 (G4) gehtrt zur Familie der Intermedi&rfilament-Proteine. Cab45
(CB45, G3) und GRP78/BiP (G1) werden als luminale Proteine des GA [312] und des ER
beschrieben. P15 (G4) ist ein Transkriptions-K oaktivator.

Die Aufzahlung zeigt, dal’d keines der zuvor in der 2D-Elektrophorese nach Hartinger identifizierten

PK C-Substrate mit der hier angewandten Methode wiedergefunden wurde. Dies muf3im

Nachhinein so gewertet werden, dal? sich die Methode nach Hartinger nur in Ausnahmefallen zur

| dentifikation unbekannter Golgiproteine als PK C-Substrate eignet, und auch nur dann, wenn sich

die Migrationseigenschaften der Proteine in beiden Dimensionen stark voneinander unterscheiden.

Dies scheint noch am ehesten fir kleinere Proteine gegeben zu sein.

Neben der erwarteten Phosphorylierung von Golgi-assoziierten Proteinen wie Rab6 und

MacMARCKS wurden auch luminale Proteine markiert.

Ein Nachweis von luminalen Proteinen als potentielle PK C-Substrate (hier GRP78 und Cab45) in

der in-vitro-Phosphorylierung kénnte mehrere denkbare Ursachen haben:

1. Gegenwartigist nicht klar, ob die praparierten Golgizisternen intakt sind und die
Phosphorylierung tatsachlich im luminalen Raum stattfindet. In diesem Fall muR [*P]-gATPin
das Golgilumen transoziert werden [313], und zusétzlich sollte eine PK C-Isoform oder eine
durch Ro 31-8220-hemmbare Kinase im Golgilumen vorhanden sein.

2. Im Fall von GRP78 wird durch das nachgewiesene Protein entweder eine Verunreinigung der
praparierten Golgi-angereicherten Membranen durch Bestandteile des ER-K ompartiments
nachgewiesen, die sich mit der nach Beckers und Rothman [270] angewendeten
Préparationsmethode nicht abtrennen lassen. Es konnte aber auch bedeuten, dald modifiziertes
GRP78 zwischen ER und Golgi hin und her trand oziert, was zu beweisen wére.

3. Die Golgi-Kompartimente enthalten eine nachgewiesene luminale Kinaseaktivitédt [293], deren
Substrate zur Zeit aber nicht bekannt sind.

4. Im Golgilumen kénnte auch elne Autophosphorylierung von GRP78 [314] ablaufen, die durch
vorhandene ATP-Transporter in der Golgimembran zusétzlich beguinstigt wird [313] und
[*°P]-gATP im Golgilumen ca. 40fach anreichert.

5. Sollten perforierte Membranen oder ,,inside out“-Vesikel vorliegen, kdnnte eine

Phosphorylierung luminaler Proteine auch durch cytoplasmatische PKC erfolgen.
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5932 In-situ-Phosphorylierung in permeabilisierten HepG2-Zellen

Der Nachweis einer in-vitro-Phosphorylierung kann zwar als erster Hinweis auf eine biologische
Bedeutung dieser Modifizierung gewertet werden, ist aus den oben genannten Griinden aber keine
Garantie fur eine biologische Relevanz in vivo. Insbesondere die Identifizierung von luminalen
Proteinen machte die Untersuchung der in-situ-Phosphorylierung permeabilisierter HepG2-Zellen
notwendig, um zu Gberprifen, inwieweit die beobachteten Phosphorylierungen auch bel einem
wenig oder nicht fragmentierten Golgiapparat auftreten.

Dazu wurden PK C-Substrate in permeabilisierte HepG2-Zellen in Gegenwart von GTPgS, Ca*,
PMA und Phosphataseinhibitoren durch endogene PKCa phosphoryliert (s. Kap. 4.2.4.4). Die
schwache, gut reproduzierbare Phosphorylierung am Golgiapparat permeabilisierter Zellen
unterscheidet sich stark von der in-vitro-Phosphorylierung Golgi-angereicherter Membranen in

Gegenwart von Cytosol, wie ein Vergleich von Abb. 28A und B zeigen.

A
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Abb. 28: Gegeniiberstellung der in-situ-Phosphorylierung permeabilisierter HepG2-Zellen (A) und der

in-vitro-Phosphorylierung angereicherter Golgimembranen (B) in Gegenwart von PMA.

Pfeilspitzen in A markieren die PK C-spezifische Phosphorylierung von Golgiproteinen in den permeabilisierten Zellen.
Pfeile in B markieren die PK C-abhéngigen Phosphorylierungssignal e der in-vitro-Phosphorylierung.

Ubereinstimmungen sind durch die Bezeichnungen | - IV hervorgehoben.

Es sind wesentlich weniger Phosphorylierungen in der in-situ-Phosphorylierung zu beobachten als
in der in-vitro-Phosphorylierung. Die gut nachweisbaren Phosphoproteine beschranken sich in der
in-situ-Phosphorylierung ausschliefdlich auf den sauren (linken) Bereich des Elektropherogramms.
Zum Nachweis der PK C-abhangigen Modifizierung wurden Ro 31-8220 und G6 6976 eingesetzt.
Die Auftrennung der modifizierten Proteine ergibt unter Einsatz von G6 6976 folgende

Phosphoimager-Signale:
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Abb. 29: In-situ-Phosphorylierung von Golgiproteinen permeabilisierter HepG2-Zellen in Gegenwart von
PMA (A) und GO 6976 (B)

Die ausgehohlten Pfeilspitzen markieren in beiden Abbildungen die Orte der PK C-spezifischen
Phosphorylierungsprozesse.

Die Phosphorylierung der PKC-Substrate I, 11 und IV ist durch G6 6976, einem spezifischen
Inhibitor der cPKCs, charakteristisch hemmbar (s. Abb. 29). Im Gegensatz dazu wird PK C-Substrat
[11, dasin der in-vitro-Phosphorylierung durch Ro 31-8220 hemmbar ist, wahrscheinlich von

nPK Cs phosphoryliert, da der PKC-spezifische Inhibitor Ro 31-8220 alle PK C-lsoformen hemmt.
Die Ubereinstimmung der in-situ-Phosphorylierung mit der in-vitro-Phosphorylierung der bereits
erwahnten PKC-Substrate | - VI 1803 sich reproduzieren und wird deshalb in der Abb. 30 dargestellt.
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Abb. 30: Uberlagerung mehrerer invitro und in-situ-Phosphorylierungsmuster von anger eicherten

Golgimembranproteinen in Gegenwart von PMA

Die Phosphorylierungsereignisse werden vereinfacht als Konturen dargestellt. | - VI: Phosphorylierungssignale, die
sowohl invitro alsauch in situ zu detektieren sind. : Markierung von vier in-vitro-Phosphorylierungsmustern
angereicherter Golgimenbranen in Gegenwart von Cytosol. : Bezeichnung der in-situ-Phosphorylierung
permeabilisierter HepG2-Zellen. Die Pfeile kennzeichnen zwei weitere Bereiche (V und V1) mit hoher

Ubereinstimmung zwischen in situ und in-vitro-Phosphorylierung (s.u.).

Auch bel dieser Darstellung 1&63t sich die Modifizierung der hauptsachlichen PKC-Substrate | - VI
in den Elektropherogrammen der in-vitro- bzw. in-situ-phosphorylierten Golgiproteine deutlich
nachweisen. Die zusétzlich markierten Proteine V und VI in Abb. 30 zeigen Phosphoproteine, die
nach eingehendem Vergleich der verschiedensten 2D-Phosphorylierungsmuster sowohl in der in-
vitro- als auch in der in-situ-Phosphorylierung als PK C-Substrate eingestuft werden konnten. Zur
Bestétigung der Ergebnisse der in-vitro-Phosphorylierung aus Kap. 5.9.3.1 wurden zusétzlich dazu
diein Abb. 30 markierten PKC-Substrate | - IV mit CBB gefarbten Gelen der in-situ-
Phosphorylierung prépariert und zur Sequenzierung eingereicht. Nach Préparation der zugehorigen
Gelstiicke wurden die Proben zur massenspektroskopischen Identifikation eingereicht (s. Tab. 8).
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Tab. 8: Identifikation zusatzlicher potentieller PKC-Substrate nach Vergleich von in-vitro- und in-situ-

Phosphorylierungsmustern

Probe | CBB-Anfarbung ermittelte MW, kD (geschétzt) Dcpm | Protein mit identischer | Theor. MW, kD
(Proteingehalt) Peptidsequenzen Peptidsequenz
I +/- - 90 n.n. MARCKS 314
#8 (P29966)
I - s. Tab. 7 42 n.n. MacMARCKS 194
(P49006)
1l +/- EAFNMOoxIDONR 22 n.n. regulatorischeleichte | 19,7
Kette des
LNGTDPEDVIR Myosinkomplexes 2A
FTDEEVDELYR (P19105)
GNFNYIEFTR
\% - n.n. 100 n.n.
\Y +/- LSELEAALQR 50 n.n. Cytokeratin 8 53,5
(P05787)
LQAEIEGLK
AQYEDIANR
LEGLTDEINFLR
TEMENEFVLIK
LVSESSDVLPK
VI +- VIDDTNITR 48 n.n Cytokeratin 18 47,9
(P05783)
STFSTNYR
AQYDELAR
ETMoxQSLNDR
RQSVENDIHGLR
SLGSVQAPSYGAR

#8: durch Immundetektion nachgewiesen (s. Kap. 5.9.4.2).

-: keine CBB-Anférbung.

+/-: schwache Anféarbung.

n.n.: Zum Zeitpunkt der Probengewinnung war die Markierung der Proteine bereits zu stark abgeklungen, um noch

bestimmt zu werden.

PKC-Substrat | konnte durch massenspektroskopische Peptidsequenzierung nicht identifiziert
werden, liefd sich jedoch immunologisch als MARCKSS bestimmen (s. Kap. 5.9.4.2). PKC-Substrat
Il war bereits als MacMARCKS ermittelt worden (s. Tab. 7), und PKC-Substrat 111 konnte als
regulatorische leichte Kette des Myosinkomplexes (MLRM 2A) identifiziert werden.
PKC-Substrat 1V konnte wie PKC-Substrat | nicht identifiziert werden, da bei Anwendung der
hochempfindlichen massenspektroskopischen Sequenzierungsmethoden derzeit nur Proteine
identifiziert werden kénnen, diein Mengen von mindestens 1 - 10 pMol aus den préparierten
Gelstuicken isolierbar sind, d.h. die noch mit Coomassie anférbbar sind. Proteine aus Silber-
gefarbten Gelen sind nur unter grof3en Schwierigkeiten zu sequenzieren (s. [315]), woftr die

technischen Voraussetzungen im Versuchszeitraum nicht zur Verfligung standen.
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Die Proben V und VI konnten als Cytoker atin 8 und Cytokeratin 18 identifiziert werden. Sie
gehoren wie das Cytokeratin 1 zur Familie der Intermediarfilament-bildenden Proteine. Ihre
L okalisation am Golgiapparat von HepG2-Zellen ist bisher nicht beschrieben.

59.33 Nachweis von PK C-Substraten dur ch immunol ogische Identifizierung

Durch Elektrophorese nach Hartinger konnten Profilin | und Annexin 1V als potentielle in-vitro-
PK C-Substrate identifiziert werden (s. 5.9.2).

Zur Uberpriifung dieser Ergebnisse wurden die durch 2D-Elektrophorese nach Gorg getrennten
Proteine auf NC transferiert und ihre radioaktive Markierung mit spezifischen Immunsignalen
korreliert.

Ein monoklonaler Antikorper, der spezifisch Profilin | erkennt, wurde von Frau Prof. Dr. B.M.
Jockusch (TU Braunschwelg) zur Verfligung gestellt. Den Vergleich der in-vitro-Phosphorylierung
von Golgiproteinen mit dem Antikdrpernachweis von anti-Profilin | zeigt Abb. 31.

Fur Profilin | wird nach 2D-Elektrophorese und Proteintransfer auf NC nur ein Proteinfleck
nachgewiesen (s. Pfeil, Abb. 31A). Das Signal des Profilin I-spezifischen Antikorpersist dagegen
langgezogen und in den sauren pl-Bereich verlangert (s. A) und konnte somit auf eine post-

trand ational e Phosphorylierung [316] oder Acetylierung des N-Terminus hindeuten [119].

Abb. 31: Versuchte Kolokalisation des anti-Profilin | Nachweises mit der radioaktiven Markierung im

Western Blot der in-vitro-Phosphorylierung von Golgiproteinen in Gegenwart von PMA

A: PonceauS-Proteinanfarbung der transferierten Golgiproteine.

B: DAB-Anférbung des anti-Profilin | Nachweises.

C: [**P]-Markierung durch PMA-stimulierte in-vitro-Phosphorylierung.

Pfeile markieren die Proteinanférbung auf dem Westernblot.

Pfeilspitzen stellen das Antikérpersignal fur anti-Profilin | dar und ausgehéhlite Pfeilspitzen markieren die nachweishare
in-vitro-Phosphorylierung von Proteinen.

Auf der Hohe des anti-Profilin I-Nachweises in Abb. 31B |43t sich jedoch keine [*?P]-Markierung
nachweisen (s. Abb. 31C). Ein deutliches Phosphorylierungssignal befindet sich dagegen unterhalb
des Immunsignals. Die verbesserte zweidimensionale Trennung nach Gorg et al. [260,303] zeigt,

dal? die mit der 2D-Elektrophorese nach Hartinger nachgewiesene potentielle Phosphomarkierung
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des Profilin | wohl einem bisher unbekannten PK C-Substrat zugeordnet werden muf3

(s. ausgehohlte Pfeilspitze unter dem Immunsignal in Abb. 31B).

Eine PK C-abhangige Phosphorylierung von Profilin | kann in HepG2-Zellen zwar nicht vollsténdig
ausgeschlossen werden [316], konnte aber aus den oben genannten Grinden zu dem falsch-
positiven Ergebnisin Kap. 5.9.2 gefihrt haben.

Mit Hilfe eines Annexin |V -spezifischen monoklonaer Antikorpers (Dianova) wurde Annexin 1V
im 2D-Gel nach Gorg identifiziert (Abb. 32B).

-28,0

Abb. 32: Fehlende Kolokalisation des anti-Annexin IV-Signals mit der radioaktiven Markierung der in-vitro-

Phaosphorylierung von Golgiproteinen in Gegenwart von PMA

A: Ponceau S-Proteinanfarbung der Transfermembran.

B: DAB-Anfarbung des anti-Annexin 1V Nachwei ses.

C: [**P]-Markierung der in-vitro-Phosphorylierung.

Der Pfeil markiert das Antikorpersignal auf der Transfermembran.

Die Pfeilspitze in den Ausschnitten A-C stellt die Proteinanfarbung auf der Blotmembran dar.

Die Pfeilspitze am rechten Rand der Bildausschnitte gibt die Position des Molekulargewichtsmarkers wieder.

Annexin IV ist als homogener Fleck in der Immunanférbung nachweisbar und zeigt keine
[*?P]-Markierung, so daR eine in-vitro-Phosphorylierung durch PK C-Isoformen ausgeschl ossen
werden muf3. Eine Anfarbung des Annexin IV mit Ponceau S war nicht mdglich. Dieim 2D-Gel
nach Hartinger nachgewiesene [**P]-Markierung muf daher einem anderen Phosphoprotein
zugeordnet werden, das aufgrund einer zu geringen Konzentration durch die Mikrosequenzierung
nicht erfal3t wird.
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5.9.4 Immunologischer Nachweis der durch massenspektroskopische Peptidsequenzierung

identifizierten potentiellen PK C-Substrate in den Golgi-Praparaten

Um die PKC-Substrate mit den massenspektroskopisch identifizierten Proteinen korrelieren zu
kénnen, wurden Golgiproteine erst eindimensional und zweidimensional aufgetrennt, auf NC
transferiert und soweit mdglich immunol ogisch nachgewiesen. Die Detektionsmuster aus der
Immundetektion wurden anschlief3end mit den Phosphorylierungsmustern von Gol giproteinen aus
permeabilisierten HepG2-Zellen verglichen.

Eine immunol ogische Detektion aller massenspektroskopisch nachgewiesenen potentiellen PKC-
Substrate war nicht moglich, dafir einige Proteine - wie MacMARCKS, P15, | -Immunglobulin

und Endobrevin - kein Antikorper zu erhalten war.

59.4.1 Immunnachwels der potentiellen PKC-Substrate in Gewebs- und Zellextrakten
AlsVorstufe der zweidimensionalen Immunlokalisation der potentiellen PK C-Substrate wurde die
Spezifitdt der einsetzbaren Antikorper in verschiedenen Zellfraktionen und Gewebeextrakten

untersucht. Einen Uberblick tber die erhaltene Immundetektion vermittelt Tab. 9.

Tab. 9 : eindimensionaler immunologischer Nachweis der potentiellen PKC-SQubstrate

Antikorper Rattenhirnextrakt Cytosol aus HepG2- T™M aus Golgimembranen aus
(Positivkontrolle) Zdlen HepG2-Zellen HepG2-Zellen

LycC n.b. + +

AnxIV n.b. ++ n.b. +

Cab45 + + n.b. n.b.

Prol + ++ + +

MARCKS n.b. + + n.b.

GRP78 n.b. ++ +++ n.b.
MacMARCKS [317] n.n. n.n. ++ n.n.

Rab6 ++ + n.b. +

Rab7 n.b. +) + +

Rab8 + (+) ++ n.b.

VAMP2 + ++ +

CK18 n.b. ++ + n.b.

CK8 n.b. ++ + n.b.

n.n.: nicht nachweisbar. n.b.: nicht bestimmt. +++ bis +: gut erkennbare Chemilumineszenssignale.

(+): schwaches Signal der Chemilumineszens. -: kein Signal in der Chemilumineszensreaktion.

Alle drel massenspektroskopisch nachgewiesenen Rab-Proteine (Rab6, Rab7 und Rab8) lassen sich

eindimensional in der TM von HepG2-Zellen nachweisen (s. Tab. 9). Rab6 und Rab7 sind
zusétzlich in der Golgifraktion von HepG2-Zellen immunologisch zu detektieren.




Ergebnisse und Diskussion

VAMP2 ist sowohl in TM a's auch in Golgimembranen von HepG2-Zellen immunol ogisch
nachweisbar. Im HepG2-Cytosol zeigt der VAMP2-Antikorper ein Immunsignal bel etwa 40 kD,
hierbel kdnnte es sich z.B. um einen SNARE-Komplex handeln.

Cytokeratin 8 (CK8) und Cytokeratin 18 (CK 18) sind tiberwiegend im HepG2-Cytosol
detektierbar, der Nachweisin der gereinigten TM ist eindeutig.

Lysozym C (LycC) lalét sich wie fir ein Transportprotein erwartet, in der TM-Fraktion und im
Golgi nachweisen, nicht jedoch im Cytosol. Das Immunsignal ist jedoch schwécher als das
CK18-Immunsignal in der TM-Fraktion.

Cab45 1&% sich nur im Rattenhirnextrakt und Cytosol von HepG2-Zellen nachweisen.

GRP78 ist sowohl im Cytosol als auch in der TM-Fraktion von HepG2-Zellen detektierbar.
MacM ARCK S konnte durch Kooperation mit Dr. Sally Corradin (Genf) immunologisch in der
TM-Fraktion von HepG2 nachgewiesen werden [317].

Dadie kommerziell verfigbaren Antikorper inihrer Qualitdt und Anwendbarkeit grof3e
Unterschiede aufwiesen, stellen die erhaltenen Immunsignale lediglich eine erste Abschédtzung der
zu erwartenden 2D-Nachweisbarkeit der potentiellen PKC-Substrate dar. So ist zu erwarten, dal3
LysozymC aufgrund seines nur schwachen Immunsignal's nur sehr schlecht zweidimensional
nachweisbar sein wird. Der parallele Nachweis der potentiellen PK C-Substrate Rab6, Rab7 und
Rab8 sollte aber prinzipiell moglich sain.
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59.4.2 2D-Nachweis der potentiellen PK C-Substrate
Einen Uberblick tber die erfolgreiche 2D-L okalisation massenspektrometrisch identifizierter
Proteine in angereicherten Golgifraktionen aus HepG2-Zellen dokumentiert Abb. 33:

p"

Abb. 33: 2D-Immunlokalisation potentieller PKC-Substrate in Golgi angereicherten Membranen
permeabilisierter HepG2-Zellen.

Die Immunsignale der immunologisch identifizierten Proteine werden als Konturen wiedergegeben.

ActB: b-Aktin; K2C8: Cytokeratin 8;

K1CR: Cytokeratin 18; CB45: Cab45;

Wurden von einem Antikorper mehrere Immunsignale erzeugt, ist das Hauptsignal beschriftet.

Die Molekulargewichte am Rand der Abbildung sind in kD angegeben.

#9: Die Zuordnung von Cytokeratin 8 erfolgte nach Peptidsequenzierung

Von den potentiellen PKC-Substraten konnten MARCKS, Rab6, Cytokeratin 8 (K2C8),
Cytokeratin 18 (K1CR), Annexin IV (AnxIV), Profilin | (Prol), GRP78, Cab45 (CB45) und

Synaptobrevin 2 (VAMP2) zweidimensional in Golgiproteinen lokalisiert werden (s. Abb. 33). Fur

Rab7, Rab8 und Lysozym C konnte dagegen kein zweidimensionaler Immunnachweisin
Golgiproteinen erhalten werden.
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595 Zusammenfassung der Daten zur Identifizierung und Phosphorylierung von Golgi-
assoziierten Proteinen und ihre mogliche Bedeutung fur die Vesikelbildung am TGN

595.1 Die bevorzugten PKC-Substrate, MacMarcks, MARCK S und die regulatorische leichte
K ette des Myosinkomplexes 2A

59511 MacMARCKS

MacM ARCK S wurde nach in-vitro-Phosphorylierung und 2D-Elektrophorese nach Gorg durch
massenspektroskopische Peptidsequenzierung als potentielles PK C-Substrat an der Golgimembran
identifiziert (s. Tab. 7, Probe G2). Die Phosphorylierung des Proteins lief3 sich auch in
permeabilisierten HepG2-Zellen durch Vergleich der Phosphoproteinmuster nachweisen

(s. Abb. 28, Bezeichnung I1). Immunologisch konnte MacMARCKS bisher nur in der TM-Fraktion
von HepG2-Zellen nachgewiesen werden [317].

DaMacMARCKS sowohl in vitro (3 phosphorylierbare Aminosdurereste) als auch in vivo durch
PK C phosphoryliert wird [318], stellt der Nachweis dieses Proteins am Golgi einen interessanten
Befund dar. Uber MacMARCK S ist sonst relativ wenig bekannt. Sein Nachweis an der
Golgimenbran ist bisher nicht beschrieben. In PC12-Zellen konnte esim perinukl&ren Raum
lokalisiert werden [119]. Aufgrund seiner Homologie zu MARCKS kénnte es jedoch wie dieses die
Wirkung von PLC hemmen [319] und PLD stimulieren [320]. Die Befunde tiber MARCKS konnten
darauf hinweisen, dald das z.T. homologe MacM ARCK S moglicherwei se auch an der
Vesikelbildung beteiligt ist.

59.5.1.2 MARCKS

MARCKS wurde durch Immunlokalisation zuerst eindimensional (s. Kap. 5.9.4.1) und
anschlief3end zweidimensiona (s. Kap. 5.9.4.2) in aufgetrennten Golgiproteinen nachgewiesen.
Nach Korrelation von Immunoblots mit Phosphoproteinmustern kann die | dentitét von PKC-
Substrat | (s. Kap. 5.9.3.2) alsdie des MARCKS bestétigt werden.

MARCKSwird in vitro [321]als auch in vivo [322,323] von PKC phosphoryliert. Desweiteren
bindet MARCKS in vivo und in vitro an PKC [324] und assoziiert in Abhangigkeit von seinem
Phosphorylierungszustand mit Calmodulin als auch mit sauren Phospholipiden wie PIP, [325].
Dadurch die PKC-abhangige Phosphorylierung die Membranbindung von MARCK S reguliert wird
[238], MARCKS bereits an der Plasmamembran und den Lysosomen nachgewiesen werden konnte
[326] und die Uberexpression von MARCK S in humanen Neuroblastomazellen die PK C-abhangige
Stimulierung von Phospholipase D unterstitzte [320], kommt der Lokalisation an der
Golgimenbran, die bisher nicht beschrieben wurde, eine besondere Bedeutung fir die Regulation

der PKC am Golgi zu. Da Aktinfilamente vom phosphoryliertem MARCKS vernetzt werden [327],
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und erst wahrend der Arbeit gezeigt wurde, dal3 die Vesikelhtille von COPI-umhllten Vesikeln
b/g-Aktin enthalten [328] bzw. Aktinfilamente als essentiell fir die Morphologie des GA angesehen
werden [329], kénnte auch PKC als Effektor von MARCKSS eine wichtige Rolle bei der Regulation

dieser Prozesse zukommen.

5.9.5.1.3 Regulatorische leichte K ette des Myosinkomplexes 2A

Die Identifizierung von PKC-Substrat |11 als regulatorische leichte K ette des Myosinkomplexes 2A
(MLRM 2A) und dessen bereits beschriebener Phosphorylierbarkeit durch PKC in vitro [182] und
in vivo [330] unterstreichen ein zweites Mal die Bedeutung des Myosinkomplexes fir die

V esikelbiogenese am Golgi. Zum ersten Ma wurde die Bedeutung des Myosinkomplexes fir die
V esikel biogenese durch Untersuchungen zu Myosin Il herausgearbeitet. Zuerst wurdein vitro
nachgewiesen, dal3 Myosin |1 direkt an Phospholipid-haltige Vesikel binden kann [331]. Schliefdlich
konnte nachgewiesen werden, dal’ das Protein in vivo am GA und post-Golgi-Vesikeln gebunden
ist [30] und eine Depletierung von Myosin Il diein-vitro-Vesikelbiogenese am TGN hemmt [251].
Die Phosphorylierbarkeit durch PKC wurde an finf Aminosaureresten (S1, S2, T7, T8 und T9)
nachgewiesen [330]. Die Phosphorylierung an den Aminoséureresten T7, T8 und T9 inhibiert die
Aktin-aktivierte Actomyosin ATPase und die Phosphorylierung des Aminosaurerestes S19 durch
die ,Myosin light chain kinase* (MLCK) [330], was zum Abbau der Aktin-Stressfasern fuihrt. Da
MARCKS von PKC gebunden und phosphoryliert wird (s. Kap. 5.9.5.1.2), Calmodulin an
unphosphoryliertes MARCKS bzw. von phosphoryliertem MARCKS freigesetzt wird [318] und
MLCK durch Camodulin stimuliert wird [332], kénnte der Nachweis der Golgiassoziation von
MRLC 2A auf einen bisher unbekannten Mechanismus der Regulation des konstitutiven
Vesikeltransportes durch PKC hindeuten.

Auf eine Betelligung von MRLC 2A am Vesikeltransport konnte auch der Befund hinweisen, dal3
die Antigen-induzierte Sekretion von RBL-Zellen mit der Phosphorylierung von MRLC 2A durch
PKC korreliert [182].

5.9.5.2 Rab-Proteine
Rab6, Rab7 und Rab8 sind zur Gruppe der V esikel-assoziierten Proteine zu zahlen.

5.9.5.2.1 Rab6

Rab6 konnte durch Sequenzierung (s. Tab. 7, G10) und Immundetektion (s. Abb. 33) im Golgi
nachgewiesen werden. Seine zweidimensionale Lokalisation in Golgimembranen aus
permeabilisierten HepG2-Zellen bestétigt seine massenspektroskopische Identifikation alsin-vitro-
PKC-Substrat (s. Abb. 33). In permesabilisierten HepG2-Zellen ist zwar ein PKC-Substrat in der

Néahe des Rab6-lmmunsignals nachwei sbar, die Korrelation mit dem Immunsignal aber ungentigend
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um dessen Identitét als Rab6 bestatigen zu kdnnen. M églicherweise zeigt phosphoryliertes Rab6
aufgrund von Konformationsanderungen ein stark abweichendes Mobilitétsverhalten oder wird
unter den in situ Bedingungen vor einer Phosphorylierung durch PKC umfangreicher geschiitzt als
diesin vitro der Fall ist.

Dal’ Rab6 Uberhaupt als PK C-Substrat in-vitro-Phosphoryliert werden kann, wurde im Verlauf der
eigenen Arbeiten erstmals durch Fitzgerald und Reed 1999 publiziert [333]. Welche der vier
potentiellen PK C-Phosphorylierungstellen (T61, T104, T113 oder S156) in Blutpl&ttchen nach
PMA-Stimulation durch PKC phosphoryliert werden, ist zur Zeit aber nicht bekannt [333].

Die Bedeutung von Rab6 fir die Vesikelbiogenese ist bereits beschrieben [334].

Rab6 bildet einen cytosolischen Komplex mit p62, es assoziert aber auch mit TGN38/41 [334] und
konnte an der Ausbildung von Vesikelhtille(n) beteiligt sein.

5.9.5.2.2 Rab7

Der Nachweis der Phosphorylierung von Rab7 (s. Tab. 6, 2), wie aufgrund der Ergebnisse der
2D-Elektrophorese nach Hartinger vermutet wurde, konnte durch 2D-Elektrophorese nach Gérg
nicht bestétigt werden. Die Golgiassoziation konnte zwar mit einem Rab7-spezifischen Antikorper
im Westernblot immunol ogisch eindimensional nachgewiesen werden (Kap. 5.9.4.1). Eine

2D-Immunlokalisation von Rab7 gelang im Versuchzeitraum dagegen nicht.

5.9.5.2.3 Rab8

Obwohl Rab8 (s. Tab. 6, 3) as potentielles in-vitro-PK C-Substrat nach 2D-Elektrophorese nach
Hartinger und Peptidsequenzierung identifiziert wurde, und das Protein bereits am Golgi lokalisiert
wurde [335] (s. Kap. 5.9.4.1), lief? sich mit dem Rab8-spezifischen Antikdrper kein
immunologischer Nachweis im zweidimensionalen Golgiproteinmuster erhalten und die

PK C-abhangige Phosphorylierung in permeabilisierten HepG2-Zellen somit nicht Gberprifen.
Fir Rab8 ist eine Phosphorylierung nach Thrombin-Stimulierung von Blutpléttchen durch eine
bisher nicht identifizierte Kinase bereits beschrieben [336]. Rab8 kdnnte jedoch auch durch die
Kinase rab8ip/GC phosphoryliert werden, die mit Rab8 assoziert [337]. Da eine Beteiligung von
Rab8 am post-Golgi Vesikeltransport zur basolateralen Plasmamembran [335,338] sowie an
Transportprozessen in neuronalen Dendriten nachgewiesen wurde [339], konnte Rab8 auch den

konstitutiven Transport regulieren und sollte in zuktnftigen Studien weiter untersucht werden.

5.95.3 Cytokeratine

Der Aufbau des Cytoker atin-abhéngigen Cytoskel etts von Hepatocyten wird durch eine rasche
Abfolge von Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsschritten kontrolliert [340]. PK Ce wird
fUr die Phosphorylierung einiger Cytokeratine verantwortlich gemacht [210]. Cytokeratine konnten
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bisher nur in neugeborenen Ratten am trans-Golgi und TGN nachgewiesen werden, die zuvor im
Uterus hohen Ethanol dosen ausgesetzt wurden [341].

5.9.5.3.1 Cytokeratin 1

Fir das zur Intermediarfilament-Familie gehdrende und nach 2D-Elektrophorese nach Gorg mittels
MS identifizierte potentielle in-vitro-PK C-Substrat Cytokeratin 1 (s. Tab. 7, G4) ist zur Zeit keine
PK C-abhangige Phosphorylierung bekannt. Da der Cytokeratin 1-spezifische Antikorper keine
2D-Immunlokalisation ermdglichte, konnte auch dessen PK C-abhéngige Phosphorylierung in
permeabilisierten HepG2-Zellen nicht Uberprift werden.

Der Nachweis von Cytokeratin 1 am Golgiapparat ist neu und konnte auf eine Wechselwirkung von
Intermediarfilament und Golgiapparat hindeuten.

5.9.5.3.2 Cytokeratin 8 und Cytokeratin 18

Fur Cytokeratin 18 (K1CR, PKC-Substrat VI, s. Tab. 8), das nach massenspektroskopischer
Peptidsequenzierung als potentielles PK C-Substrat identifiziert werden konnte, gelang auch die
zweidimensionale Immundetektion durch einen Cytokeratin 18-spezifischen Antikorper der

Fa. Onkogene. Die immunologische Identifizierung von Cytokeratin 18 konnte anschlief3end mit
der in-vitro-Phosphorylierung korreliert werden. Durch Vergleich der Immunsignale mit den
Phosphorylierungsmustern der Golgiproteine aus den permeabilisierten HepG2-Zellen konnte
nachgewiesen werden, dal3 Cytokeratin 18 auch in permeabilisierten HepG2-Zellen PK C-abhéngig
phosphoryliert wird.

Fur Cytokeratin 8 (K2C8, PKC-Substrat V), das ebenfalls als potentielles PK C-Substrat
identifiziert wurde, war eine zweidimensional e Immunlokalisation mit einem Cytokeratin 8-
spezifischen Antikorper zwar nicht moglich, die massenspektroskopische Zuordnung fur das
Protein ist aber so eindeutig, dal3 auch dessen Phosphorylierbarkeit in permeabilisierten
HepG2-Zellen Uberpruft werden konnte. Tatsachlich lief3 sich eine sehr schwache PK C-abhéngige
Phosphorylierung in den zweidimensionalen Phosphoimagerbildern nachwei sen.

Die Phosphorylierbarkeit von Cytokeratin 8 und Cytokeratin 18 durch PKC ist in Hepatocyten nach
PMA-Stimulation sowohl in vitro [342] as auch in vivo [343] bereits beschrieben. Gleiche Effekte
wurden in humanen Epithelzellen des Darmes [342] beobachtet. Die Phosphorylierung von
Cytokeratin 8 und Cytokeratin 18 konnte durch ein PK Ce-Pseudosubstratpeptid vollstandig
inhibiert werden [210], was auf die Beteiligung von PKCe an der Phosphorylierung hindeuten
wurde. Der Nachweis dieser Cytokeratine und ihrer Phosphorylierung am Golgiapparat ist bisher
jedoch nicht beschrieben und deutet auf einen méglichen Einflul? der Cytokeratinphosphorylierung
auf eine Golgifunktion hin.
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5954 Membran- und V esikel-assozierte Proteine

59541 Synaptobrevin 2

Der Nachweis von Synaptobrevin 2 (VAMP2) as potentielles in-vitro-PK C-Substrat durch
2D-Elektrophorese nach Hartinger (s. Tab. 6, (5)) und massenspektroskopischer
Peptidsequenzierung 183t sich nach zweidimensionaler immunologischer Detektion mit einem

V AMP2-spezifischen Antikorper in angereicherten Golgimembranen bestétigen. Eine
Phosphorylierung in permeabilisierten HepG2-Zellen lief3 sich dagegen nicht nachweisen. Dieim
Verhaltnis zu den bevorzugten PK C-Substraten schwache [**P]-Markierung ober- und unterhalb der
Immunlokalisation ist anderen PK C-Substraten zuzuordnen, die jedoch nicht weiter untersucht
wurden. Die massenspektroskopische Peptidsequenzierung (Kap. 5.9.3.1) sowiedie

1D- (Kap. 5.9.4.1) und 2D-Immunlokalisation (Kap. 5.9.4.2) bestétigen die Bindung von VAMP2
an den Golgiapparat. VAMP2 besitzt eine trans-Membrandomane und ist bereits am Golgi
lokalisiert worden [344]. Obwohl das Protein neben einer potentiellen Phosphorylierungssequenz
fur Caseinkinase auch eine fir PKC aufweist [302], ist eine PK C-abhangige Phosphorylierung
bisher nicht nachgewiesen worden. Die Phosphorylierbarkeit des homologen Synaptobrevin 1
(VAMPL) durch eine Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il ist dagegen dokumentiert
[345]. Die Beteiligung von VAMP2 am Vesikeltransport ist mehrfach dokumentiert [302,282,346].
VAMP2 konnte als t-SNARE an der Vesikelbildung beteiligt sein und Uber seinen

Phosphorylierungszustand reguliert werden.

5.9.5.4.2 Endobrevin

Das durch massenspektroskopische Peptidsequenzierung am Golgiapparat nachgewiesene
Endobrevin (s. Tab. 6, (5)) konnte mangels eines spezifischen Antikorpers nicht weiter untersucht
werden. Fur das Synaptobrevin-analoge Protein ist bis auf eine Lokalisation am Endosom [119,347]
wenig bekannt. Aufgrund der Sequenzhomol ogie zu anderen SNARES kdnnte es aber durchausin

den konstitutiven Vesikeltransport eingreifen [347].
5955 Lumenale Proteine

59551 | -Immunglobulin und Lysozym C

Fir die luminalen Proteine | -lmmunglobulin (1, Tab. 6) und Lysozym C (4, Tab. 6), die nach in-
vitro-Phosphorylierung und 2D-Elektrophorese nach Hartinger (s. Kap. 5.9.2) as potentielle

PK C-Substrate massenspektroskopisch identifiziert wurden, konnte kein zweidimensionaler
Immunnachweis erbracht werden (s. Kap 5.9.4). Eine Phosphorylierung der beiden Proteinein

permeabilisierten HepG2-Zellen liefd sich ebenfalls nicht nachweisen (nicht gezeigt).
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Weder fir | -lmmunglobulin noch fur Lysozym C [348] ist bisher eine Modifizierung durch

PK C-Isoformen nachgewiesen worden. Dies kénnte darauf hindeuten, dal3 esin vitro
maoglicherweise zum Abbau des GA oder zu einer Storung in der Membranstruktur kommt, was
letztendlich zur Phosphorylierung der luminalen Proteine fihrt, die in vivo nicht nachweisbar ist.
Zudem wirde eine PK Ca-abhéangige Phosphorylierung der Proteine eine intrinsische
Kinaseaktivitéat im Golgiapparat voraussetzen, die zwar nachgewiesen wurde [293], deren
Substratspezifitat bisher jedoch unbekannt ist.

Eine Beteiligung von | -lmmunglobulin und Lysozym C an der Regulation des Vesikeltransportes
ist eher unwahrscheinlich, da die Proteine luminal transportiert werden und auch unter in-vitro-
Bedingungen nicht mit PKC interagieren sollten.

5.9.5.5.2 Cab45

Cab45 (CB45, Probe G3), ein luminales Ca?*-bindendes Protein des GAes [312], wurde als
potentielles PK C-Substrat mittels in-vitro-Phosphorylierung und 2D-Elektrophorese nach Gorg
durch massenspektroskopische Peptidsequenzierung identifiziert. Die zweidimensionae
Immundetektion ist spezifisch im 2D-Muster von Golgiproteinen nachzuweisen (s. Abb. 33). Eine
K ol okalisation von 2D-Immunsignal und [*?P]-Markierung bestétigt zwar die
massenspektroskopische Identifizierung a's in-vitro-PK C-Substrat, eine Phosphorylierung von
Cab45 in permeabilisierten HepG2-Zellen liefd sich aber nicht nachweisen. Obwohl Cab45 sechs
potentielle PK C-Phosphorylierungsstellen aufweist [302] und moglicherweise Ca’*-abhangige
Vorgange im ER oder post-ER-Kompartiment reguliert [119], ist es zumindest in HepG2-Zellen
kein PKC-Substrat. Die luminale Lokalisation des Proteins im Golgiapparat macht - wie bereitsin
Kap. 5.9.5.5.1 ausgefihrt - eine Betelligung an der PK Ca-abhangigen konstitutiven Vesikelbildung

unwahrscheinlich.

59553 GRP78

GRP78 (Gl) ist wie Cab45 (s. Tab. 7 und Kap. 5.9.5.5.2) al's potentielles PK C-Substrat identifiziert
worden. Die durch MS ermittelte Golgi-Assoziation ist bisher nicht beschrieben, wird aber
immunologisch ein- und zweidimensional bestétigt (s. Kap. 5.9.4). Die Phosphorylierung in
permeabilisierten HepG2-Zellen konnte nicht belegt werden, obwohl die posttranslationale
Modifikation von GRP78 durch Phosphorylierung und ADP-Ribosylierung bereits nachgewiesen
wurde [349]. Die dafur verantwortliche Kinase konnte aber nicht identifiziert werden [350]. Esist
daher anzunehmen, dal3 GRP78, das ein Hauptbestandteil der Coumassie-anférbbaren Golgiproteine
darstellt (nicht gezeigt), zumindest in permeabilisierten HepG2-Zellen vor einer Phosphorylierung
durch PKC geschiitzt wird. Welche Rolle dem Protein im Golgiapparat zukommt, ist zur Zeit
unklar. Eine Beeinflussung der konstitutiven Vesikelbildung durch GRP78 wird bisher nicht
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beschrieben. Da das GRP78 aber in deutlicher Menge nachgewiesen wurde, konnte es ein regul ares
luminales Protein des Golgi darstellen.

5.9.5.6 Golgi-assozierte Proteine, die nicht phosphoryliert werden

5.9.5.6.1 AnnexinlV

Annexin 1V (auch as Lipocortin 1V, Endonexin I, Chromobindin 4, Protein |1, P32.5, placental
anticoagulant protein |1, PAP-11, PP4-X, 35-b Carbohydrate-binding protein P33/P41 oder P33/41
bezeichnet) wurde durch massenspektroskopische Peptidsequenzierung urspriinglich al's potentielles
in-vitro-PK C-Substrat am Golgiapparat identifiziert (s. 1, Tab. 6). Eine Lokalisation von

Annexin IVam Golgi ist bisher nicht nachgewiesen, wird aber durch die 2D-Immunlokalisation des
Proteins durch die eigenen Untersuchungen bestétigt (s. Kap. 5.9.3.3, Abb. 32 und Kap. 5.9.4.2,
Abb. 33). Obwohl das Protein 5 potentielle PK C-Phosphorylierungssequenzen aufweist [302] und
eine in-vitro-Phosphorylierung durch PKC nachgewiesen wurde [351], lief3 sich eine PKC-
abhangige in-vitro-Phosphorylierung (s. Kap. 5.9.3.3, Abb. 32) und in-situ-Phosphorylierung (nicht
gezeigt) von Annexin 1V mittels 2D-K ol okalisation von radioaktiver Markierung und
Immundetektion in HepG2-Zellen nicht nachweisen.

Daaber Annexin IV wie alle Vertreter der Annexine Ca’*-abhangig Phospholipide bindet [352] und
eine Modifikation von Annexin IV durch PK C-abhangige Phosphorylierung dessen Phospholipid-
bindende Eigenschaften verandern kénnte [353], wére ein Eingreifen des Proteinsin die Prozesse
der Vesikelbildung durchaus vorstellbar. Die Funktion des Proteins an der Golgimembran ist zur
Zeit jedoch nicht bekannt.

5.9.5.6.2 Profilin|

Profilin | wurde - analog zu Annexin IV - urspringlich als potentielles in-vitro-PK C-Substrat am
Golgiapparat identifiziert (s. 4, Tab. 6). Die Assoziation mit dem Golgiapparat konnte
immunologisch ein- (s. Kap. 5.9.4.1, Tab. 9) und zweidimensional (s. Kap. 5.9.3.3, Abb. 31 und
Kap. 5.9.4.2, Abb. 33) bestétigt werden.

Obwonhl die in-vitro-Phosphorylierung von Profilin | durch PKC [354,316] beschrieben ist, war
weder diein-vitro- (s. Abb. 31, Kap. 5.9.3.3) noch die in-situ-Phosphorylierung des Proteins am
Golgiapparat von HepG2-Zellen nachweisbar (nicht gezeigt). Es muld daher angenommen werden,
dal3 Profilin I zumindest in HepG2-Zellen nicht durch PKC phosphoryliert wird.

Mehrere Griinde sprechen jedoch daftr, daf3 Profilin | einen Einflul? auf die Vesikelbiogenese
haben konnte:

1. Profilin | wurde am Golgiapparat nachgewiesen (s.0.).
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2. Das Protein bindet an G-Aktin [355] sowie an PIP2 [356] und konnte damit als Bindeglied
zwischen Vesikeltransport und dem Aktincytoskelett fungieren.

3. Die PIP2-Bindung von Profilin | regt die PK C-abhangige Phosphorylierung von Profilin | in
vitro an [354], was in vivo zu einer Stimulierung von PI3-Kinase fihren kénnte [357]. PIP3, das
Reaktionsprodukt der PI3-Kinase aktiviert besonders nPK Cs[153,358], die wiederum die
Vesikelbildung am GA stimulieren kénnten.

4. Dieinzwischen nachgewiesene Wechselwirkung zwischen Profilin | und Dynamin | [359],
konnte bei der Vesikelabschniirung eine Rolle spielen.

Da3 Profilin | offenbar an der Vesikelbiogenese beteiligt ist wird in Kap. 5.11 dargelegt.
5.9.5.7 Verschiedene am Golgi lokalisierte Proteine

5.9.5.7.1 Cdfilin

Fir das urspringlich nach Peptidsequenzierung am Golgiapparat identifizierte Cofilin

(s. Tab. 7, G5) war ein immunol ogischer Nachweis der Golgiassoziation nicht moglich, daim
Versuchzeitraum kein Antikorper zu erhalten war. Es konnte daher auch nicht geklart werden, ob
Cofilin eventuell ein gering modifiziertes PK C-Substrat darstellt. In der Literatur gibt es bisher
keine Hinweise auf eine magliche Phosphorylierung durch PKC. Cofilin wird dagegen durch
LIM-Kinase 2 modifiziert, was zu Veranderungen am Aktinzytoskelett fuhrt [360,361]. Als
subzelluléare Lokalisation des Cofilins werden das Cytosol und der Zellkern angegeben [119]. Eine
Bindung von Cofilin an den Golgiapparat ist bisher nicht beschrieben, kdnnte jedoch auf eine
mogliche funktionelle Wechselwirkung des Golgiapparates mit dem Aktin-Cytoskel ett hinweisen.

5.95.7.2 P15

Der Transkriptions-K oaktivator P15 wurde wie Cofilin durch massenspektroskopische
Peptidsequenzierung als potentielles PK C-Substrat identifiziert (s. Tab. 7, G4). Dakein Antikorper
zu erhalten war, konnte die Golgiassoziation experimentell nicht bestétigt werden. Obwohl in der
Primarstruktur vier potentielle PK C-Phosphorylierungsstellen vorhanden sind, ist in
permeabilisierten HepG2-Zellen keine Modifizierung durch PKC nachweisbar. Das Protein wird
dagegen durch Kaseinkinase |1 modifiziert [362] und ist bisher nur im Zellkern nachgewiesen
worden. Eine Bindung an Membranen, insbesondere an den Golgiapparat, wurde bis heute nicht
beobachtet. Ob P15 eine Funktion am Golgi austibt, ist nicht bekannt und konnte auch nicht
Uberprift werden.

5.95.7.3 S15A
Das ribosomale Protein S15A, dal3 nach 2D-Trennung nach Hartinger als potentielles PK C-Substrat
am Golgi identifiziert wurde (4, Tab. 6), weist zwar zwel potentielle PK C-Phosphorylierungsmotive
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auf [302], seine Phosphorylierung war aber in permeabilisierten HepG2-Zellen nicht nachweisbar.
Eine Phosphorylierung durch PKC-Isoformen ist bisher auch nicht beschrieben worden. Die
Golgiassoziation konnte nicht Uberprift werden, da ein entsprechender Antikérper nicht zur
Verfligung stand. Eine regulierende Wirkung des ribosomalen Proteins auf den konstitutiven
Vesikeltransport scheint nicht sehr wahrscheinlich zu sein und mufite, wenn dies angenommen
werden wirde, sehr grindlich untersucht werden.

5.10 Nachweis von PKC-spezifischen Bindungsproteinen an Golgizisternen

Um die Wirkungsweise von PK C-1soformen an der Golgimembran zu charakterisieren, wurden

PK Ca-spezifische Bindungsproteine an der Golgimembran identifiziert.

Basierend auf dem von Chapline et a. [214,363] entwickelten ,,overlay assay“ wurde ein Verfahren
zum Nachwels PK Ca-spezifischer Bindungsproteine optimiert (s. Kap. 4.2.3.1).

Nach Auftrennung von Golgiproteinen in PAA-Gradientengel wurden die Proteine auf NC
transferiert und zur Vermeidung von unspezifischer Proteinbindung an die Transfermembran mit
BSA blockiert. Als Sonde zur Bestimmung der PK C-spezifischen Bindungsproteine wurde GST-

PK Ca unter PK C-aktivierenden Bedingunen in Gegenwart von Ca?*, PS und PMA eingesetzt. Als
Kontrolle dienten Ansétze mit Ro 31-8220 in Gegenwart der 0.g. PK C-Aktivatoren und Ansétze in
Abwesenheit aler Aktivatoren. Die gebundene Kinase wurde anschlief3end mit dem
Quervernetzungsreagenz Formaldehyd an ihre Bindungspartner chemisch gebunden und
Uberschiissiges Formaldehyd mit Glycin neutralisiert. Fir den Nachweis der quervernetzten GST-
PK Ca mit einem PK Ca-spezifischen Antikorper (Upstate) wurde die NC fir die
Antikorperdetektion reequilibriert und eine Stunde mit dem PK C-spezifischen Antikorper inkubiert.
Fluoreszierende Marker, die direkt vor dem Nachweis des spezifischen PK C-Antikorpers durch
Chemiluminiszenzdetektion auf der NC aufgebracht wurden, erméglichten die zweidimensionae
Zuordnung der Bindungsproteine.

Das Ergebnis der Behandlung von Golgiproteinen, die durch 1D-SDS-PAGE getrennt und mit
GST-PKCa inkubiert wurden, zeigte eine Vielzahl offenbar unspezifischer Signale

(s. Kap. 4.2.3.1.1, Abb. 13), darunter alleine 12 GST-PK Ca-bindende Proteinbanden im
Molekulargewichtsbereich von 14 - 44 kD.

Um die Spezifitdt der PK C-Bindung zu erhéhen und gleichzeitig zwischen PK C-Bindungsproteinen
und PK C—Substraten unterscheiden zu kdnnen, wurden die Golgi-angereicherten Proteine
zweidimensional elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und die Konzentration von GST-PKCa im
Overlayexperiment auf 1 pg/ml reduziert [364]. Abb. 34 zeigt die PMA-stimulierte Bindung von

GST-PKCa an Proteine der zweidimensional aufgetrennten Gol gimembranen.
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Abb. 34: Ausschnitt der Overlay-Assay PMA-aktivierter GST-PKCa an zweidimensional aufgetrennten

Golgimenbranproteinen

Die Abbildung zeigt die DAB-Anférbung der Bindungsproteine im 2D-Overlayassay.
Hohle Pfeilspitzen kennzeichnen die durch PKC vor dem Overlay-Bindungsversuch in-vitro-phosphorylierten

Golgiproteine. Pfeile markieren die GST-PK Ca-Bindungsproteine.

Der Bindungsassay zeigt nach Immundetektion von gebundener GST-PKCa im wesentlichen ein
Bindungsprotein mit ca. 44 kD (s. Abb. 34, BP1). Dieser Proteindoppelfleck im sauren pl-Bereich
besitzt nach den erhaltenen Ergebnissen von allen Golgiproteinen die héchste Bindungsaffinitat fir
GST-PKCa und konnte nach massenspektroskopischer Peptidsequenzierung als b-Aktin (ActB)
identifiziert werden (s. Tab. 14, BP1). In Gegenwart von Ro 31-8220 bindet GST-PK Ca zwar noch
an BP1, das Bindungssignal betrégt aber nur 10 % des Bindungssignals, das in Gegenwart von
PMA erhalten wird (nicht gezeigt). Andere Bindungsproteine, diein Abb. 34A mit der Bezeichnung
BP2 — BP4 gekennzeichnet sind, lassen sich erst durch Chemilumineszensdetektion sichtbar
machen. Eine Analyse der Spezifitét dieser schwachen Bindungen wurde nicht ausgeftihrt.

Der Nachweis des b-Aktin (ActB) as Hauptbindungsprotein von GST-PK Ca konnte al's
Identifikation eines neuen Golgi-assoziierten RACK's (Receptor of activated C-Kinase) interpretiert
werden, insbesondere wenn man die um 90 % verminderte Bindung von GST-PKCa an b-Aktin in
Gegenwart von Ro 31-8220 berticksichtigt. Folgende Beobachtungen in der Literatur unterstiitzen
diese Einordnung:

Invitro bindet PKCbIl as PMA-aktiviertes Enzym an Aktin [365]. Desgleichen dient zumindest in
isolierten Nervenenden filamentdses Aktin als PK C-Bindungsprotein und Chaperon der aktivierten
PK Ce [366].

Invivo trandloziert PKCbIl nach PMA-Stimulation an das Aktin-Cytoskelett [365]. Bei einer
undifferenzierten humanen Darmkrebszellinie fihrt die TPA-Behandlung zur Ausbildung von

Lamellen, die Aktin- und PKCa enthaten und im weiteren Verlauf der Einwirkung des
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Phorbolesters zur Zellausbreitung auf dem Substratum und zu einer ,normalen” Epithel-
Morphologie [367].

Aus den beschriebenen in-vivo-Untersuchungen 1813t sich nicht ablesen, ob PKC direkt mit dem
Aktin-Cytoskelett in Wechselwirkung tritt oder an Aktin-assoziierte Proteine bindet. Durch die hier
durchgefuhrten in-vitro-Experimente ist jedoch klar, dal3 Aktin selbst in der Lageist, PKC zu
binden und die Einordnung a's RACK fir PKCa seine Berechtigung hat.

5.11 Einflu3 von Golgi-assozierten Proteinen und potentiellen PKC-Substraten auf den
Vesikeltransport am TGN

Dadie Vesikelbildung am TGN nicht molekular rekonstruiert werden kann, kann der Einfluf3 von
potentiellen PKC-Substraten und Golgi-assoziierten Proteinen nur durch indirekte Methoden
Uberprift werden:
intrazelluére Lokalisation der Proteine durch spezifische Antikorper mittels Immunfluoreszens
und , Laser scanning"-Mikroskopie
Biochemischer Nachweis in Vesikelfraktionen
Immundepl etierung der Proteine und Bestimmung der resultierenden in-vitro-V esikel biogenese
Zusatz von spezifischen Antikorpern im in-vitro-V esikel biogenese-A ssay
Danicht fr alle identifizierten Proteine spezifische Antikorper in ausreichenden Mengen zur
Verfugung standen, wurden die Untersuchungen exemplarisch fir Profilin I und Annexin IV
durchgefihrt.

5.11.1 Intrazellulédre Lokalisation von Profilin | und Annexin IV

Bel immuncytochemischen Untersuchungen an HepG2-Zellen zeigte sich, dal’ die Hauptmenge von
Profilin | im Cytoplasma vorliegt und nur ein Teil an Membranen bindet (nicht gezeigt). Die

Farbung des cytoplasmatischen Profilin | Gberlagert die des an den Golgi gebundenen Profilin | und
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verhindert eine exakte Kolokalisation mit dem Golgimarkerprotein TGN38. In der
Brustkrebszellinie MT-1, die nur geringe Mengen an Profilin | exprimiert, liefd sich dagegen eine
Kolokalisation zwischen TGN38 und Profilin | nachweisen (s. Abb. 35).

Profilin | TGN38 + Profilin |

Abb. 35: Immunfluoreszensanfarbung von Profilin | (A, griin), TGN38 (B, rot) und deren Uberlagerung (C,
gelb) in Digitonin-permeabilisierten MT-1 Zellen [ 368]

Die Kolokalisation mit TGN38 weist auf eine Bindung am GA und am TGN hin [368] und bestétigt
damit den massenspektroskopischen (s. Tab. 6, 1) sowie den immunol ogischen Nachweis

(s. Kap. 5.9.4.2, Abb. 33) von Profilin | as Golgi-assozierendes Protein. Zusétzlich lief3 sich durch
die Immunfluoreszens noch ein punktuell cytosolischer Nachweis erbringen, der auf eine
Assoziation an Transportvesikel hindeuten konnte.

Annexin IV ist immuncytochemisch an der Plasmamembran und im Cytoplasma von HepG2-Zellen
nachzuweisen [369]. Desweiteren |83t sich eine Immunférbung im perinuklearen Bereich
beobachten, die z.T. mit der von TGN38 kolokalisiert und damit die Bindung von Annexin IV an
GA und TGN bestétigt [369].

5.11.2 Nachweisvon Profilin | und Annexin 1V als Bestandteil von post-Golgi-Vesikeln

Zum Nachweis von Profilin | und Annexin IV as Komponenten der post-Golgi-Vesikel wurdenin
vitro gebildete Vesikel in Gegenwart von GTP und GTPgS isoliert und durch Geschwindigkeits-
Zentrifugation im Saccharosegradienten fraktioniert (Abb. 36).
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Abb. 36: Nachweis von Annexin IV, Profilin | und [*S]-HSPG in den Vesikelfraktionen der préparativen

in-vitro-Vesikel biogenese nach deren Auftrennung durch Geschwindigkeits-Gradientenzentrifugation

A: [*S]-HSPG Markierung in den Fraktionen des Geschwindigkeitsgradienten.

B: Nachweisvon Annexin IV.

C: Nachweis von Profilin 1.

A Kolokalisation von Profilin | und HSPG in Gegenwart von GTP.

Die Dichte der Fraktionen nimmt von Fraktion 1 (0,25 M Saccharose) zu Fraktion 12 (1,2 M Saccharose)
kontimuierlich zu.

Annexin IV und Profilin | werden in den leichten Fraktionen 2-4 des Geschwindigkeitsgradienten
als |6sliche Proteine nachgewiesen (s. Abb. 36). Aufgrund des Gehaltes an [*°S]-markierten HSPG
wurden die Fraktionen 6 bis 12 als Vesikelfraktionen identifiziert. In diesen Fraktionen (6-12) zeigt
Profilin | in Gegenwart von GTPgS auch eine gute Kolokalisation mit HSPG.

In Gegenwart von GTP tritt eine derartige Kol okalisation zwischen Profilin | und HSPG nur bel
Fraktion 5 (s. Abb. 36, A) auf. Ob diese Kolokalisation wie auch die Kolokalisation von Profilin |
und HSPG in den Fraktionen 6 bis 12 der Abb. 36C auf eine Vesikelbildung zurtickzuf ihren oder
alternativ durch die Entstehung von unspezifischen Proteinkomplexen zu erklaren ist, die nach
Erfahrung des Arbeitskreises unter den gewahlten V ersuchsbedingungen cosedimentieren und

el ektronenmikroskopisch von Vesikeln unterschieden werden konnen [295], muféte anders geklart
werden (s.u.).

Die Kolokalisation von Annexin IV mit der HSPG-Markierung in den Fraktionen 2 und 3

(s. Abb. 36A und B) ist dagegen gering und deutet wohl auf 16sliches HSPG hin.

Um Proteinkomplexe aufgrund ihrer héheren Dichte abzutrennen, wurde eine isopyknische
Zentrifugation der in vitro gebildeten Vesikel angewendet (s. Abb. 37).
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Abb. 37: Nachweis von Profilin | (C), Annexin IV (B) und [*S]-HSPG (A) in den Fraktionen der in-vitro-

Vesi kel biogenese nach Abtrennung unspezifischer Proteinkomplexe dur ch isopyknische Zentrifugation

A: [*S]-HSPG-Detektion durch Phosphoimaging.

B: Chemilumineszensdetektion von Annexin 1V.

C: Chemilumineszensnachweis von Profilin I.

P1 und P2 bezeichnen die Proteinpellets mit r > 1,5 M Saccharosein HME.

H1 und H2 bezeichnen die Vesikelfraktion der Dichter = 1,4 M Saccharose in HME sowielL1und L2 die
Vesikelfraktionen mitr = 1,2 M Saccharose in HME.

Eine Kolokalisation von HSPG und Profilin | ist in der leichten Vesikelfraktion in Gegenwart von
GTP (s. Abb. 37, Spur L2) weiterhin moglich. In Gegenwart von GTPgSist Profilin | aber weder in
der schweren Vesikelfraktion S1 noch in der leichten Vesikelfraktion L1 nachzuweisen. Ob

Profilin | in Gegenwart von GTPgS nicht an Vesikel binden kann oder bevorzugt mit unspezifischen
Proteinkomplexen assoziiert und abzentrifugiert wird, konnte nicht geklart werden.

Annexin IV 18 sich nach isopyknischer Zentrifugation in keiner Vesikelfraktion mehr nachweisen,
stattdessen sedimentiert esim Pellet des isopyknischen Gradienten (s. Abb. 37, Spur P1 und P2).
Aus den Versuchen folgt, dal3 die Kolokalisation zwischen Profilin | und HSPG in der leichten
Vesikelfraktion des Geschwindigkeitsgradienten in Anwesenheit von GTP (s. Abb. 36, Spur 5),
durch die Kolokalisation beider Stoffe in der leichten Vesikelfraktion des isopyknischen Gradienten
(s. Abb. 37, Spur L2) bestatigt wird. Damit ist auch biochemisch nachgewiesen, dal3 Profilin | an
post-Golgi-Vesikeln bindet und als Vesikel-assoziiertes Protein vielleicht sogar die Funktion eines
Hullproteins austibt.
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Desweiteren zeigen die Versuche dal3 Annexin IV offenbar kein Vesikel-assoziiertes Protein ist
(s. Abb. 37). Obwohl die Bindung von GAGs an Annexin IV bei in vitro Experimenten [370]
beschrieben wurde und dies darauf hin deutet, dal3 Annexin IV moglicherweise mit sulfatierten
HSPG im GA interagieren konnte, waren Versuche, derartige Komplexe mit Annexin V-
spezifischen Antikorpern in Golgi-Extrakten zu prézipitieren, nicht erfolgreich. Die Funktion des
Golgi-gebundenen Annexin 1V bleibt daher zur Zeit unklar.

5.11.3 Einflu3 der Profilin I- und Annexin IV-spezifischen Antikorper auf die in-vitro-

Vesikelbiogenese

Es wurde der Einfluf3 von cytosolischem und Golgi-assoziiertem Profilin | auf die Vesikelbildung
am TGN untersucht [368]. Dazu wurde Profilin | aus dem Cytosol von HepG2-Zellen gewonnen
und die zellfreie Vesikelbiogenese in Abwesenheit und nach Zusatz von Profilin | (Cytosol)
bestimmt. Die Experimente ergaben, dal3 weder die Depletierung von Profilin | noch der Zusatz von
zusétzlichem Profilin | einen Einfluf3 auf die in-vitro-Vesikelbiogenese hatten [368]. In einem
weiteren Ansatz, in dem die Rolle des Golgi-gebundenen Profilin | bestimmt werden sollte, wurden
die angereicherten Golgimembranen vor der in-vitro-Vesikel biogenese mit steigenden Mengen an
monoklonalem anti-Profilin | inkubiert. Es konnte dabei eine dosisabhangige Reduktion der
Vesikelbildung beobachtet werden, die sich durch Zusatz von Profilin | aufheben lief3 (s. Abb. 38),
was einer Maskierung des anti-Profilin I-Antikorpers entspricht.

120,0

in vitro Vesikelbiogenese (%)

20,0 4

0,0

0 05 1 15 2 25
anti Profilin I (ug)
Abb. 38: Effekt der Inkubation von isolierten Golgimembranen mit steigenden Mengen an anti-Profilin | (A)

sowie einem Gemisch aus anti-Profilin | und 10 pg/ml Profilin | (B) auf die zellfreie in-vitro-

Vesi kel biogenese in Gegenwart von Cytosol und Nukleotiden [ 368]
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Besonders die Ergebnisse der Hemmversuche lassen den Schiul3 zu, dal3 an die Golgimembranen
gebundenes Profilin | fir die Bildung von konstitutiven Transportvesikeln notwendig ist.

Durch Zugabe von Annexin IV -spezifischen Antikorpern zu dem zellfrelen

V esi kel biogenesesystem nach Tooze und Huttner [254] sollte der Einflufd von Annexin IV auf die
Verpackung von sulfatiertem HSPG in Transportvesikeln untersucht werden. Es konnte jedoch in
keinem Fall die Effizienz der Verpackung verringert oder erhoht werden [368]. Die Ergebnisse

demonstrieren, dal3 Annexin IV nicht fur die Bildung von Vesikeln benttigt wird.
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