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Zusammenfassung:

Aktin-bindende Proteine iibernehmen zentrale Aufgaben sowohl fiir die Ausbildung der
Struktur und fiir die Dynamik des Actincytoskeletts, als auch in hochgeordneten Muskel-
sarkomeren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei Isoformen aus der Familie der
Gelsoline hinsichtlich dieser Funktion und deren Lokalisation in Crustaceenmuskeln
untersucht.

Bei Proteinen aus der Gelsolinfamilie handelt es sich um multifunktionale Proteine, die sowohl
fiir Vertebraten, als auch fiir Invertebraten beschrieben sind. Die modular aufgebauten Proteine
lassen sich aufgrund ihrer Anzahl an repetetiven Segmenten und der Molekularmasse in 40 &
80kDa Modulatoren einteilen. Die Verteilung der Modulatorklassen innerhalb verschiedener
Taxa legt eine evolutiondre Entwicklung durch mehrfache Genduplikation nahe.

Durch die SDS-PAGE wurden zwei Gelsolinisoformen mit unterschiedlichen apparenten
Molekularmassen von 113kDa (HG;) und 116kDa (HG;) identifiziert, die in distinkten
Anteilen in verschiedenen Muskelfasertypen des amerikanischen Hummers exprimiert werden.
Die Identifikation zeigt die Expression von vorzugsweise einer Isoform in schnell-
kontrahierenden Muskelfasertypen, die der anderen in langsamen-tonischen Muskelfasern. Es
wurde ein Aufreinigungsschema entwickelt und die Interaktion der beiden Isoformen mit Aktin
eingehend charakterisiert. Die Hummergelsoline besitzen typische Gelsolineigenschaften:
Beschleunigung der Nukleation durch Ausbildung von Nukleationskeimen, Fragmentation von
Actinfilamenten und die Ausbildung einer Kappe am Plusende von Actinfilamenten.

Die Calciumabhédngigkeit wurde im Bezug auf die jeweilige Aktivitit der Isoformen
untersucht. Dabei zeigten sich Unterschiede, die im Kontext mit Untersuchungen zur
Actomyosin-ATPase Aktivitdt auch Unterschiede in der Calciumsensitivitdt der verschiedenen
Muskelfasertypen nahelegen.

Die Kolokalisation von Gelsolin und Actin ist umstritten. Lichtmikroskopische Befunde
zeigten bis dato sowohl eine diffuse, cytoplasmatische Verteilung von Gelsolin, als auch eine
Lokalisation von Gelsolin innerhalb der I-Z-I-Bereiche von Myofibrillen in Skelettmuskeln.
Die Studien wurden in der vorliegenden Arbeit erstmalig auf ultrastruktureller Ebene
durchgefiihrt und auf verschieden Muskelfasertypen ausgeweitet.

Unter physiologischen Bedingungen konnte eine Colokalisation von Gelsolin mit den diinnen
Filamenten sowohl in langsamen~, als auch in schnellen Muskeln durch immunelektronen-
mikroskopische Verfahren eindeutig nachgewiesen werden. Dabei wurde ermittelt, das ~90%
des zelluldren Gelsolins vollstindig entlang der dinnen Filamente lokalisiert ist. Aus den
Untersuchungen zeigte sich ebenfalls, das es sich bei den beiden identifizierten Isoformen um
intrazelluldre Varianten handelt, die sich beziiglich der Lokalisation nicht unterscheiden.

Aus ultrastrukturellen Lokalisationsstudien unter modifizierten physiologischen Bedingungen
ging hervor, dass die Interaktion von Gelsolin mit den diinnen Filamenten in calcium-
abhingiger Weise reversibel ist. Immunmarkierungen an isolierten Myofibrillen verschiedener
Muskelfasertypen zeigen ein Anteil von ~20% des myofibrilliren Gelsolins, der bei niedriger
Calciumkonzentration gebunden bleibt.

Die Existenz von Gelsolin wurden ebenfalls in ungeschliipften Zoea-Larven des Hummers
nachgewiesen. Ultrastrukturell Immunlokalisationen an verschieden Muskeln der Larven
zeigen unter physiologischen Bedingungen eine Kolokalisation der Gelsoline mit den diinnen
Filamenten.

Das existierende Model der Gelsolin-Actin Interaktion wird mit den vorliegenden Bindungs~
und Lokalisationsstudien erweitert. Die Befunde legen nahe, dass Gelsolin in Invertebraten-
muskeln eine wesentliche Rolle beim Turnoverprozess von Actin iibernimmt und damit zur
Aufrechterhaltung der Kontraktilitat beitragt.

VI



Einleitung

1 Einleitung

1. Architektur und Organisation des kontraktilen Apparates von

Skelettmuskeln

In Vertebraten kommen grundsétzlich drei verschiedene Muskeltypen vor, Glattmuskeln,
Skelettmuskeln und Herzmuskeln. Basierend auf der Interaktion der Proteine Actin und
Myosin erzeugen sie unidirektionale Bewegungen. Die Muskelformen unterscheiden sich
grundsitzlich im Aktivierungsmechanismus, der Anordnung von kontraktilen Elementen
und der hinsichtlich der Energieversorgung. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit
biochemischen Bindungsstudien und der Lokalisation von Proteinen aus der quergestreiften
Muskulatur. Fir die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden verschiedene
Skelettmuskeltypen aus der Muskulatur von Crustaceen verwendet. Unter den
Invertebratenmuskeln ist der quergestreifte Crustaceenmuskel dem Vertebraten
Skelettmuskel am @hnlichsten, parallel dazu wird durch ihn auch eine groBle Diversitit an

Skelettmuskelphédnotypen représentiert.
1.1 Der Aufbau von Skelettmuskeln

In Skelettmuskelzellen sind die Filamente zu hochorganisierten Sarkomeren organisiert, die
den Zellen im Mikroskop eine gestreifte Erscheinung geben (Abb.1.1A). Dabei weisen die
Sarkomere alternierende Bereiche auf, die im polarisierten Licht als helle I-Bande
(isotroph) und dunkle A-Bande (anisotroph) erscheinen. Sarkomere werden durch
Zwischenscheiben, die Z-Scheiben, begrenzt. Die diinnen Filamente (@ 7nm) sind
beidseitig in den Z-Scheiben verankert und verlaufen parallel in Richtung Sarkomermitte
(Abb.1.1B). Zwischen den diinnen Filamenten sind in ebenfalls paralleler Orientierung die
dicken Myosinfilamente (@ 15nm, Myosinll) positioniert. Die Kontraktion wird durch ATP
erzeugt, das tiber hydrolytische Spaltung Myosine zwischen Actinfilamente gleiten 148t. Je
nach Kontraktionsgrad erscheinen folglich unterschiedlich groB3e /-Banden, in der sich nur
diinne Filamente befinden. Der Bereich in der die diinnen und dicken Filamente
iiberlappen, wird als Al-Bande bezeichnet, Bereiche in denen nur dicke Filamente
lokalisiert sind, reprdsentieren die A-Bande. Im expandierten Zustand wird in der

Sarkomeremitte der Myofibrillen ein heller Bereich sichtbar, in dem keine Actinfilamente
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lokalisiert sind, die H-Zone. Innerhalb dieser Zone 146t sich oftmals eine M-Linie ermitteln,
wo die dicken Filamente durch akzessorische Proteine (z.B. M-Proteine, Myomesin)
miteinander in Verbindung stehen. Skelettmuskelzellen entstehen durch die Fusion von
Myoblasten, die Zellkerne liegen in adulten Zellen in der Peripherie der Membranen
(Sarkolemma), die Myofibrillen sind im Myoplasma positioniert. Die Myofibrillen sind
iber die Z-Scheiben durch intermedidre Filamente (Desmin) miteinander verbunden,
randstdndige Z-Scheiben werden {iber sehr komplexe Strukturen, den Costameren, mit dem
Sarkolemma verkniipft. Die Z-Scheiben (und die M-Linien) gewéhrleisten nicht nur die
mechanische Zugfestigkeit bei der Muskelkontraktion, sondern sind auch fiir Signale
sensitiv und in der Lage sie an die kontraktielen Einheiten weiterzuleiten (Clark et al.,

2002).

In Skelettmuskelsystemen von Vertebraten sind neben Actin~ und Myosinfilamenten zwei
weitere Filamentsysteme lokalisiert (Littlefield & Fowler, 1998). Das dritte Filamentsystem
des quergestreiften Muskels besteht aus Titin, dem groften bis dato identifizierten Protein
(3,7 MDa). Das multifunktionale Molekiil durchspannt die I~ und A-Bande, seine Enden
tiberlappen in der M-Linie und der Z-Scheibe. Titine formieren damit kontinuierliche
Filamentsysteme in Myofibrillen aus, die Stabilitdt und Elastizitit vermitteln (Sanger &
Sanger, 2001). Neben der aktiven Kraft, die aus der Actomyosin-ATPase resultiert,
produzieren Myofibrillen passive, in den Ruhezustand zuriickfiihrende Kréfte, die auf
federartigen Elementen des Titins im Bereich der I-Bande basieren. Nebulinfilamente
bilden das vierte Filamentsystem. Es wird angenommen, dass Nebulin enlang der diinnen
Filamente bindet und als molekularer Langenregulator fiir Actinfilamente fungiert (Witt et
al., 2006, ). Interaktionen mit Desmin deuten auch auf die Teilnahme an einem lateralen
Vernetzungssystem der Z-Scheiben von benachbarten Myofibrillen. Herzmuskeln besitzen
kein Nebulin, in ihnen wird ein kleines, nebulin-artiges Protein (Nebulette) exprimiert

(Moncman & Wang 2002).
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Abb.1.1.: Schematische Darstellungen der quergestreiften Mammalierskelettmuskulatur

(A) Muskelzellen bestehen aus den Myofibrillen, die wiederum aus den Sarkomeren, den kleinsten
funktionellen Einheiten aufgebaut sind. (B) Diese Sarkomere sind neben assoziierten Proteinen aus vier
Filamentsystemen aufgebaut: (1) diinne Actinfilamente, (2) dicke Myosinfilamente (3) Nebulinfilamente
(4) Filamente des elastischen Systems (Titin). (C) Die Kontraktion der Muskeln wird durch das
Ineinandergleiten der dicken Filamente zwischen die diinnen Actinfilamente ermdglicht. Die antiparallele
Anordung der Myosinmolekiile im Filament erméglicht die Kontraktion, da sie die diinnen Filamente in
den beiden Sarkomerhilften zueinander hin ziehen.(A: aus Bloom & Fawcett, 1975 modif.; B, C: aus
Seidman & Seidmann 1995, modif.)

Serielle Verkniipfungen von Sarkomeren vermitteln die Kontraktionsgeschwindigkeit des
Muskels, die Kraft wird durch die Zahl parallel kontrahierender Sarkomere determiniert.
Grundsétzlich zeigen Skelettmuskelzellen nur zwei Stadien, inaktiv (=relaxiert) und aktiv
(kontahierend). Sie erzeugen aber eine gro3e Vielfalt an Kontraktionen, von langsam und
moderat, bis hin zu schnellen und kraftvollen Kontraktionen. Diese graduellen
Kontraktionen basieren auf der Zahl der Muskelzellen, die durch stimulierende Signale
des Nervensystems aktiviert werden. Die Nervenimpulse stimulieren einen transienten

Anstieg an cytoplasmatischem Calcium, das dann die kontraktilen Einheiten aktiviert.



Einleitung

1.2 Die calciumabhingige Skelettmuskel-Kontraktion

Sowohl bei Vertebraten, als auch bei Invertebraten werden die Muskeln von einem
verzweigten Rohrensystem, dem transversalen Tubulus-System durchzogen. Ein sich von
der motorischen Endplatte iiber die Plasmamembran der Muskelzelle ausbreitendes
Aktionspotential setzt sich iiber dieses Tubulus System fort (Review: Ebashi, 1991;
Schneider, 1994). Innerhalb der Muskelfasern befindet sich ein weiteres Netzwerk des
sarkoplasmatischen Retikulums (SR), das als Calciumspeicher fungiert und mit dem
tubuldrem System in Verbindung steht. Eine Erregung hat zur Folge, dass im Tubulisystem
spannungsabhéngige Dihydropyridin-sensitive Calciumkanile gedffnet werden und mit
Ryanodin-sensitiven Calcium Rezeptoren der SR-Membran in Kontakt treten (Rios &
Brum, 1987). Die Interaktion stimuliert die Freisetzung grofer Mengen von Calciumionen
aus den terminalen Cisternen des SR, die entlang des Konzentrations-gradienten aus den
Lumen in den Intrazellularraum diffundieren (McPherson & Campbell, 1993). Dort wird

die Ca** Konzentration von unter 0,1 pM auf 1 pM erhoht.

Mechanische Interaktionen zwischen den Ryanodinrezeptoren bewirken eine laterale
Ausbreitung der Aktivierung, die zur simultanen Aktivierung der Calciumausschiittung
fiihrt. Diese Calcium-induzierte Calciumfreisetzung bewirkt den Beginn der Interaktion
dinner und dicker Filamente, die zur Verkiirzung der Sarkomere (isotonische Kontraktion)
oder auch zum Aufbau von Muskelspannung fithren kann (isometrische Kontraktion).
Engegen des Konzentrations-gradienten pumpen E1E2 Calcium-ATPasen Ca**-Ionen noch
vor der Krafterzeugung durch Kontraktion aus dem Cytoplasma zuriick ins SR (Pette und
Staron, 1990), wo Proteine (z.B. verankerte Calsequestrine) niedrigaffin Calcium mit hoher
Calcium-Bindungskapazitit reversibel sequestrieren. Die Calciumpumpen sind permanent
aktiv und sorgen so fiir niedrige intrazelluldre Konzentrationen, was erneut wiederholende

Aktionspotentiale zur Erh6hung des cytoplasmatischen Calciumspiegels notwendig macht.

Neben diesen auf Aktionspotentialen basierenden und stark fluktuierenden Calciumniveaus
gibt es noch weitere, sehr komplexe Mechanismen, die in lokalen Bereichen erhdhtete
Calciumkonzentrationen induzieren konnen. Calcium stimulierte, kontraktionsunabhéngige
Prozesse, wie sie beispielsweise in peripheren Bereichen von Zelle ablaufen, kénnen so

reguliert werden.

Die Kontraktion, die auf der Interaktion von Actin~ und Myosinfilamenten basiert, wurde
von Huxley (1953) erstmalig beschrieben und als Querbriickenzyklus bezeichnet. Im

Ruhezustand sind die identischen Kopfdomdnen mit den Actinbindungsstellen der

4
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Myosinkopfe (Margossian & Lowry, 1973) durch Tropomyosine auf dem Aktinfilament
sterisch blockiert und verhindert einen mechanischen Kontakt. Zwei Ca®'-Bindungsstellen
sind am Troponin C unbesetzt. Durch Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration
kommt es zur Interaktion von dicken und diinnen Filamenten: Die kooperative Bindung von
Ca®"-Ionen an die Troponin-C Untereinheit, die eine Konformationsinderung in der
tropomyosin-bindenden Doméne auslosen, initiiert eine Verschiebung des Tropomyosin
stranges auf dem Actinfilament (Bremel et al., 1973, Potter ef al., 1995). Die ATP/ADP+P;
tragenden Myosinkdpfe konnen nun mit dem Actin interagieren, was eine Aktivierung der
MyosinATPase zur Folge hat zur Freisetzung des anorganischen Phosphates fithrt. Dadurch
kommt es zu einer ersten Krafterzeugung, die eine weitere Translokation des Tropomyosins
erzeugt und den Raum fiir eine vollstdndige Interaktion der Myosinkopfchen mit dem Actin

5ffnet (Abb.1.1 C).

Die MyosinATPase wird durch die Bindung an Actin stimuliert, das stellt einen Nukleotid-
Austauschfaktor fiir Myosin dar. In Abwesenheit des Nukleotides bindet der Myosinkopf
eng an Actin und formiert so die Rigor Stellung. Die Bindung von ATP an die ATPase
Seite der Myosinquerbriicke fiihrt zur schnellen Dissoziation des Actomyosinkomplexes.
Die Aktivierung der MyosinATPase durch Actin bewirkt die Hydrolyse des ATPs unter
Bildung eines stabilen ADP + P; Myosin Komplexes. Durch Interaktion mit Actin kommt
es zur Dissoziation des Produkts, die Rekombination des Actomyosinkomplexes fiihrt zur
Konformationsédnderung der Myosinquerbriicke und zur Freisetzung der Produkte ADP und
P; aus der Motorregion des Myosins (Lymn & Taylor 1971). Es resultiert der Kraftschlag
und damit auch die Verschiebung der beiden Filamente. Die antiparallele Anordung der
Myosinmolekiile im Filament ermdéglicht dann die Kontraktion, da sie die diinnen

Filamente in den beiden Sarkomerhilften zueinander hin ziehen.

Arthropoden besitzen vergleichsweise grofle Dihydropyridin-sensitive Calciumkanile
(Takekura & Franzini-Armstrong, 2002), die durch die Depolarisation der Membran-
oberflache mit Ryanodinrezeptoren in Kontakt treten und so die Erhohung intrazellulédrer
Calciumkonzentrationen initiieren (Smith, 1966; Hoyle, 1973). In den Skelettmuskeln von
Arthropoden wird die Calciumfreisetzung somit ebenfalls durch Calcium induziert (Gyorke
& Palade, 1991). Es ist lange bekannt, das zwei auf Ca*’ basierende, distinkte
regulatorische Systeme fiir die Kontraktion in Muskelsystemen verschiedener Taxa
vorhanden sind. Bei vielen Invertebraten wirkt eine Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration nicht nur auf Troponin C, sondern auch auf die regulatorische,

schwerere der beiden leichten Ketten des Myosins (Lehman & Szent-Gyorgyi, 1975). Das
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vermittelt eine Phosphorylierung dieser Kette durch eine MLC-Kinase, bei Insekten konnte
gezeigt werden, dass die ATPase Aktivitdt dann um das fiinffache gesteigert werden kann
(Winkelman & Bullard, 1980). Dieser duale Mechanismus ist jedoch nicht generell
etabliert, in vergleichenden Untersuchungen zur Calciumregulation der Actomyosin-
ATPase verschiedener Crustaceen wurden konsistente Unterschiede zwischen
verschiedenen Muskelsystemen deutlich (Lehman & Szent-Gyorgyi, 1975, Waternabe et
al., 1982). Dabei wurde u.a. an Homariden gezeigt, dass die Kontraktionen langsamer
Muskelfasern dual reguliert werden, schnell-kontrahierende Muskelfasern aber kein
Myosin-basierendes Ca®’-Regulationssystem besitzen. Bei Mollusken scheint die
Regulation der Kontraktion nur iiber eine Bindung von Calcium an das Myosinmolekiil zu
erfolgen (Kendrick-Jones et al., 1970; Maruyama, 1985). Vergleichende Daten aus
Untersuchungen zur Ca®’-abhingigen Aktivierung der ActomyosinATPase unter-
schiedlicher Muskeln des Hummers werden in dieser Arbeit ebenfalls vorgelegt, um sie im

Kontext mit der Aktivitit von Gelsolin zu diskutieren.

An die dicken Filamente vieler Invertebraten bindet Paramyosin (2x 100kDa), das in
zahlreichen Isoformen mit unterschiedlichen Molekulargewichten exprimiert wird (Chen et
al., 1988). Paramyosin bildet nur den Schwanzteil des Myosin IIs in Form zweier coiled
coil a-Helices aus und coaggregiert mit Myosin. Es liegt dann meist in der Kernregion
dicker Filamente vor und kann dort auch den Hauptbestandteil ausmachen (Epstein et al.
1985). Die Prasenz und die Konzentration in einem Muskel korrelieren mit der
Kontraktionsgeschwindigkeit, daher besitzen langsame Invertebratenmuskeln oft stark
paramyosinhaltige und sehr lange Myosinfilamente (Ashton et al., 1987). Die kontraktielen
Eigenschaften eines Muskels hdngen aber auch von der Zusammensetzung von Actin~ und
Tropomyosinisoformen ab, da die verschiedenen Tropomyosine unterschiedlich stark auf

dem Actinfilament verschoben werden (Lehmann et al., 2000).
1.3 Morphologie und biochemische Profile des Crustaceenmuskels

Unter den Invertebratenmuskeln ist der quergestreifte Skelettmuskel von Arthropoden dem
Vertebratenskelettmuskel am dhnlichsten (Bonilla ez al., 1992). Bei Arthropoden besteht
die viscerale, cardiale und skeletale Muskulatur, ausschlieBlich aus diesem vielkernigen
Zelltyp (Govind, 1986). Die kontraktilen Eigenschaften sind divers, die funktionellen
Unterschiede stehen im direkten Zusammenhang mit der Zusammensetzung der
myofibrillaren Isoformen individueller Fasern (Schiaffino & Reggiani, 1996). Innerhalb der

Crustaccenmuskulatur konnten funktionell sehr unterschiedliche Muskeln identifiziert
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werden. Fahrenbach (1967) differenzierte grundlegend die Superkategorien segmentaler
und intersegmentaler Muskulatur, vergleichende Studien zur Diversitit der
Crustaceenmuskeln wurde dann von Hoyle (1967) und Jahromi und Atwood (1968, 1969)
vorgelegt. Auf der Basis struktureller Kriterien (Silvermann et al. 1987, West, 1997) und
der spezifischen Zusammensetzung myofibrilldrer Proteine (Mykles, 1988, 1997) konnte
fiir die einzelnen Muskeln ein Klassifikationsschema etabliert werden. Mit diesem Schema
werden die Crustaceenmuskeln in schnelle, langsam-phasische (S1) und langsam-tonische
(S2) Muskeltypen eingeteilt. Schnelle Fasern weisen Sarkomere mit einer Lange von
maximal vier Mikrometern auf (Jahromi & Atwood, 1971;West, 1997), besitzen hohe
myofibrilldire ATPase-Aktivitdt (Ogonowski e al., 1980; Silvermann ef al., 1987) und sind
durch die Expression spezifischer Proteinisoformen (Mykles et al., 2002; Medler et al.,
2004) gekennzeichnet. Analog zum schnellen Muskel ist auch der Scherenmuskel von
Homariden mit seinen tonischen Kontraktionen ein gut untersuchtes, charakteristisches
Model: die langsamen Fasern, die starke isometrische Zugkréfte produzieren koénnen, sind
ebenfalls durch spezifische Proteinmuster (Lang et al., 1977, Costello & Govind, 1984,
Mykles 1985), eine Sarkomerldnge von 6-12 Mikrometern und ein hohes Verhéltnis von

dicken und diinnen Filamenten gekennzeichnet (Bevengut et al., 1993).

Immuncytochemische Studien zur Verteilung und Expression von muskeltyp-spezifischen
Myosinisoformen (LaFramboise et al. 2000; Brown & Cantino, 2001) zeigten konsistente
Unterschiede in der Proteinzusammensetzung der dicken Filamente. Hummer besitzen
mindestens zwei Isoformen der Myosin-Schwere-Kette, die in schnellen und langsamen
Muskeln unterschiedlich exprimiert werden (Mykles, 1985). Die Muskelfunktion wird auch
durch sehr niedrigen Temperaturen nicht beeintrachtigt (Holmes et al., 2002), in Hummern
kommt es nicht zur Expression temperaturabhéngiger Isoformen der Myosin-Schwere

Kette, wie es beispielsweise bei Fischen der Fall ist (Magnay ef al., 2003).

Auch fiir o-Actinin, Troponin T und Troponin I konnten Unterschiede in der
Muskelzusammensetzung am Model von H.americanus gezeigt werden (Mykles et al.,
2002). Molekulare Studien adulter Skelettmuskeln aus dem amerikanischen Hummer
belegen ebenfalls differntielle Expressionen von Myosin und Actin in schnellen, ST und S2
Fasern (Medler & Mykles, 2003). Den schnellen Fasern wurden verschiedene Isoformen
von Paramyosin, TnT,, Tnl;, 3, s zugeordnet, fiir die S1 (slow-phasic) und S2 (slow-tonic)
Fasern wurde die Isoformen TnT;, Tnl, identifiziert. Der wesentliche Unterschied zwischen
den S1 und S2 Fasern besteht demnach in der Expression der TnT; Isoform in S2 Fasern.

Diese Isoform wurde als Marker fiir den Fasertyp verwendet (Mykles et al. 2002). Die
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Kombination von Tnl, und Tnls Isoformen wurde in S, Fasertypen gezeigt, in S; liegen die
Isoformen Tnl; und Tnl, kombiniert vor. Daten zur Einordnung der myosin-heavy chains,
die primére Determinanten fiir kontraktile Eigenschaften darstellen (Schiaffino & Reggiani,
1996), lieBen sich bis jedoch nicht in das Fasersystem einordnen. Diese biochemischen
Unterschiede beziehen sich nicht nur auf unterschiedliche Muskeltypen, sondern auch auf
unterschiedliche Muskeln mit vergleichbaren physiologischen Eigenschaften, die Muster
gleichen der Fasertyp-Heterogenitdt. Bei der Untersuchung des Schneidescheren-
SchlieBmuskels konnten durch elektrophoretische Analysen 18 verschieden Regionen
voneinander differenziert werden (Mykles, 1985b). Die Innervierungsmuster und deren
Starke konnen mit der Expression regulatorischer Proteinenisoformen korrelieren (Mykles
et al., 2002). Entsprechend der dynamischen Plastizitit des Vertebratenskelettmuskels,
unterliegen auch die Hummermuskeln wihrend der Entwicklung einem Prozess des

wFasertypswitchings®* (Govind, 1987, 1992; Mykles, 1997).

Die Myogenese findet wihrend der Entwicklung des Hummers zu unterschiedlichen
Zeitpunkten statt, beispielsweise baut sich die abdominal Schwimmbein~(Pereapoden)
Muskulatur wihrend der frithen Embryonalentwicklung auf (Govind et al., 1988), welche
vorwiegend in der Zeit nach dem Ausschliipfen Funktion finden, wohingegen die
abdominale Laufbein~(Pleopoden) Muskulatur erst in juvenilen Stadien aufgebaut wird,
wenn die Tiere zur benthischen Lebensweise tibergehen (Govind, 1992). Bei den Larven
sind die thorakalen Exopoditen prinzipiel nur Lokomotionsorgane. Wéhrend der juvenilen
Entwicklung werden Charakteristika wie die Sarkomerlidnge, das Verhéltnis von Aktin und
Myosinfilamenten, sowie auch die Proteinprofile etabliert, da es bei Crustaceen jedoch kein
finales Hautungsstadium gibt, nimmt dieses Wachstum kontinuierlich zu. Eine zentrale
Frage stellt sich, wie neue Fasern beim Wachstum addiert werden (Mykles & Skinner,
1985; West et al., 1995). Bei einigen Muskeln, wie zum Beispiel akzessorischen
Flexormuskeln ist die Anzahl der einzelnen Fasern konstant (Lang et al., 1970), wihrend
bei anderen (z.B. ScherenschlieBmuskeln) Muskeln eine dynamische Erhoéhung
angenommen wird (Jahromi & Atwood, 1971; Govind et al., 1977). Studien von Bittner
und Trout (1972) konnten die Verldngerungen von Sarkomeren zeigen, Myofibrillen des
abdominalen Flexormuskels des Flusskrebses (Procambarus) verldngerten sich von 20pum
(larval) auf tiber 400um (adult). Govind ef al. (1977) bestitigte Sarkomerverldngerung in
frithen, larvalen Stadien, wies aber auch die Addition von Sarkomeren in spédten Stadien
von Hummermuskeln nach. Neben der Verlingerung der Myofibrillen durch terminale

Addition von Sarkomeren wurde ebenfalls longitudinales Faserwachstum durch mediale
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Sarkomerspaltung (H-Zonen) und dortiger de novo Generation von Sarkomeren beobachtet
(Jahromi & Charlton, 1979). Dieses Sarkomer-splitting ermoglicht ein longitudinales
Wachstum der Muskelzelle, ohne die kontraktilen Eigenschaften des Muskels wesentlich zu
verdandern. Ein kontinuierlicher Wachstumsprozess konnte fiir Intermoult-Zyklen ermittelt
werden, wo Verlidngerungen existierender Filamente durch Addition von Actin, Myosin
und weiteren akzessorischen Muskelproteinen angenommen werden (EI-Haj ef al., 1986;
Govind et al., 1977). An den Prozessen des Muskelwachstums und seiner Reorganisation
ist moglicherweise auch Gelsolin beteiligt, was in dieser Arbeit eingehend beleuchtet

werden wird.

Neben einem durch Reflexaktivitdten resultierenden Scherendimorphismus, der bis zum
zehnten larvalen Stadium determiniert wird, zeigen distinkte Innervierungsmuster auch
Einflisse auf die Sarkomerphdnotypen und Zielmuskelentwicklungen. Jeder Muskel
besteht aus einer einzigartigen motorneuralen Kombination von Innervierungsmustern
(Atwood, 1976; Lang et al. 1980; Costello & Govind, 1983), Studien zur Korrelation von
Muskelfasertypen mit den Innervierungsmustern belegen eine Beziehung zwischen der
Stiarke der Innervation und der Expression von Troponinisoformen in langsamen Fasern

(Mykles et al. 2002; Medler und Mykles 2003).

2 Actin und Actin bindende Proteine

Die Gestalt eukaryontischer Zellen beruht auf der dynamischen Struktur des Cytoskeletts,
das intrazelluldr ein komplexes Netzwerk aus Proteinfilamenten und assoziierten Proteinen
darstellt. Die dynamischen Eigenschaften resultieren aus einer koordinierten Interaktion der
Mikrofilamente, Intermedidrfilamente und der Mikrotubuli, die gemeinsam das Cytoskelett

konstituieren.

Actin ist das Hauptstrukturprotein der Mikrofilamente eukaryontischer Zellen, das die
zentrale Rolle bei der Muskelkontraktion, der Zellmotilitit und vielen weiteren
Zellprozessen spielt. Die Mikrofilamente sind beispielsweise auch in der
Signaltransduktion, der Regulation von Enzym~ und Membrankanalaktivititen (Pollard &
Cooper 1986, Maximov et al., 1997) und moglicherweise auch in die Transkription
involviert (Scheer et al., 1984). In Pflanzen iibernehmen Mikrofilamente ebenfalls
bedeutende Funktionen, wie die Aufrechterhaltung der Zellform und Architektur, bei der
Cytokinese, der cytoplasmatischen Stromung und der Bewegung der Chloroplasten (Kropf

et al., 1989). Im Gegensatz zu den diinnen Filamenten in Myofibrillen aus den Skelett~
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oder Herzmuskeln, die sich wéhrend der Myogenese zusammensetzen und dann als relativ
stabile Filamente existieren, weist das Actin-basierte Cytoskelett eine hohe Dynamik auf,
die im wesentlichen auf zwei Faktoren beruht: der Fahigkeit sich durch eine reversible
Transformation aus dem monomerem Status (G-Actin) zum Polymer (F-Actin) zu
entwickeln und der Interaktion des Actins mit Actin-bindenden Proteinen, die eine
Polymerisation inhibieren und auslésen konnen, Actinfilamente quervernetzen und es an
Zellmembranen koppeln konnen (Review: Jockusch & Hinssen, 1996). Proteine der
Gelsolinfamilie konnen Dbeispielsweise an der Modulation der dynamischen

Actinpolymerisation beteiligt sein.

2.1 Monomeres Actin und Actin-Isoformen

Actin wurde erstmals 1942 aus der Kaninchenmuskulatur isoliert und charakterisiert
(Straub, 1942), erst 25 Jahre spiter wurde dann von Hatano und Oosawa (1966) die
Isolation aus Nichtmuskelzellen gezeigt. Heute ist eine Vielzahl von unterschiedlichen
Aufreinigungsverfahren von Actin bekannt (Sheterline & Sparrow, 1994). In verschiedenen
Muskel~ und Nichtmuskelzellen werden unterschiedliche Actinisoformen synthetisiert. Die
primére Struktur von Actin, die biochemischen Eigenschaften des Proteins, als auch die
Sequenzen sind vergleichsweise konservativer, als bei vielen anderen Proteinen
(Vandekerckhove & Weber, 1978, 1984), Hinweise zur Evolution des Proteins deuten auf
enge Verkniipfungen mit der Entstehung des eukaryontischen Lebens (Doolittle, 1992). In
vielen Prokaryoten wurde das Actinhomolog MreB nachgewiesen, das eine wichtige Rolle
fiir die duBere Zellform und bei der Teilung ibernimmt (Jones ez al., 2001, Egelman, 2001),
daher scheinen Actine auch fiir Eukaryonten keine wirkliche evolutiondre Neuheit

darzustellen.

Dennoch gibt es einige Regionen im Actinmolekiil, die variabler als andere Bereiche
erscheinen. Ein Bereich ist der N-Terminus der Polypeptidkette, in dem einige saure
Aminosduren vorliegen. Die Variabilitdt verschiedener Actine &uflert sich in der
Nettoladung einzelner Molekiille und erzeugt in der isoelektrischen Fokusierung
unterschiedliche Mobilitdten. Diese unterschiedlichen Laufverhalten stellen die Grundlage
fiir die Definition von a, B, und y-Actinen in der Reihenfolge ihrer Basizitit (Garrels &
Gibson, 1976). In Nichtmuskelzellen aus Mammaliern kommen die B~ und y-Actin
Isoformen vor (Rubenstein & Spudich, 1977), in Skelett~ und Herzmuskeln gibt es
distinkte a-Actin Isoformen. Eine weitere a-Actinform wird in vaskuldren, glatten Muskeln

exprimiert, in intestinalen Glattmuskeln priddominiert die y- Actin Isoform. Alpha-Actine
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aus dem Herz~ und Glattmuskel unterscheiden sich vom Skelettmuskel durch vier und acht
Aminosduresubstitutionen.  Glattmuskel y-Actine weisen im Gegegensatz zum
Skelettmuskel a-Actin sechs unterschiedliche Aminoséduren auf, cytoplasmatische  und vy-
Actine sind  weitreichend identisch  (Khaitlina, 2001). Viele Actine aus
Invertebratenmuskeln sind zueinander und auch zu cytoplasmatischen Vertebratenactinen
homolog. Einen besonderen Fall stellen B-Actine aus Muskeln von Mollusken dar, die sich
durch vier AS-Substitutionen von Mammalier-B-Actinen unterscheiden (Vandekerckhove

& Weber, 1984). Die Priasenz von Actin-Isoformen ist eher gewebs~ als artspezifisch.

Durch Féarbungen von Skelettmuskelzellen mit isoformspezifischen Antikérper konnte
ermittelt werden, dass a-Actin im Zentrum der Zelle an den Myofibrillen lokalisiert ist,
wohingegen cytoplasmatische Isoactine in der Peripherie im corticalen Actinnetzwerk
vorhanden sind (Lubit & Schwartz, 1980; Pardo et al/, 1983). Letztere konnten durch
Markierungsexperimente ebenfalls an den Costameren lokalisiert werden. Antikorper gegen
v-Actin zeigten die Kolokalisation an Mitochondrien (Pardo et al/, 1983) In ventriculdren
Cardiomyocyten wird neben dem a-Actin ebenfalls auch Glattmuskel-a-Actin synthetisiert.
Das cadidre o-Actin wurde ausschlieBlich in perinuclearen Regionen lokalisiert,
wohingegen Glattmuskelactin in nicht-gestreiften Stressfasern auflerhalb der myofibrilliren
Bereiche akkumuliert vorliegt (Harden et al, 1996). In Ubereinstimmung mit
biochemischen Experimenten zeigte sich die simultane Synthese multipler Actinisoformen,

die zur Kompartimentierung der Actine fiihrt.

In Muskelzellen sind Muskelactine in myofibrildren Systemen, hingegen Nichtmuskel-
actine an Prozessen in cytoplasmatischen Bereichen beteiligt. Die Anteile der beiden
cytoplasmatischen B~ und y-Actine sind in den Zellen unterschiedlich, dennoch scheint
abseits morphologischer und herkunftsspezifischer Unterschiede der Zellen eine Koexistenz
der Actine in einem Verhidltnis von 2:1 vorzu liegen (Khaitlina, 2001). Es wird
angenommen, das die verschieden Actine sich im Bezug auf ihre Polymerisations-
eigenschaften eher wenig unterscheiden, der Austausch N-terminaler Aminosduren sich
aber auf die spezifischen Bindungseigenschaften bei Proteininteraktionen auswirkt
(Rubenstein, 1990, Herman, 1993). Interessanterweise konnte durch Lokalisations-
experimente bereits gezeigt werden, dass in diese Kompartimentierung lokaler
Actinisoformen auch distinkte Myosin~ und Tropomyosinisoformen integriert sind
(Gunning et al., 1998). Moglicherweise wird so eine unabhidngige Kontrolle &hnlicher
biologischer Prozesse in unterschiedlichen Regionen der Zelle erreicht. Wie die einzelnen

Isoformen durch zellulire Mechanismen sortiert werden, ist bis dato noch unklar. Es wird
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angenommen, das Actin-mRNAs an distinkte zelluldire Kompartimente verankert (mRNA
targeting) und die entsprechenden Proteine dort synthetisiert werden, aber auch das Actin-
bindende Proteine sehr spezifisch und damit selektiv mit Actinisoformen interagieren

(Gunning et al., 1998).

Das Actinmolekiil ist aus einer Polypeptidkette von 374 (Nicht-Muskel), bez. 375 (Muskel)
Aminosduren aufgebaut und hat eine Molekularmasse von etwa 42 kDa.
Rontgenkristallographische Untersuchungen von Actin im 1:1 Komplex mit DNase [
(Kabsch et al., 1990) ergaben, dass Actin eine globuldre Struktur mit einer rdumlichen
Ausdehnung von 5,5 x 5,5 x 3,5 nm besitzt (Bremer und Aebi, 1992). Es wird durch einen
Spalt, der die hochaffine Bindestelle fiir ein Nucleotid (ATP/ADP) und ein divalentes
Kation (Mg**/Ca®") enthilt, in Domine 1 und 2 getrennt. Doméine 1 enthilt sowohl den C~,
als auch den N~Terminus (Carlier, 1991) und wird in Subdoménen 1 & 2 unterteilt. Analog

enthilt Dominen 2 die Subdominen 3 & 4.
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Abb.2.1: Struktur des G-Actin Molekiils (nach Kabsch et al., 1990)

Weitere Bindestellen am Molekiil fiir mono~ und divalente Kationen fithren durch
Besetzung zur Aktivierung der Actinmonomere (DosRemedios & Barden, 1983). Die
koordinierte Bindung des zentralen Kations erfolgt tiber spezifische Aminosduren im
Kernbereich des Actins, aber auch tiber Phosphatgruppen des gebundenen Nucleotids, das

oberhalb des Kations in einer Furche bindet (Valentin-Ranc & Carlier, 1989). Die
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Molekiilstruktur wird dann durch Wasserstoftbriicken und Ionenbindungen stabilisiert, ein
Verlust von Nucleotid und Kation fithrt zur Denaturierung des Proteins. Die beiden
Doménen werden durch zwei Strangbereiche der Polypeptidkette zusammen gehalten, die
aber auch als ein Gelenk fungieren, damit relative Bewegungen der beiden Doménen
ermoglicht werden. Da in den meisten Zellen die intrazellulire Konzentration an Mg*"
Ionen weitaus groBer ist, als die Konzentration freier Ca®" Ionen, die durch die
Calciumpumpen permanent aus dem Cytoplasma entfernt werden, ist die Bindungsstelle fiir
das zweiwertige Kation des Actins in vivo wahrscheinlich durch Mg besetzt, in vitro wird
das Magnesium durch freie Calciumionen verwendeter Puffers verdrangt: Kpiss Mg2+: 10

nM; Kpiss Ca’":2nM (Gershman et al, 1986).

2.2 F-Actin

Actin kann als Monomer (G-Actin), als auch als Polymer (F-Actin) vorliegen. Der
reversible Prozess der Polymerisation stellt im Wesentlichen eine Kondensationsreaktion
dar. Die wesentlichen Schritte dieses Prozesses sind (1) eine langsame, initiale Assoziation
der Monomere zu Dimeren, die eher dissoziieren, als sich zu stabilen Trimeren (2) zu
erweitern, welche dann die Basis fiir die Formation und Elongation von Filamenten (3)
darstellen. Final resultieren Filamente, die in einem dynamischen Gleichgewichtszustand
mit freien Monomeren vorliegen. Globuldres Actin polymerisiert unter physiologischen
Bedingungen spontan zu Filamenten (Oosawa et al., 1972), der Prozess verlduft in
Gegenwart von 50 — 150 mM KCL und 1-2 mM MgCl,, einem neutralen pH-Wert und
erhdhten Temperaturen (Asakura ef al., 1960) optimal. Die Anwesenheit von Mg®* Ionen
beschleunigt die durch monovalente Kationen induzierte Polymerisation, in Anwesenheit
millimolarer Calciumkonzentrationen wird die Reaktion (Selden ez al., 1986) inhibiert. Die
Actinpolymerisation kann ebenfalls durch polyvalente Kationen oder durch Myosine und

deren proteolytische Fragmente induziert werden (Miller et al. 1988).

In den Zellen wird die spontane Polymerisation durch monomer bindende Proteine (z.B
Profilin, ThymosinB4) inhibiert (Dos Remedios et al., 2002). Polymerisationsbedingungen
induzieren Konformationsmodifikationen am G-Actin, die eine Assoziation der Monomere
begiinstigen und zum ersten Schritt der Polymerisation, der Monomeraktivierung, fiihren
(Rich & Estes, 1976). Eine Zusammenlagerung zu Filamenten kann nur stattfinden, wenn
die Monomerkonzentration oberhalb einer kritischen Konzentration liegt. Die Monomere
assozieren relative langsam in Form kurzer Oligomere (Nuclei), die dann aus mindestens

drei Monomeren bestehen; den Zeitraum innerhalb der Actinpolymerisation bezeichnet

13



Einleitung

man als lag-Phase (Carlier, 1989, 1998; Sheterline et al., 1995). Die trimeren Nuclei
elongieren nach ihrer Bildung rapide bis die Monomerkonzentration unter die kritische
Konzentration fillt und das System ein Fliefgleichgewicht (steady-state) erreicht. Die
Polymerisationsgeschwindigkeit ist von verschiedenen Faktoren abhédngig, beispielsweise
werden in vitro Trimere schneller durch aktivierte ATP-G-Actine gebildet, als durch ADP-
G-Actine (Estes et al., 1992). Actinfilamente besitzen eine strukturelle Polaritét, die beiden
Enden des Polymers sind daher nicht dquivalent, am + Ende (barbed end) ist die
Polymerisationsrate weitaus hoher als am —Ende (pointed end) (Pollard & Cooper, 1986).
Die Addition von Monomeren am +-Ende wird schlieBlich durch eine Dissoziation von G-
Actin am -Ende begleitet. Der resultierende FIluB in Gegenwart der kritischen
Konzentration wird als treadmilling Mechanismus, einem dynamischen Gleichgewichts-

zustand, bezeichnet (Wegner,1982).

Prinzipiell gibt es keinen Schritt in der Actinpolymerisation, der die Linge der Filamente
determiniert, allein die mechanische Stabilitdt limitiert die Ldnge eines Filaments. Die
Actinpolymerisation wird durch die stochiometrische Hydrolyse des G-Actin gebundenen
Nucleotids bei der Inkooperation von Monomeren in das Filament begleitet (Wegner 1976),
ist jedoch nicht daran gekoppelt. Die Affinititen der Filamentenden unterscheiden sich
ebenfalls im Bezug zu Threr Affinitdt zu ATP~ und ADP Monomeren, Das Plusende besitzt
eine hohere Affinitdt zu ATP-haltigen Monomeren, als das Minusende (Pollard & Cooper,
1986). Im Zustand eines dynamischen Gleichgewichtes werden ATP-G-Actine also am
Plusende in das Filament integriert und ADP-Actine am Minusende wieder dissoziiert. Der
besonders durch Profilin, aber auch durch Thymosin beschleunigte Recyclingprozess, in
dem ADP durch ATP an freien Monomeren getauscht wird, stellt einen wesentlichen
Faktor fiir die Polymerisationskinetik dar. Ist die Hydrolyse des ATPs durch die actineigene
ATPase-Aktivitdt langsamer als die Inkooperationsrate des ATP-G-Actins, kommt es zur
Ausbildung einer ATP-Kappe. Diese erzeugt eine Stabilisierung des Endes und damit einen
Schutz vor Dissoziation (Abb.2.2C). Wenn nun die Konzentration freier Monomere sinkt
und die Assoziationsrate unterhalb der Rate der ATP-Hydrolyse fillt, verschwindet die
ATP-Kappe vom Filamentende (Carlier, 1989, 1998), was die Depolymerisation
begiinstigt. Fiir die Actinpolymerisation sind folglich die kritische Konzentration und die
Reaktionsraten von Bedeutung. Die thermodynamische Stabilitdt der Filamente wird durch
die Stirke der Monomerinteraktionen gewéhrleistet. Die Rate der ATP-Hydrolyse

charakterisiert die Assoziation und Dissoziation von G-Actin an den Filamentenden. /n vivo
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wird die Polymerisation und die Dynamik existierender Filamente zusétzlich durch eine

Vielzahl an Actin-bindenden Proteinen moduliert.

Elektronenmikroskopischen Untersuchungen zufolge ist filamentdses Actin aus einer
rechtsgéngigen Doppelhelix aufgebaut, die aus 13 Monomeren pro Windung (=72 nm)
besteht (Hanson & Lowry, 1963; Kabsch & Holmes, 1991). Ebenfalls wurde aus
elektronenmikroskopischen Experimenten, bei dem die fischgriatenartigen Filamente mit
Myosinfragmenten dekoriert wurden, die Polaritdt der Filamente deutlich (Abb.2.2.B)
Huxley, 1963). Die Kontakte der Actinuntereinheiten innerhalb der Strange sind stabiler,
als die Wechselwirkung zwischen den Strangen (Holmes et al, 1990). Da die Konformation
des G-Actins von seinem gebundenem Nucleotid und Kation abhéngt, sind unterschiedliche
strukturelle Stadien des F-Actins moglich (Strzelecka Golaszewska, 2000). Aus dem
Kontakt der Monomere resultiert eine Kooperativitit, die eine wesentliche Eigenschaft der
Filamente darstellt (Egelman & Orlova, 1995) Liganden, oder auch Actin bindende
Proteine konnen die Filamentstruktur modulieren wie es beispielsweise fiir Gelsolin gezeigt
wurde, das fiir die Generierung der Filamente als Nukleationsverstirker eingesetzt wurde

(Khaitlina & Hinssen, 1997).
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'~ stumpfes
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Hydrolyse von ATP

ATP Kappe

\ Austausch von ATP und ADP

8

Abb.2.2.: Struktur und Dynamik des F-Actins. In (A) ist die dreidimensionale Struktur des F-Actins
wiedergegeben (Holmes et al., 1990). (B) Elektronenmikroskopische Darstellung eines Actin- filamentes,
das mit Myosin S1 Fragmenten dekoriert wurde. Durch die Bindung der S1 Fragmente wird die polare
Anordnung der Untereinheiten im Filament sichtbar, das Filament wird dort dicker und die
pfeilspitzendhnliche Struktur wird sichtbar (Pfeile). Aus der Polaritéit des Filamentes resultiert ein stumpfes
und ein spitzes Ende. (C) Im Zustand eines dynamischen Gleichgewichtes von Actinfilamenten und freiem
G-Actin werden ATP-G-Actine am Plusende in das Filament integriert und ADP-Actine am Minusende
wieder dissoziiert. Ist die Hydrolyse des ATPs durch die actineigene ATPase-Aktivitit langsamer als die
Inkooperationsrate des ATP-G-Actins, kommt es zur Ausbildung einer filamentstabilisierenden ATP-Kappe.
Der Austausch von ADP~ zu ATP G-Actin ist daher fiir die Filamentbildung ein geschwindigkeits-
bestimmender Prozess, der in vivo durch Actinbindende Proteine (z.B. Profilin, Thymosin) beschleunigt
wird (nach Pollard, 1990 & 1992, modifiziert).
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2.3 Actin bindende Proteine

Die Organisation der Actinfilamente wird in Zellen nicht nur durch die Ionenbedingungen,
die Temperatur, den pH-Wert oder durch die Verfiigbarkeit von Monomeren reguliert,
sondern basiert hauptséchlich auf dem Einfluss Actin-bindender Proteine. Im steady-state
Zustand liegt der Actin-furnover in einem Filament etwa bei 2um/h. Das ist
vergleichsweise langsam wenn bedacht wird, dass die Zellmotilitit z.T. auf der
Actindynamik basiert. Die Aufgabe die Rate in vivo zu beschleunigen wird von Actin
bindenden Proteinen erfiillt. Auf Basis der Funktion wurden verschiedene Ansétze zur
Klassifikation dieser Proteine vorgenommen (Stossel et al., 1985; Vanderkerckhove, 1990;
Hartwig & Kwiatkowski, 1991, Pollard 1992; Weeds & Maciver, 1993; Schleicher et al.,
1995; DosRemedios et al., 2003). Da sich jedoch einige Proteine durch ihre
Multifunktionalitit (z.B Gelsolin, Profilin, Cofilin) einer konsequenten Kategorisierung
entziehen und in den letzten Jahren auch eine Vielzahl neuer Proteine entdeckt wurden, ist
eine allein auf der Funktion basierende Zuordnung in bestimmte Klassen schwierig (Carlier
& Pantaloni, 1997; DosRemedios et al., 2003). Mit der Zunahme von Daten zur Struktur
durch die Rontgenkristallographie wurden nun auch Ansédtze diskutiert, die Proteine
aufgrund ihrer dreidimensionalen Struktur der Actin-bindenden Doménen zu kategorisieren
(Pollard, 1992, Van Troys et al., 1999). Das hier nachfolgend wiedergegebene System
(nach DosRemedios et al., 2003) soll demnach vorwiegend einen konzeptionellen

Uberblick vermitteln:

1)Monomer-bindende Proteine: 40% des zelluldren Actins ist G-Actin. Diese Proteine

Sequestrierung G-Actin, was sich auf die Polymerisation auswirkt. Beispiel: VitaminD-
binding-Protein, Thymosine (in Thrombocyten binden sie 70% des G-Actins), DNasel.
Héaufig wird auch das G-Actin bindende Profilin genannt, allerdings bindet es nur ~20%
zelluldarer Monomere und sorgt fiir deren Nucleotidaustausch, was in einer Polymerisations-
begiinstigung resultiert.

2) Filament depolymerisierende Proteine: Diese Proteine induzieren die Konvertierung von

F~ zu G-Actin, wie beispielsweise ADF/Cofilin und CapZ.

3) An Filamentenden bindende Proteine: Durch die Bindung von Tropomodulin am

Minusende oder am Plusende durch CapZ wird der Austausch, sowie die Ab~ und
Anlagerung von Monomeren verhindert. Solche Filamente finden sich in
Muskelsarkomeren oder an Erythrocytenmembranen. Gelsolin verbleibt nach der

Fragmentation von Filamenten ebenfalls als Kappe am Plusende.
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4) Filament schneidende Proteine: Diese Proteine binden seitlich an die Filamente und

fragmentieren sie durch eine Verdnderung ihrer Konformation. Daraus entstehen Fragmente
mit Minusenden, die rasch depolymerisieren konnen. Die resultierende Desintegration von
Netzwerken fithrt so zu einem erhohten furn-over der Filamente. (z.B.Cofilin, Fragmin,
Gelsolin, Scinderin).

5) Quervernetzende Proteine: Sie sind meist mit zwei Bindestellen fiir F-Actin ausgestattet

und fiir den Aufbau von Biindeln, Verzweigungen und Netzwerken verantwortlich.
Beispiele: a-Actinin, Filamin, Villin, Spectrin, Arp2/3

6) Filamentstabilisierer: Die mechanische Stabilitét, aber auch der Verlust von Monomeren

kann durch laterale Assoziation dieser Proteine gewéhrleistet werden (Tropomyosin,
Nebulin)

7) Motorproteine: Die Filamente werden als Schienen genutzt, bekannteste Vertreter

gehoren zur Familie der Myosine
2.4 Actinmodulatoren (Gelsoline)

Eine weitere Definition Actin modulierender Proteine wurde von (Hinssen, 1981)
vorgeschlagen. Darunter verstehen sich Proteine mit einer Anzahl funktioneller
Eigenschaften. Sie binden sowohl G~, als auch F-Actin, inhibieren die Actin-
polymerisation durch Blockierung des Plusendes, Forderen die Nucleation und verkiirzen in
Abhidngigkeit von Calcium durch Fragmentation die Filamente. Es sind zwei
GroBenklassen bekannt, Proteine mit einem relativen Molekulargewicht von ~40 und mit
einem Gewicht von ~80kDa. Vertreter der Gelsolinfamilie konnten bereits in Myxomyceten
(Hasegawa et al. 1980; Hinssen 1981, a, b: Yamamoto et al., 1982), in Invertebraten
(D'Haese & Hinssen, 1987) und in Vertebraten (Yin & Stossel, 1979; Bretscher & Weber
1980a; Hinssen et al., 1984; Rouayrence et al., 1984) nachgewiesen werden. Jedes dieser
Proteine besteht entweder aus drei oder sechs Wiederholungen homologer Segmente von
120-130 Aminoséduren. Diese Doménenstruktur Actin modulierenden Proteine fiithrte zu der
Vermutung, dass sich diese Prototypen aus einem Profilin-artigen, 14 kDa Vorldufer
evolviert haben konnten (Bazari et al., 1988; Finidori et al., 1992), wobei die Modulatoren
des 40 kDa Typs durch Gentriplikation entstanden und die Modulatoren des 80 kDa Typs
durch eine weitere Genduplikation entstanden sein konnten (Andre et al. 1988, Langer et
al. 1998). Eine Alternative zu dieser Hypothese basiert auf Daten zur Beschreibung des
Protovillins in Dictyostelium (Hoffmann ez al., 1993) sowie der Beschreibung eines

Gelsolins in Drosophila (Heinzelman et al., 1993). Liick (1995) hypothetisierte einen auf
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Sequenzvergleiche basierenden, moglichen evolutiondrer Verlauf fiir Actin-bindende
Modulatoren aus Crustaceen, der durch Daten des Villins (Bazari et al., 1988; Bock et al.,

1994) unterstiitzt wurde.
2.4.1 40 kDa Actin-Modulatoren

Zur Gruppe der 40kDa Actin Modulatoren gehoéren Fragmin aus dem azelluldren
Schleimpilz Physarum polycephalum (Hasegawa et al., 1980; Hinssen, 1981 a,b), Severin
aus Dicyostelium discoideum (Yamamoto et al., 1982) und EWAM (Earthworm-Actin
Modulator), der aus der schriaggestreiften Muskulatur von Lumbricus terrestris isoliert und
biochemisch charakterisiert werden konnte (D'Haese & Hinssen, 1987). Im
Adductormuskel von Pecten jacobaeus (Bivalvia) wurde ein Vertreter der 40kDa
Modulatoren nachgewiesen (Remmert & Hinssen, 1996), auch in unbefruchteten Eiern von
Hemicentrotus pulcherrimus (Echinoida) wurde ein 40kDa Protein identifiziert, das mit

Actin 1:1 Komplexe ausbilden kann (Coluccio et al., 1986).

Fragmin, das zunéchst als Physarum-Actinin bezeichnete wurde, ist ein 42 kDa-Protein. Es
wurde zunichst mit Actin komplexiert isoliert und konnte durch Calciumkonzentration >10°
6 aktiviert werden (Hinssen 1981 a, b). Die Aktivitit wird durch saure Phospholipide
moduliert (Gettemanns et al., 1995), sie induzieren die Dissoziation von Actin in einen 1:1
Komplex und inhibieren so 50 % der Cappingaktivitit. Im Gegensatz zur Cappingaktivitit
des Gelsolins kann dieser Komplex dann nicht weiter dissoziieren. Von den Doménen eins
bis drei, welche im Fragminmolekiil mit Aktin assoziieren konnen, sind die ersten beiden
Doménen fiir PIP, sensitiv. Eine mogliche Bildung eines 2:1 Komplexes mit monomerem
Actin (Hasegawa et al., 1980) ist nicht eindeutig gekldrt, (Ampe & Vandekerckhove,
1987).

Severin (40 kDa) aus Dictyostelium discoideum weist drei Aktinbindestellen auf und bildet
sowohl EGTA-stabile 1:1, als auch einen EGTA sensitive 2:1 Komplexe aus (Giffard et al.,
1984; Eichinger und Schleicher, 1992). Es =zeigt zum Gelsolin identische,
calciumabhingige Fragmentationsaktivitit. Eine Verstirkung der Nukleation von G-Actin
konnte nicht nachgewiesen werden (Yamamato et al., 1982, Yin et al., 1990). Severin aus
Dictiostelium besitzt je zwei Bindungsstellen fiir Ca®" und fiir saure Phospholipide, welche

durch Assoziation die Aktivitit des Proteins regulieren (Eichinger & Schleicher 1992).

Der 40 kDa Actin Modulator aus der schrigen Muskulatur des Anneliden Lumbricus

terrestris (EWAM) stellt das erste Gelsolin-artige Protein dar, dass aus Invertebraten
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isoliert wurde (D'Haese & Hinssen, 1987). Es konnten zwei beziiglich ihrer
Actininteraktion identische Isoformen (43/45 kDa) identifiziert werden. Mit monomerem
Actin bildet EWAM einen EGTA-stabilen 1:1 und einen EGTA-sensitiven 1:2 Komplex
aus, letzterer inhibiert die Fragmentationsaktivitit. Die Doméne 1 bindet nur globuldre
Actine, wohingegen die benachbarte Doméne 2 auch zusitzlich filamentoses Aktin zu
binden vermag, Nukleations~ und Fragmentationsaktivitit werden durch benachbarte
Doménen ermoéglicht; die Regulation durch Calciumionen wird durch die Bindung an
Domine drei gewéhrleistet (Giebing et al., 1997). Fragmin, EWAM und Gelsolin (isoliert
aus der glatten Muskulatur des Schweinemagens) wurden direkt miteinander verglichen
(Hinssen, 1986). Es zeigte sich abseits der Molekularmassenunterschiede kein Unterschied
in der calciumabhédngigen Fragmentationseffizienz. Da sich EWAM und Gelsolin
hinsichtlich der Forderung der Nucleationsaktivitdit und der Komplexbildung mit
Actinmonomeren nicht unterscheiden, wurde zwischen den beiden Modulatoren eine
engere Verwandtschaft postuliert als zum Fragmin, das unter experimentell vergleichbaren
Bedingungen mit nur einem G-Actin interagiert. Auch der 50kDa Actin Modulator aus dem
Adductormuskel von Jakobsmuscheln =zeigte eine vergleichbare, calciumabhingige
Fragmentationsaktivitdt und Eigenschaften die eine Ausbildung von terndren Komplexen
mit Actinmonomeren ermdoglichen. Diese Komplexe scheinen aber durch Calciumentzug

nicht dissoziierbar zu sein (Remmert & Hinssen, 1996).

2.4.2 80 kDa Actin-Modulatoren

Neben den aufgefiihrten 40 kDa Actinmodulatoren aus Mollusken und Oligochaeten
konnten ebenfalls zwei weiter Modulatoren in verschiedenen Taxa innerhalb der
Spiralierstammlinie identifiziert werden, die der Gruppe der 80 kDa Actin Modulatoren
angehoren. Diese Gelsolin-artigen Proteine wurden in der Crustaceenmuskulatur von
Astacus leptodactylus (Bock et al., 1994) und Homarus americanus (Liick et al. 1995),
sowie in Drosophila melanogaster (Heintzelmann et al., 1993; Stella et al., 1994)
lokalisiert. Analog zu Studien von Gelsolin aus Vertebraten (Hinssen et al. 1984, Weeds et
al., 1986), wurden in Drosophila ebenfalls Proteine der Gelsolinfamilie in Form einer
cytoplasmatischen und einer sekretorischen Isoform nachgewiesen. Funktionelle Analysen
und Sequenzvergleiche von Gelsolin aus der glatten Muskulatur von Ascidien belegen eine
ndhere Verwandtschaft zu Vertebratengelsolinen, als zu den Actin Modulatoren aus
Arthropoden (Langer et al., 1998, Ohtsuka et al., 1997). Im phylogenetischen Kontext

deutet dies primédr auf eine konvergente Evolution der 80kDa Modulatoren innerhalb der
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Metazoen, moglicherweise entstanden die 80kDa Modulatoren der Arthropoden und der

Vertebraten zwei Mal unabhéngig aus Genduplikationsprozessen (Andre ef al., 1988).

Weitere Modulatoren der 80kDa Klasse sind das mit Aktin vollstindig reversiblel
interagierende Adseverin (Maekawa & Sakai, 1990, Sakurai et al., 1990) und das 92 kDa
Protein Villin (Bretschel & Weber, 1979). Villin kommt in adsorptivem Epithel vor, weist
die fiir Actin-Modulatoren charakteristischen Eigenschaften auf (Glenney et al. 1981,
Matsudaira et al., 1985) und besitzt am carboxyterminalen Ende eine 8.8 kDa schwere
,headpiece” Domine, welche durch eine zusitzliche Actinbindestelle die ausschlaggebende
Féahigkeit zur Actinblindelung vermittelt (Friederich et al. 1989, Pope et al., 1993). Diese
Eigenschaft ist fiir Gelsolin nicht bekannt. Funktionelle Vergleiche zwischen Gelsolin und
Villin belegten stark dhnliche Eigenschaften, Villins Aktivitét unterliegt jedoch auch einer
grofleren Calciumabhingigkeit (Janmey & Matsudeira, 1988).

2.5 Struktur, Funktion und Lokalisation von Gelsolin

2.5.1 Struktur und molekulare Interaktion mit Aktin

Gelsolin ist ein komplexes Actin-bindendes Protein, das modular aus sechs Doménen (G1-
G6) aufgebaut ist (Kwiatkowki et al.,, 1986). Die Dominen besitzen unterschiedliche
Eigenschaften, die jeweiligen Module stehen durch unterschiedlich lange Abschnitte der
Polypeptidkette in Kontakt. Untersuchungen zur Doménenstruktur des Vertebraten
Gelsolins belegen in Anwesenheit von Calciumionen drei Bindungstellen mit Actin (Bryan
1988; McLaughlin, 1993), G1 und G4 binden G-Actin (Pope ef al., 1996), wohingegen G2
vorzugsweise F-Actin binden kann (Maciver et al, 2000). Durch proteolytische
Spaltungsexperimente wurde deutlich, dass die Bindungsstellen im GI1-G3 Fragment
calciumunabhéngig Actin binden kénnen, eine Assoziation von G4-G6 an G-Actin aber nur
in Anwesenheit von Calcium erfolgt (Bryan, 1988). Sequenzanalysen konnten zeigen, dass

die Module G1 und G4, G2 und G5, G3 und G6 jeweils hohe Homologien aufweisen.

Das gesamte Molekiil wird nicht nur durch Calciumionen, sondern auch durch die Bindung
an saure Phospholipide (PIP;) reguliert, welche an zwei Seiten von G1 und G2 assoziieren
konnen (Hartwig 1989; Burtnick et al., 2004). Weitere Untersuchungen zur Struktur deuten
darauf hin, dass Gelsolin méglicherweise nicht nur an Actin bindet. Fiir Mammaliergelsolin
wurde eine Bindung der Domine 2 an Tropomyosin postuliert (Koepf & Burtnick, 1992;
Maciver et al., 2000). Die Interaktion von Tropomyosin und G2 ist aber umstritten, denn

die vorgelegten Daten basieren auf Lichtstreuungsmessungen bei denen es zur Aggregation
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von exprimiertem G2 und Tropomyosin gekommen sein kénnte. Durch Experimente mit
nativem Protein konnte eine mogliche Interaktion von Tropomyosin mit der G2

Untereinheit noch nicht gezeigt werden.

S§3-84
Linker Tail
Gelsolin jﬁs 1%‘i 247 27? : 364 419 n 511 51 H 618 -‘-. 731 755
Ca* insensitive, PIP, sensitive severing and capping Ca* sensitive actin binding and capping
376
— 11 |
I T 1
Caspase-3 site
Actin Binding o p——] ]
monomer  filament side monomer
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Abb.2.3: Struktur Funktions Doménen von Gelsolin Die Aminosduren sind wie bei Plasma-Gelsolin
durchnumeriert, Segmentgrenzen des modularen Proteins basieren auf kristallographischen Analysen. Die
Bereiche in denen Actin, PIP, und Calcium bindet sind separat indiziert (aus Sun ef al., 1999).

In der Gegenwart von micromolarem Calciumkonzentrationen besitzt Gelsolin die
Fahigkeit Actinfilamente zu schneiden. Nach der Fragmentation verbleibt es am schnell
wachsenden Plusende als Kappe. Damit wird unter Bedingungen der Depolymerisation
oder in Gegenwart hoher Profilinkonzentrationen ein Verlust von Untereinheiten am
anderen Filamentende (pointed end) moglich. Die Domédnen G1 und G2 sind fiir die
Fragmentation von F-Actin verantwortlich, wobei G1 die Fragmentationsaktivitit vermittelt
(Way et al. 1992), eine Bindung des F-Actins an G2 fiir die Fragmentation aber
Vorraussetzung ist (Renoult ef al., 2001). Zwei Calciumionen koordinieren moglicherweise
die Bindung zwischen Gelsolin und Actin (Choe et al. 2003; Burtnick et al., 2004). Das nur
aus drei Domédnen aufgebaute Protein Severin zeigt ebenfalls, obgleich vergleichsweise
schwicher, die Nucleations~, Fragmentations und Cappingaktivitit des Gelsolins (Andre et
al.1988; Yin et al1990). Selden (1998) konnte zeigen, das die volle
Fragmentationsaktivitit auf der Kooperation der C~und N-terminalen Hélften basiert. In
den letzten Jahren wurde durch Kombinationen von Rontgenstruktur~, NMR-
spektroskopischen~ und elekronenmikroskopischen Analysen Fortschritte zur Aufklarung
des Fragmentationsprozesses gemacht, dennoch ist der exakte Ablauf noch unklar. Der

Prozess besteht aus vier wesentlichen Schritten (Abb.2.4, McGough et al. 2003):
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1)

2)

3)

4)

A: Der erste Schritt besteht in der Aktivierung durch Calcium: Es sind dabei zwei
Typen von Calciumionen von Bedeutung, Typ I bindet an Bereiche des Molekiils, die
durch die Assoziation von Gelsolin mit Actin entstehen, Typ II besetzt Bindestellen an
dem alleinigen Gelsolinmolekiil. In Gegenwart submikromolarer Konzentrationen
werden durch Ca®" TyplI-Bindungsstellen an G5 und G6 belegt. Dadurch wird ein
interne  Peptidbriicke  (Latch-Helix) verschoben, was zu einer massiven
Konformationsénderung des Molekiils fiihrt, so dass an G2 die Bindungsstelle fiir F-
Actin frei wird (Choe et al., 2002; Kiselar et al. 2003). Damit eine Fragmentation
ausgefiihrt werden kann, miissen hohere Calciumkonzentrationen verfiigbar sein; die
Ionen binden wahrscheinlich an G1, G2 und G4, sdttigen damit des Molekiil ab und
vermitteln nach der Bindung von F-Actin vollstindige Fragmentationsaktivitit.
Insgesamt gibt es bis zu acht potentielle Calciumbindestellen am Gelsolinmolekiil, es
bleibt jedoch unklar, ob alle moglichen Bereiche besetzt werden.

Filamentbindung: Nach der Aktivierung durch Calcium ist eine Bindung an F-Actin
durch G2 moglich. Wenn dies geschieht, riickt die calciumunabhéngig-G-Actin
bindende G1 Domine in die Ndhe der Actinbindestelle. Es wurde ebenfalls gezeigt, das
G2 auch in Abwesenheit von Calciumionen an F-Actin binden kann (Bryan 1988, Way
et al, 1989, 1992).

Filamentfragmentation: G1 inseriert zwischen zwei Monomeren, die longitudinal an
einem Actinstrang angeordnet sind. Es sieht derzeit danach aus, als wiirde das
Aufbrechen der Verbindung eines Stranges reichen, um auch die Verbindung auf dem
parallelen Strang zu destabilisieren und die vollstindige Fragmentation zu
gewdhrleisten.

Filamentcapping/Uncapping: Vermutlich wird fiir die Ausbildung einer Kappe durch
das Gelsolinmolekiil eine Interaktion von G4 mit einem terminalen Monomer des
Plusendes bendtigt, es bleibt unklar, welches Monomer mit G4 assoziiert (B, 1 & 2).
Wiéhrend der Fragmentation steht Gelsolin mit drei Monomeren des F-Actins in
Kontakt, als Kappe verbleibt aber nur der Kontakt mit zwei G-Actinen (Pope et al.,
1991). Diese Kappe am Actinfilament kann durch Interaktionen mit Polyphospho-
inositiden an der N-terminalen Hilfte des Gelsolins (zwischen G1 und G2, lysinreiche

Region) entfernt werden.
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Abb.2. 4.: Schematisches Model des Fragmentations~ und Cappingprozesses

(A) In Gegenwart von EGTA bildet Gelsolin eine kompakte Struktur aus, in der moglicherweise die
Actinbindestellen durch interne Doméanenkontakte und einer C-terminalen /atch-Helix maskiert sind. I: Durch
Bindung von Calcium an G6 werden Salzbriicken zwischen G2 und G6 aufgelost und die F-Actinbindestelle an
G2 exponiert. Bindung von Calcium an G5 stimuliert weitere Bewegungen, die zu einer vollstindigen
Aktivierung fiithren. II: Das aktivierte Gelsolin vollzieht eine Konformations-dnderung, die eine Bindung von
G2 an zwei longitudinal-benachbarte Actinuntereinheiten des Filaments moglich macht. III: Nach der Bindung
von G2 wird G1 an das Filament angelagert. Typ 1 Calciumionen binden in der Gegenwart von Actin an G1 und
G4. IV-V: Die Fragmentation und die Ausbildung der Kappe vollziehen sich unter Bindung von G4 an Actin.
Gelsolin verbleibt nach dem Schneiden als Kappe und schiitzt das Filament vor der Addition von Monomeren.
Die meisten Modelle plazieren G4 auf der Actinuntereinheit 2 (VI a), aber auch die Actinuntereinheit 4 (VI b)
ist nahe genug um G4 zu binden. VI-VII: Die Bindung von PIP2 im Bereich zwischen G1 und G2 befreit das
Filament von Gelsolin (aus McGough et al, 2003, modifiziert). (B) Die méglichen Modi der Ausbildung einer
Kappe am Plusende des Filaments nach der Fragmentation. 1: nach A (VIa) G1 (blauviolett) ist an die terminale
Untereinheit des Actinfilaments (gelb, 1) angedockt, G4-G6 liegen auf der Untereinheit 2 (grau) des Actins (aus
McGough et al, 2003, modifiziert) 2: Im alternativen Model bindet G4 an Untereinheit 4 des Actinfilaments
(aus Burtnick et al., 2004, modifiziert).
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Es gibt zwei grundsétzliche Moglichkeiten, die zur Entfernung der Kappe fiithren: 1) Die
Affinitdt von Gelsolin zu Phospholipiden konnte hoher als die zu Actin sein, wie es bereits
fiir andere Actin-bindende Proteine gezeigt werden konnte. In Konkurrenz um Bindung
wird Gelsolin von Actin sequestriert. 2) Die Bindung von Phospholipiden erzeugt eine
Konformations-modifikation im Gelsolinmolekiil, die zur Destabilisierung der Gelsolin-

Actin Interaktion fiihrt (Xiang & Janmey, 2002; Yin & Janmey, 2003).
2.5.2 Die vielseitigen Funktionen von Gelsolin

Gelsolin ist in Geweben von Vertebraten als auch Invertebraten lokalisiert, wobei fiir
Vertebratengelsoline cytoplasmatische und eine sekretorische Varianten nachgewiesen
wurden (Nodes et al 1987; Kwiatkowski, 1988). Das Plasmagelsolin wird hauptsichlich
von Muskelgewebe gebildet (Nodes et al, 1987; Kwiatkowski et al, 1988). Beide
Isoformen werden von einem Gen codiert und alternativ gespleisst (Kwiatokwski et al.,
1986) und besitzen funktionell gleiche Eigenschaften. Die sekretorische Isoform besitzt
eine N-terminale Extension, die beim Menschen aus 25 zusétzlichen Aminosiuren besteht
(Kwiatkowski ef al., 1988). Es wird angenommen, dass diese Isoform bei Vertebraten
filamentoses Actin aus beschéddigten Zellen fragmentiert und somit die Viskositit der
extrazelluldren Fliissigkeit reguliert (Haddad et al, 1990). Im Plasma begiinstigen die
physiologischen Bedingungen Elongationen von Actinfilamenten (Burtnick et al., 1997),
die eine Erhohung der Viskositdt des Blutes zur Folge haben und dann moglicherweise
auch Kapilaren verstopfen konnten, was vermutlich durch Funktionen des Plasmagelsolins
verhindert wird. Weitere Untersuchungen zeigen auch, dass sezerniertes Gelsolin als Lipid-
Carrier Protein fungieren konnte, da es in der Lage ist Lysophosphatidylsdure effektiv zu

binden (Meerschaert et al., 1998).

Die actinhaltigen Strukturen in Zellen zeigen eine hohe Dynamik, welche durch
extrazelluldre Signale beeinflusst werden (Yin ef al., 1999). Die Aktivitdt von Gelsolin
wéhrend zelluldrer Bewegungen und der cytoskeletalen Reorganisationen (Sun ef al., 1999)
wird vielfach reguliert: nach einer Fragmentation kann Gelsolin durch saure
Phosphoinositide sequestriert und in einem inaktiven Stadium an der Zellmembran,
verankert werden. Das gebundene Aktin wird moglicherweise durch Konkurrenz (s.0)
verdrangt und Gelsolin somit zuriick in einen reaktivierbaren Zustand tiberfiihrt. Calcium
aktiviert erneut freies Gelsolin und es ist dann ermoglicht Aktinfilamente zu schneiden und
zu blockieren. Es wurde beobachtet, das Actinfilamente PIP, reicher Membranen ungecappt

bleiben, was eine weitergehende Aktinpolymerisation erméglicht (Janmey & Stossel, 1987;
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Yin & Janmey, 2003). Durch die Inhibition von Gelsolin durch Phosphatidylinositide wird
folglich selektives Wachstum von Aktinfilamenten ermoglicht. Es ist dabei aber unklar, ob
die nukleationsfordernde Eigenschaft von Gelsolin physiologisch von Bedeutung ist. In
diesem Zusammenhang konnte aktuell gezeigt werden, dass Gelsolin auch mit actin-
ungebundenem Calponin interagiert. Die Ausbildung von 2:1 Komplexen fithrt zur
Reduktion der Nucleationsaktivitit um 50% bei gleichzeitiger Erhaltung der vollen
Fragmentationsaktivitit (Fattoum et al., 2006). Die Bedeutung der Gelsolin-Aktivitdten
variiert in unterschiedlicher Zelltypen. Die Aktivierung von Blutpldttchen initiiert
beispielsweise die Freisetzung von Gelsolin {iber eine kontinuierliche Erh6hung der PIP,-
Hydrolyse, begleitet von der erhohten Freisetzung von Calciumionen, was zur

Fragmentation von Filamenten fiihrt (Hartwig ef al., 1995).

Eine Motilitdit am Leitsaum einer Zelle kann mittels Hydrolyse von PIP, durch die
Phospholipase C, damit vermittelter Freisetzung von Gelsolin und resultierender
Filamentfragmentierung beschleunigt werden (Chou ef al., 2002). Die Hydrolyse der
Phosphoinositide fiihrt ebenfalls zur Aktivierung weiterer Actin-bindender Proteine, wie
beispielsweise Cofilin und Profilin, woraus eine Erhéhung des Actin turnovers resultiert.
Bindungsstellen fiir die Phosphoinositide wurden sowohl in C-terminalen (Feng et al,
2001), als auch in N-terminalen Regionen des Gelsolinmolekiils ermittelt (Janmey und
Stossel 1987), wobei es simultan zwischen ein bis drei PIP,s in Lipidvesikeln binden kann.
Diese Bindungen werden nicht nur durch modale Kompositionen (Flanagan ez al., 1997)
und Geometrien der Doppellipidschicht diktiert (Tuominen et al., 1999), sondern auch
durch die Calcium~ und pH-Wert abhéngige Konformation und dem damit verbundenen
Affinitditswechsel von Gelsolin. Der Actinmodulator wird durch saure Phospholipide
reguliert, moduliert selbst aber auch den Metabolismus der Lipide, was im weiteren einen
Effekt auf die Mitogenitit der gesamten Zelle hat (Yin, 1988). Der Einfluss von Gelsolin
auf den Lipidmetabolismus zeigt sich durch den erhohten Phospholipid turnover und durch
selektive Effekte auf die Remodellierung von Inositollipiden durch Aktivierung von
Phosphatidylinositol-Kinasen und Phospholipase D (Sun et al, 1999). In diesem
Zusammenhang steht auch die Vermittlung sequenzieller Schritte des Imports von Kollagen
(Arora et al., 2005). Es konnte gezeigt werden, dass die calciumabhéngige Fragmentation
die Bindungsschritte bei der Kollagenphagocytose beschleunigt, auf der anderen Seite ist
die PIP, abhdngige Regulation der Gelsolinaktivitidt wichtig, da eine Aktinassemblierung

fiir die Internalisierung von Kollagen benétigt wird.
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Fir glatte Muskelzellen wird eine direkte Beeinflussung der Calciumsensitivitit der
Actomyosin ATPase durch Gelsolin diskutiert (Teubner et al., 1994; Gusev et al., 1994),
indem die Caldesmon-Inhibition reduziert wird. Gelsolin hat demnach einen positiven
Effekt auf die Féhigkeit von Calmodulin, die Inhibierung der Actin-aktivierten Myosin
ATPase durch Caldesmon aufzuheben (Gusev et al., 1994). Gelsolin aktiviert in vitro die
Actomyosin-ATPase durch Verkiirzung der Actinfilamente (Gailly ef al., 1990). Gelsolin
aus der Aorta von bos tauris verstirkt in der Gegenwart von Tropomyosin die Actin-
aktivierten MyosinATPase durch die Verkiirzung von F-Actin um das Vielfache (Ebisawa

& Nonomura, 1985).

Gelsolin ist nicht nur an der Regulation der Zellmotilitdt beteiligt, es zeigt auch seine
vielgesichtige Rolle durch antiapoptotische Aktivitdt. Die Domdnen G4-G6 konnen die
spannungsabhingigen Anionenkanéle blockieren und somit den Verlust des mitochondriale
Membanpotentials, was zu einem weiteren suksessiven CytochromC Verlust fiihrt,
inhibieren (Furukawa et al. 1997, Kusano et al. 2000). Das modulare Gelsolinmolekiil
besitzt zwei ,,Tandem“-homologe Seiten, der G1-G3 Komplex, welcher als unabhéngiges
N-terminales Fragment wérend der Apoptose durch Caspasen aus dem intakten Protein
gespalten wird zeigt calciumunabhéngige Fragmentationsaktivitit (Janmey & Stossel,
1987; Kothakota et al. 1997; Azuma et al, 2000) und andererseits somit auch
apoptosefordernde Funktionen. Dass Krebszellen, die eine erniedrigte apoptoserate
aufweisen, auch eine verringerte Gelsolin Expression zeigen, unterstiitzt die These der pro-
apoptotischen Wirkung von Gelsolin (Kwiatkowski, 1999). Die Expression von Gelsolin
wird bei der Carcinogenese um 60-90% herunterreguliert (Kuzumaki et al., 1998). Die
Bedeutung von Gelsolin in Zellen wurde auch nach Untersuchungen von Gelsolin-
»knockout** Méusen diskutiert, da diese ohne wesentliche phéanotypische Defekte tiberleben.
Fiir das Fehlen Gelsolins wurden kompensatorische Mechanismen vermutet (Witke et al.,
1995; Lu et al.,, 1997; Azuma et al., 1998). Dennoch konnte fiir perinatale Stadien
Dispositionen bei motilen Zellen (Kwiatkowski et al. 1999), Modifikationen in der Rac
stimulierten Signaltransduktion (Azuma et al., 1998), reduzierte Neurit-retraktionen (Lu et

al., 1997) und es konnten Defekte in der Wundheilung festgestellt werden.

Neben der Modulation der Aktinfilamentnetzwerke wurde die Bedeutung von Gelsolin fiir
weitere Prozesse verdeutlicht, dazu gehort beispielsweise die Herabregulation von Gelsolin
wiéhrend der Carcinogenese in vielen Geweben (Kwiatkowski et al., 1999), als auch das
Auslosen der Amyloidosekrankheit bei Mutation in seiner Nukleotidsequenz. Letztere

resultiert in der Disposition von Amyloidproteinen, die zu neurologischen und
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dermatologischen Schiden fithrt (Kiuru et al., 1998). Lee et al. (1992) beschreibt das
Zusammenspiel von sekretorischem Plasmagelsolin mit VitaminD-bindenden Protein,
welches monomeres Actin komplexieren kann. Das regulative ,,Actin Scavenger System‘
kontrolliert so die Viskositit des Blutes durch Fragmentation und Inhibition der

Polymerisation des Aktins.

2.5.3 Lokalisation von Gelsolin

Elektronenmikroskopische Studien haben zeigen konnen, dass Gelsolin bei Makrophagen
und Blutplédttchen vorwiegend in der Peripherie der Zelle im Bereich des Kortex von
Actinfilamenten vorliegt, wo es moglicherweise an Polyphosphoinosite gebunden wird
(Hartwig et al., 1989). Teubner ef al. (1994) demonstrierten, das Gelsolin in den Zellen des
Maus-Ovars fiir die Regulation des Actin-Cytoskeletts verantwortlich ist, wenn die Zellen
beim Wachtum der Follikel verkleinert werden und die Mikrovilli sich verkiirzen. In
neuronalen Zellen konnte Gelsolin in Oligodendrocyten (Lena et al, 1994; Tanaka &
Sobue 1994; Vouyiouklis & Brophy, 1997) und am Wachstumkegel lokalisiert werden
(Tanaka et al., 1993). Gelsolin ist demzufolge nicht nur am dynamischen Umbau von
Aktinstrukturen beteiligt, sondern auch méglicherweise initiierender Ausgangspunkt fiir die
Bildung der Filamente. In diesem Zusammenhang wurde neben dem bekannten
cytoplasmatischen Gelsolin eine mRNA identifiziert, die aus alternativem Splicing des
gleichen Gens hervorgeht und moglicherweise eine weitere Isoform codiert (Vouyiouklis &
Brophy, 1997). Die Sequenz dieser Variante enthilt keine N-terminale Extension, die auf
eine extrazellulare Form deutet, daher wurde vermutet, dass es sich bei der Gelsolinisoform

um eine cytoplasmatische Form handelt.

Von Gelsolin wird angenommen, es sei zelluldr generell in actinreichen Regionen
lokalisiert (Yin et al. 1981). An Mausfibroblasten wurde gezeigt, dass Gelsolin nicht
ausschlieBlich an Actinfilamentebiindeln assoziiert 1ist, sondern auch diffus im
cytoplasmatischen Raum verteilt vorliegt (Cooper et al., 1987, 1988). Dissmann und
Hinssen (1994) zeigt andererseits, dal Gelsolin in Fibroblasten an StreBfasern gebunden
vorliegt, wéhrend es in myogenen Zellen und an Skelettmuskelmyofibrillen hauptsiachlich
in den I-Z-1 Regionen lokalisiert ist, letzteres wurde ebenfalls durch Lokalisationsstudien
am Herzmuskel gezeigt (Rouayrenc et al., 1984). Chaponnier et al. (1985) verwiesen
ebenfalls auf eine diffuse cytoplasmatische Verteilung von Gelsolin in weillen Blutzellen,
was zuvor auch fiir kultivierte Lymphzellen gezeigt wurde (Thorstensson et al., 1982).

Kolokalisationen von Gelsolin mit Actin wurden von einigen Authoren als
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fixierungsbedingte Ergebnisse gedeutet, die in situ nur kurzzeitiger Natur seien. Eine
eindeutige Immunlokalisierung in Vertebraten konnte demnach auch oft durch die hohe
Konzentration (0,2 mg/ml) von Gelsolin im Serum beeintrachtigt worden sein
(Kwiatkowski et al 1988b), was folglich zu fehlerhaften Folgerungen aus Annahmen einer
Lokalisation entlang der Filamente permeabilisierter Zellen fithre (Carron et al., 1986).
Hier wurde gezeigt, dass sich Gelsolin in Blutplédttchen vorwiegend in der Zellperipherie
befindet. Guttman et al. (2006) zeigte eine Kolokalisation von Gelsolin und Actin an
ektoplasmatischen Bereichen von Sertolizellen. Einige Monate spéter wurden die Daten zur
Lokalisation auf unspezifische Bindungen durch die Prasenz von Gelsolin in Blockpuffern
zuriickgefiihrt und reevaluiert (Guttman ef al., 2007). Andrerseits wurde unter Ausschluss
von xenogenem Gelsolin die Assoziation von Gelsolin an Actinfilamenten in Fibroblasten
(Kanno & Sassaki, 1989) und im Bereich der I[-Z-I Region im quergestreiften
Vertebratenmuskel gezeigt (Dissman und Hinssen, 1994). Eine lichtmikroskopische
Kolokalisation von Gelsolin und &hnlichen Proteinen mit Aktinfilamenten wurde fiir die
glatte Muskulatur des Huhns (Gonsior & Hinssen, 1995), als auch fiir den glatten Teil von
Adduktormuskeln aus Mollusken gezeigt (Remmert ez al/, 1999). Es scheint denmnach im

Muskel an Aktinfilamente zu binden, ohne sie zu schneiden.

Es bleibt folglich weiterhin umstritten, ob, wie und zu welchen Anteilen Gelsolin mit
Actinfilamenten assoziiert ist und wie die Verteilung in Zellen vorliegt. Die vorliegende
Arbeit widmet sich ausfiihrlich dieser Problematik und erweitert die bisherigen

Erkenntnisse durch immunelektronenmikroskopische Studien.

Andere Untersuchungen zur Lokalisationen von Proteinen der Gelsolinfamilie zeigen ein
eindeutligeres Bild. Villin wurde in Mikrovilli mit Actin kolokalisiert nachgewiesen
(Matsudeira et al., 1992), Severin wurde hochkonzentriert am Leitsam von Dictyostelium
(Brock und Pardee, 1985) ausgemacht. Fragmin liegt in den Plasmodien von Physarum
polycephalum mit Actin kolokalisiert vor (Naib-Majani et al., 1983; T Jampens et al.,
1997), EWAM wurde in unterschiedlichen Geweben der schriggestreiften Muskulatur des
Regenwurms ebenfalls mit Actin in Kolokalisation nachgewiesen (Kriiger, Dissertation,

Universitit Diisseldorf, 2001).
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2.5.4 Actinmodulatoren in Crustaceen

Actinmodulatoren konnten bereits in der Schwanzmuskulatur des amerikanischen
Hummers (Homarus americanus) und des europdischen Flusskrebses (4stacus fluviatilis)
identifiziert und aus ihnen isoliert werden (Bock et al., 1994; Liick et al., 1995). Die
Modulatoren zeigen grundsitzlich Gelsolin-charakteristische Eigenschaften. Die beiden
Proteine sind bei Astacus und Homarus offenbar fast identisch, dhnliche Befunde werden
fiir Gelsoline aus verschiedenen Mammaliern gedeutet (Way & Weeds, 1988; Kwiatkowski
et al., 1996). Crustaceengelsoline unterscheiden sich von Vertebraten-Gelsolin durch eine
niedriegere Affinitit zu Aktin (Bock et al., 1994). Unklarheit entsteht durch Daten, welche
die Modulatoren mit drei G-Aktin Bindestellen ausweisen, da in Vertebratengelsolinen und
anderen Actinmodulatoren nur zwei G-Actin Bindestellen vorhanden sind. Die
Hummergelsolin-Actin Komplexe sind bei geringen Ca®" Konzentrationen vollstindig

reversibel (Bock et al., 1994).

Vergleichende Studien zur Fragmentationsaktivitdt von Crustaceengelsolinen und denen
aus Vertebraten deuten auf eine geringere Aktivierungsschwelle durch Calcium bei den
Invertebraten-Actin-Modulatoren (Hinssen et al., 1986). Hinweise auf Abweichungen vom
Laufverhalten in der SDS-PAGE ergaben sich aus der Aminsduresequenz und damit auch
die Zuordnung zur Gruppe der 80kDa Actin Modulatoren, apparente Molekulargewichte in
der SDS-PAGE von tiber 100kDa erscheinen als Folge zahlreicher saurer Aminosaurereste
(Liick et al., 1995). Daten zur strukturellen Natur des Gelsolins aus Homariden ergaben
sich durch limitierte Proteolyse, die resultierenden Spaltfragmenten, die mit Villin

Spaltungen verglichen wurden, deuten auf deren evolutionire Verwandschaft.

Screenings mit einem polyclonalen (Crustaceen) Gelsolinantikérper ermoglichten die
Synthese eins Klons aus einer cDNA Datenbank, die in einem A-Expressionsvektor
konstruiert wurde. Das cDNA insert wurde dann sequenziert. Durch Sequenzvergleiche mit
Proteinen der Gelsolinfamilie zeigten sich starke Homologien zu Gelsolin aus Drosophila,
menschlichem Gelsolin und Villin. Die Sequenz des Hummergelsolins enthélt keine N-
terminale Extension, die auf eine extrazelluldre Variante deutet, daher wurde vermutet, dass
es sich bei dem Hummeraktinmodulator um eine cytoplasmatische Form handelt. Durch
diese Vergleiche konnten auch Motive fiir eine PIP,-Bindestelle am N-Terminus
aufgedeckt werden, die Aufklirung einer weiteren, kryptischen Bindestelle fiir
Phospholipide im C-Terminus des Molekiils bleibt aufgrund einer Sequenzdisposition

unklar. Das rekombinante, Gelsolin-artige Protein wurde in E.coli exprimiert und als
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renaturiertes Protein mit native-isoliertem Gelsolin aus der Hummermuskulatur funktionell
verglichen. Zwischen den Proteinen wurde dann kein signifikanter Unterschied im Bezug

auf die biologische Aktivitit ermittelt.
Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war zunédchst geplant, durch unterschiedliche
Methoden Klarheit dariiber zu erlangen, welche Verteilung des Actinmodulators in den
unterschiedlichen Muskeltypen des Hummers vorliegt. Durch immunologische
Kreuzreaktionen eines Antikorpers mit einer mutmallich weiteren Variante wurde die
Existenz von Isoformen impliziert. Die verschiedenen Muskelgewebe wurden dann

hinsichtlich unterschiedlicher Expressionsmuster untersucht.

Um Unterschiede zwischen den Varianten zu ermitteln, wurde eine Methode zur nativen
Aufreinigung der einzelnen Formen entwickelt und ein polyklonaler Antikorper gegen die
neue Variante hergestellt. Durch limitierte Proteolyse der isolierten Modulatoren sollten die
Spaltmuster vergleichend untersuchen werden. Weiterhin war beabsichtigt, mittels
massenspektroskopischer Analyse und nachfolgendem Sequenzvergleich die Existenz von
Isoformen zu belegen. Biochemische Charakterisierungen und Bindungsstudien sollten
dariiber hinaus Vergleiche zwischen den Varianten und auch mit Daten anderer Actin
Modulatoren ermdéglichen. Damit liegt ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit in einer
detaillierten, vergleichenden Analyse der Eigenschaften von Actinmodulatoren aus

Crustaceen, die im Gegensatz zu Vertebratengelsolin weitgehend ungeklirt sind.

Die Kolokalisation von Gelsolin und Actin ist umstritten. Mittels immunelektronen-
mikroskopischen Studien sollten die Gelsoline in unterschiedlichen Muskegeweben des
Hummers nachgewiesen und die Verteilung eingehend analysiert werden. Es wird dabei
erstmalig auf ultrastruktureller Ebene gezeigt, ob und zu welchen Anteilen Gelsolin mit
Actin in quergestreiften Skelettmuskeln kolokalisiert ist. Die Lokalisationsexperimente
sollten auch mit den immuncytochemischen Daten zur Existenz von Isoformen evaluiert
werden und Aufschluss tiiber isoformspezifische Verteilungsmuster vermitteln. Die
unterschiedlichen Muskelfasertypen des Hummers sind bereits physiologisch und
biochemisch gut untersuchte Modelle und koénnen moglicherweise zusammen mit den
Verteilungsmustern wesentliche Erkenntnisse tiber die Bedeutung der Isoformen und der

Funktion von Gelsolin in quergestreiften Skelettmuskelzellen geben.
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2 Material und Methode

2.1 Materialien

2.1.1 Bezugsquellen der Materialien

Laborchemikalien wurden in Analysequalitidt von Fluka, Roth, Gerbu, Serva oder Sigma
bezogen. Elektronenmikroskopisches Material wurde von Aurion und Plano erworben.

Andere Bezugsquellen wurden entsprechend vermerkt.
2.1.2 Bezugsquellen der Organismen

Lebende Exemplare des amerikanischen Hummers (Hommarus americanus) wurden
entweder vom GroBhandel Deutsche See, Bielefeld oder von Klotzer Feinkost, Biclefeld
kauflich erworben. Zoea Larven des europdischen Hummers (H.gammarus) wurden von
der Biologischen Anstalt Helgoland mitgebracht, Bestimmnung und Einbettung der
Stadien fand direkt vor Ort statt. Kaninchen wurden von Hindlern und Ziichtern aus

Bielefeld erworben.
2.1.3 Protein-Molekularmassenstandards

Fiir die vorliegende Arbeit wurden verschiedene Molekularmassenstandards verwendet.
Der HMW (high molekular weight) 6H (Sigma) wurde am héufigsten eingesetzt und
ermoglicht Zuordnungen im Bereich von 29 kDa bis 205 kDA. Aus laboreigenen
Proteinen wurde ebenfalls ein Marker hergestellt und eingesetzt. Er enthielt die Proteine
CapZ a; (36 kDa), Actin (42 kDA), Rinderserumalbumin (67 kDA), Gelsolin (81 kDA),
a-Actinin (100 kDA), Vinculin (117 kDA), Metavinculin (125 kDa), Myosin-Schwere
Kette-(205 kDa) und Filamin (280 kDa).

2.1.4 Protease-Inhibitoren

Inhibitor Spezifitit Hersteller
Benzamidin Serinproteasen Applichem
Leupeptin Cystein~und Serinproteasen Applichem
Pepstatin A Saure Proteasen Applichem
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PMSF Cystein~ und Serinproteasen Fluka
(Phenylmethan- (z.B.Trypsin, Chymotrypsin)
sulfonylchlorid)
TPCK Cystein~ und Serinproteasen Serva
(L-1-Chlor-3-(4- | (irreversibel a-Chymotrypsin)
torsyl-amido)-4
phenyl-2-butanon)
2.1.5 Sdulenmaterial
Produkt Verwendung Matrix Eigenschaften Hersteller
Fractogel” Anionen Organische Quaternérer Merck
EMD austauscher: Copolymere mit | Anionenaustauscher:
TMAE 650 Primére hydrophober Die Proteine werden
Aufreinigung Obertfldache an Tentakelgruppen
der Gelsoline Tentakel: gekoppelt. Die
(durch lineare -CH,-CH,-N"- Affinitit wird durch
KCl (CHs)s3 sukzessive Erh6hung
Gradienten) |(Korn@:20-40pum) |der Salzkonzentration
im Gradienten
verringert
DEAE- Primére 6%Agarose Schwacher Pharmacia
Sepharose” | Aufreinigung Suspension mit Anionenaustauscher: | (Healthcare)
CL-6B der kovalenten DEAE | Proteine werden an
Hummergelsoli Gruppen die DEAE-Gruppen
ne (durch (Korn@:50- gebunden und durch
lineare KCI 160um) Erhohung der
Gradienten) Salzkonzentrationen
eluiert
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ACA 44 Priparative Vorgequollene Hohe Auflosung bei LKB
Ultrogel Gelfiltration: Suspension; Trennung globulérer
Sekundire Matrix aus 4% Proteine bis 130 kDa
Aufreinigung | Acrylamid und 4
der Gelsoline % Agarose
(Korn@: 60-140
pm)
MonoQ ™ Peptid~und  [Vorgepackte Saule Starker Pharmacia
HR 5/5  |Isoformtrennung |reaktive Gruppen: | Anionenaustauscher
durch gestaffeten Tetraethyl-
KClI-Gradienten aminoethyl
Partikel®: 10 um
Hydroxyl- | Unspezifischer |Aufreinigung Ca™" Lineare ~PO,> BioRad
appatit  |lonenaustauscher |bindender Proteine |Gradienten verdringen
Aufreinigung der [(Korn® 20-80 um) |durch Ca*" gebundene
Gelsolin- Proteine
Isoformen
Sephadex G | Vorwiegend zur | Dextran vernetzt Trennung von Pharmacia
150 G-Actin mit Epichlorhydrin |Proteinen bis 200 kDa
Aufreinigung (Korn®:40-
verwendet 120pum)

2.2. Methoden

2.2.1 Proteinprédperationen

Alle wesentlichen Préparationsschritte wurden grundsétzlich durch SDS-PAGE (Laemmli,

1970) und ggf. durch einen Immunblot kontrolliert.

2.2.1.1 Aufreinigung von G-Actin aus Skelettmuskel von Kaninchen

Konservierbares Muskelacetonpulver wurde aus der Skelettmuskulatur von Kaninchen

nach der Methode von Spudich und Watt (1971) hergestellt. Fiir die Préperation wurden
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ca. 600 g Muskel in Stiicke geschnitten und im Fleischwolf weiter zerkleinert. Das
Homogenat wurde in 3 Vol. Myosinextraktionspuffer aufgenommen und unter Kiihlung
15 min geriihrt. AnschlieBend wurde bei 5000g (GS-3, Sorvall) zentrifugiert, die Pellets in
2Vol. Extraktionspuffer resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Die Pellets wurden in 8
Vol. HyOg4em. resuspendiert und nach kurzem Rithren durch Gaze gefiltert. Der erhaltene
Riickstand wurde in 8 Vol. 0,5 % NaHCO; aufgenommen, 15 min geriithrt und erneut
durch Gaze gefiltert. Der Vorgang wurde wiederholt und das Material durch kurze
Zentrifugation bei 5000 g weiter kondensiert. Nach Gazefiltration mit 8 Vol. H;O wurden
die Riickstdnde in 5 Vol. Aceton aufgenommen und filtriert. Der Vorgang wurde drei Mal
wiederholt. Das erhaltene Matrial wurde auf Filterpapier unter dem Abzug (RT)
ausgebreitet und getrocknet. Das Acetonpulver wurde dann zu 4g aliqotiert und bei -35 °C

bis zur Verwendung eingefrohren.

Fiir die Priaparation monomeren Actins wurden 4g Acetonpulver in 50 Vol. 5x G-Puffer
im Kiihlraum unter Riihren fiir 45 min extrahiert. AnschlieBend wurde 1h bei 100.000 g in
einer Ultrazentrifuge (Rotor TFT 45.94, Beckmann) zentrifugiert. Durch Zugabe von 0,1
M KCI und 2 mM Mg,Cl, wurde der Actin-haltige Uberstand im Glaszylinder fiir 1 h
polymerisiert. Danach wurde die KCl Konzentration auf 0,6 M erhoht um actinbindende
Proteine wie Tropomyosin und Troponin zu dissoziieren. Es wurde dann fiir 3h und 20°C
bei 100.000g zentrifugiert. Die einzelnen F-Actin Sedimente wurden im Kiihlraum mit
wenigen ml 5x G-Puffer tiberschichtet und zum Anlosen der Pellets fiir 1 h stehen
gelassen. Dann wurden die Pellets in 20 ml 5x G-Puffer in einem Dounce-Homogensiator
resuspendiert und zur vollstindigen Depolymerisation gegen 3x 1L 2x G-Puffer unter

Kiihlung 3 Tage dialysiert.

Das Dialysat wurde abzentrifugiert, um es auf eine Sephadex G-150-Sdule aufgetragen,
die mit 2x G-Puffer zuvor dquilibriert wurde. Hierbei wurden Actin-bindende Proteine
wie a-Actinin und Actin-Oligomere durch Gelfiltration entfernt (MacLean-Fletcher und
Pollard, 1980). G-Actin enthaltende Fraktionen wurden gepoolt und durch Ultrafiltration
in einer Amicon-Riihrzelle (YM-10 Membran, Schleicher und Schiill) bei 1,3 bar auf ca 2
mg/ml ankonzentriert. Die Reinheit der aufkonzentrierten Actinprobe wurde durch SDS-
Gelelektrophorese iiberpriift, das monomere Actin wurde bei 4°C gelagert und fiir
Experimente innerhalb von 2 Wochen verwendet.

Myosinextraktionspuffer: 0,3M KCI, 15 mM EDTA, 150mM Phosphatpuffer, 3 mM
ATP, 1 mM DTT, ImM NaN; pH 6,5

5x G-Puffer: 0,2 mM CaCl,, 2 mM NaNj3, 5 mM Tris-Cl, ImM ATP, 2mM DTT, pH 8,2
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2.2.1.2 Pyren-Actin

Proteine konnen an reaktive Sulfhydrylgruppen mit dem Fluoreszenzfarbstoff N-(1-
Pyrenyl) iodoacetamid markiert werden (Weltman et al., 1973). Fiir fluorometrische
Messungen wurde Pyrenactin freundlicherweise in der Arbeitsgruppe zur Verfiigung
gestellt. Nach dem Verfahren von Kouyama und Mihashi (1981) wurde a-Actin aus der

* mit dem

Kaninchenskelettmuskulatur iiber eine reaktive Thiolgruppe an Cystein®’
fluoreszierenden Reagenz N-(1-Pyrenyl)-iodoacetamid gekoppelt. Anschlieend wurde
das markierte Actin lyophilisiert und bei -80°C gelagert. Zur Verwendung wurden

Aliquots in 2x G-Puffer resuspendiert und bei ~120.000g klarzentrifugiert.
2.2.1.3 Aufreinigung von Actomyosin (Lehmann & Scent-Gyorgyi, 1975)

Zur Bestimmung der calciumabhingigen ActomyosinATPase Aktivitdit wurde
Actomyosin aus dem abdominalen Flexormuskel und parallel aus dem Crusher closer

Muskel prépariert.

Je 30g Muskelgewebe wurde einem frisch getdteten Hummer entnommen, in kleine
Stiicke geschnitten und in einem handelsiiblichen Kiichenmixer fiir 30 sec. in 3 Vol.
Waschpuffer homogenisiert. Durch mehrfache Zentrifugation und erneutes
Resuspendieren wurden die Myofibrillen gewaschen. Das Actomyosin wurde in
Gegenwart hoher lonenstirke durch eine Extraktionslosung i/N unter Agitation bei 4°
extrahiert. Das unlosliche Material wurde durch kurze Zentrifugation (10min, 30.000g)
entfernt. Das Actomyosinprézipitat wurde dann erneut gewaschen und /N gegen 40 mM

NaCl, 20mM Imidazol und 0,1 mM DTT (pH 7.0) dialysiert.

Waschpuffer: 40mM NaCl, 5SmM Phosphatpuffer, ImM MgCl,, 0,1mM DTT, pH 7,0
Extraktionspuffer: 0,6M NaCl, SmM Phosphatpuffer, ImM ATP, 0,1mM DTT pH 7,0

2.2.1.4 Aufreinigung von Gelsolin (Bock et al., 1994, modifiziert)

Aus der quergestreiften Skelettmuskulatur des Hummers wurde Gelsolin nach einer
modifizierten Methode von Bock et al. (1994) isoliert. Diese Methode lehnt an die native
Extraktion von Gelsolinen aus dem Glattmuskel (Hinssen et al. 1984) an und wurde

beziiglich der Trennung der Isoformen weiterentwickelt.
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Frisch bezogene Hummer wurden fiir 1 h auf Eis sediert und per Durchtrennung des
Unterschlundganglions getotet. Nach Entlassen der Hémolymphe wurde der
Schwanzmuskel herausprépariert, gewogen und in 5 Vol. kaltem Extraktionspuffer in
Gegenwart von Proteaseinhibitoren (1 mM PMSF, 5 mM Benzamidin, 1 pM Leupeptin
und 0,1 uM Pepstatin A) in einem Kiichenmixer homogenisiert und dann fiir 45 min unter
Agitation bei 4°C weiter extrahiert. Das Homogenat wurde dann bei 35.000g fiir 1 h
zentrifugiert. Das Supernatant wurde einer Ammoniumsulfatfillung bis 25 % unterzogen
und bei 100.000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut bis 45% mit (NH4),SOy
gefillt und zentrifugiert. Das Pellet wurde auf Eis gelagert und der Uberstand einem
weiteren Fillungschritt bis 85% Ammoniumsulfat unterzogen und abzentrifugiert. Die
beiden erhaltenen Pellets wurden separat in DEAE-Startpuffer (150 mM KCI, 20mM
Imidazol, 1 mM Mg,Cl,, 1 mM EGTA, ImM PMSF, 0,5 mM DTT, pH 7,6) resuspendiert
und fiir 30 h mit 3 maligem Wechsel des DEAE-Puffers dialysiert. Fiir den letzten
Dialysewechsel wurde dem DEAE Startpuffer 0,5 mM ATP zugefiigt. Das Dialysat wurde
fiir 1 h abzentrifugiert und auf eine DEAE-Fractogel-Anionenaustauschersdule (~150 ml
Matrix, 3,2 cm?x 20 cm) appliziert. Die Elution der Proteine erfolgte iiber einen lineren
KCl-Gradienten in einem Zeitraum von 4h. Die erhaltenen Fraktionen wurden durch eine
SDS-Page analysiert, gesammelt und in einer Riihrzelle auf 30 ml ankonzentriert.
Zusdtzlich  wurden von  Fraktionen viskosimetrische  Aktivitdtsbestimmungen

vorgenommen.

Fiir die weitere Aufreinigung wurden die Proben auf eine ACA-44 Gelfiltrationssdule
(~700 ml Matrix, 3,2 cm? 85cm) aufgetragen und mit 30ml/h getrennt. Die erhaltenen
Fraktionen wurden auf Aktivitdt gepriift und einer SDS-PAGE unterzogen. Diese ersten
beiden Aufreinigungschritte wurden mit den beiden aus der Ammoniumulfat-
raktionierung erhalten Féllungsstufen separat durchgefiihrt. Die Fraktion bis 45%
Ammoniumsulfat enthielt danach ausschlieBlich eine Gelsolinvariante (HG;) und keine
wesentlichen Verunreinigungen mehr. Die Fallungsstufe bis 85% Ammoniumsulfat zeigte
vor allem Verunreinigung durch Hdmocyanine. Die aktiven Fraktionen wurden gesammelt
und fiir 2,5 h bei 120.000g abzentrifugiert, um weitgehend Anteile von Hdmocyanin zu

pelletieren.

Die Feinaufreinigung und ebenfalls die Trennung zweier Gelsolinvarianten aus der
Féllungsstufe 45-85% Ammoniumsulfat wurde an einer starken Anionenaustauschersdule
MonoQ® HR 5/5 mittels HPLC (Pharmacia) durchgefiihrt. Dazu wurde ein gestaffelter
KCl-Gradient (150-450 mM KCI, 0-50% in 10 ml, 50-75% in 35ml und 75-100% in
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10ml) gefahren, die Proteine mit mit Iml/min eluiert. Die Gelsolin-haltigen Proben
wurden in einer Gelelektrophorese identifiziert, reine Fraktionen getrennt gesammelt und

ankonzentriert.

Zur Lagerung bestimmte Gelsoline wurde mit 80% Ammoniumsulfat versetzt,
abzentrifugiert und in flissigem Stickstoff bis zur Verwendung gelagert.

Gelsolin Extraktionspuffer: 20 mM KCI, 5mM EGTA, 5 mM 2-Mercaptoethanol, ImM
Mg,Cl,, 10 mM Imidazol, pH 6,7

DEAE-Startpuffer: 150 mM KCI, 20mM Imidazol, 1 mM Mg,Cl,, 1| mM EGTA, ImM
PMSF, 0,5 mM DTT, pH 7,6

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Mikro-Biuret Proteinbestimmung (Goa, 1953, modifiziert)

Diese Methode stellt ein kolorimetrisches Nachweissystem fiir Substanzen mit zwei oder
mehr Peptidbindungen dar. Gelostes Biuret (Carbamylharnstoff) und Kupfersulfat
erzeugen in alkalischer Losung spezifische Farbreaktionen, die als rot-violette Komplexe
sichtbar werden. Die Intensitit des Komplexes kann photometrisch bei 550 nm detektiert
werden und korreliert direkt mit der Konzentration der reagierenden Gruppen.

Die Nachweisgrenze von Proteinkonzentrationen liegt bei 0,2 mg /ml, der Vorteil der
Biuret Methode liegt aber in der hohen Spezifitit und Reproduzierbarkeit. Die
Anwesenheit von schwach reduzierenden oder stark oxidierenden Substanzen kann die
Spezifitit der Reaktion allerdings beeinflussen.

Die Extinktionsmessung wurde im Spectralphotometer (LKB Biochrom Ultrospec Plus)
bei 550 nm gegen einen Referenzwert durchgefiihrt. Hierzu wurden 300 pl Probe und
300ul 6% NaOH mit 30 ul Biuret Reagenz versetzt, in einer MeBkiivette vollstindig
gemischt und nach 30 min gemessen. Die Messwerte wurden mit dem Konversionsfaktor
(7,4) multipliziert und die Proteinkonzentration in mg/ml ermittelt. Bei geringen
Probenmengen wurde der Ansatz durch 50% Verdiinnung des Probenvolumens mit H,O
gemessen.

Biuret Reagenz: 173g Na-Citrat, 100g Na,COs (in 500 ml H,O), 17,3g CuSOy4 (in 100ml
H,0),ad 11
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2.2.2.2 Bicinchoninsédure (BCA) Proteinbestimmung (Smith et al., 1985)

Diese Methode eignet sich zur Messung sehr geringer Proteinkonzentrationen (bis 0,1pg
Protein/ml). Daher wurde die Methode vor allem zur Messung von reinen Gelsolin
Isoformen genutzt. Die sehr sensitive Methode ist allerdings gegeniiber Chelatbildnern
wie EDTA und Reduktionsmitteln wie DTT und Mercaptoethanol storanfillig. Die BCA-
Methode stellt eine Kombination aus Biuret-Methode und Bicinchoninséure als
Nachweissystem dar, bei der Cu®" zu einwertigen Kupferionen in alkalischer Losung
reduziert werden. Diese Ionen bilden dann mit BCA einen spezifischen Farbkomplex, der
mittels Spectralphotometer bei 562 nm bestimmt wird.

Mit einem BSA-Standard (1mg/ml) wurden verschiedene BSA (Rinderserumalbumin)-
Eichkonzentrationen hergestellt. Die Probe mit einem Endvolumen von 50 pl wurde
zuerst mit 1ml frisch angesetzter BCA Losung und 4% Kupfersulfat im Verhéltnis 50:1
gut gemischt und fiir 30 min im Thermoschiittler bei 40°C erwarmt. Nach der Inkubation
wurde die Extinktion gegen einen Leerwert (50 pl H,O) gemessen. Die
Proteinkonzentrationder Probe resultierte aus der parallel erstellten Eichgerade der BSA-

Proben.
2.2.2.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (Laemmli., 1970, modifiziert)

Die verwendete, diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese dient der
Auftrennung von Proteingemischen nach ihrem Molekularmassen unter denaturierten
Bedingungen. Dabei wird die Eigenladung der Proteine durch das anionische
Natriumdodecylsulfat (SDS, sodium dodecylsulfate) vollstindig tiberdeckt, so dass
konstante negative Ladungen pro Masseneinheit entstethen und die Proteine im
Elektrophoresegel zur Anode wandern. Durch den Molekularsiebeffekt des
Polyacrylamidnetzes erfolgt die Trennung ausschlieBlich nach dem Molekulargewicht.
Dabei ist die elektrophoretische Beweglichkeit der Proteine in den SDS-

Polyacrylamidgelen dem dekadischen Logarithmus ihrer Masse proportional.

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteingemischen wurden in Abhéngigkeit vom
Molekulargewicht der darzustellenden Peptide verschiedene Geltypen hergestellt. Zur
Trennung von Proteingemischen mit einem apparenten Molekulargewicht zwischen ~ 10
bis 300 kDa wurden 15 12,5%ige —Acrylamidgele mit einem B:A Verhéltnis von 1:180 in
einer GieBkammer synchron vorgegossen. Die Polymerisation wurde stets durch

Ammoniumpersulfat induziert, TEMED (N, N, N’, N"" Tetramethylethyldiamin) diente
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dabei als Katalysator. Vor Beginn der Elektrophorese wurde dem Trenngel ein 5%iges

Sammelgel zur Auftragung und Focussierung der Proben aufpolymerisiert.

Zur Denaturierung der Proteine fiir die SDS-PAGE wurden die Proben im Verhéltnis 1:5
mit SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 5 min bei 95°C denaturiert. Diese Temperatur
kann bei hochmolekularen Invertebratenproteinen wie Paramyosin zu Fragmentationen
fiihren, gewihrleistet aber eine vollstindige Loslichkeit. In Ganzmuskelproben kann es
ebenfalls zu Gelierung durch DANN kommen, was durch Zugabe von Benzonase oder

erneutes Kochen vor dem Probenauftrag aufgehoben wurde.

Die SDS-PAGE wurde in Plattengelen (75 x 110x 1 mm) bei einer Stromstérke von 30
mA durchgefiithrt. Um eine moglichst prizise Auftrennung der Proteingemische zu
gewdhrleisten, liefen die Proben zunichst bei 20 mA ein. Nachdem die entstehende
Bromphenolblaubande das Sammelgel passiert hatte, wurde die Stromstdrke auf 30 mA
erhoht. Die Elektrophorese wurde nach ~2h beendet, sobald die Bromphenolblau-Bande
aus der Gelunterkante vollstindig ausgelaufen war. Im Anschluss wurden die Gele in
Coomassie-Blue-Férbelosung erhitzt und auf einem Schiittler bis zur gewiinschten
Intensitit gefarbt. Eine diskrete Blaufidrbung der Proteine wurde nach Behandlung mit

Entférberlosung sichtbar.

Weitaus sensitiver ist die Kollidalfirbung nach Molloy et al. (1999), bei der
Proteinmengen bis 25 ng durch Inkubation @i/N sichtbar gemacht werden konnen. Zur
Minimierung des Hintergrunds wurden die Gele dann in Wasser gewaschen.

Die Gele wurden dann am PC eingescannt und zur weiteren Aufbewarung zwischen zwei
Cellophanfolien luftgetrocknet.

SDS-Probenpuffer (5x): 0,3 M Tris-Cl pH 6,8, 10% SDS, 40% (v/v) B-Mercaptoethanol,
20mM EDTA, 20% (w/v) Glycerin, 0,05% (w/v) Bromphenolblau
Elektrophorese-Laufpuffer: 190 mM Glycin, 25 mM Tris, pH 8,3

Firbelosung: 0,05% Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% (v/v) Methanol, 10% (v/v)
Essigsdure)

Kolloidale Férbelosung: 0,1% Coomassie blue-G 250, 17% (w/v) (NH4)2SO4, 34%
Methanol, 3% (v/v) O-Phosphoséure

Entfirbelosung: 10% Essigsdure 10% Isopropanol
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Durch histochemische Férbung der Polyacrylamidgele mit der Periodic Acid Schiff
Reaktion (PAS-Fiarbung) werden kohlenhydrathaltige Komponenten an glycolisierten
Proteine nachgewiesen. Perjodsduren des PAS-Reagenz oxidieren dabei freie
Hydroxylgruppen zu Aldehyden, die dann mit Fuchsin aus dem Schiff-Reagenz rot-
violette Komplexe bilden, die histologisch erscheinen. Im allgemein wird die PAS-
Féarbung fiir die Identifikation der in Polyacrylamidgelen getrennten Glycoproteine unter

Anwesenheit von SDS verwendet.

Die Gele wurden ii/N in 40% Methanol, 10% Essigsédure (v/v) fixiert und am nichsten Tag
3x mit H,O gewaschen. Dann folgte eine Inkubation der Gele fiir 3h in 0,7% Perjodsédure
(w/v) und 3 Mal fiir 1h in 0,2 % Natriumbisulfid (w/v). Die Gele wurden dann in

Fuchsinlésung gefirbt, bis die Banden sichtbar wurden.
2.2.2.4 Proteinblotting

Das ,.blotten” von Protein mit anschlieBender Immundetektion wurde zum spezifischen
Nachweis von Hummergelsolin und Actin eingesetzt. In Acrylamidgelen getrennte
Proteingemische werden dazu durch Elektrotransfer auf eine Nitrocellulose-Membran

(0,4pm Porengrofle, Satorius) adsorbiert, wo sie kovalent gebunden werden.

Fir den Transfer nach Khyse-Anderson (1984) wurde ein Sandwich auf die untere
Anodenplatte des semi-dry Blotters wie folgt aufgeschichtet: zwei Filterpapiere in Losung
A getrankt, ein Filterpapier in Losung B getrankt, auf die wurde die Nitrocellulose-
membran plaziert. Auf die Transfermembran wurde das Polyacrylamid-Gel gelegt und mit
drei Filterpapieren (in Losung C getriankt) abgedeckt. Die Anordnung wurde mit der
oberen Graphitplatte abgedeckt, die als Kathode fungierte. Der Blotter wurde zur Kiihlung
mit einem Becherglas mit Eis beschwert. Der Transfer fand bei 150 mA (pro Gel) fiir 2h
statt. Zur Prifung des Transfers wurde die Membran mit Ponceau-S Losung kurz gefirbt

und durch Zugabe weniger Tropfen 2 M Tris wieder entférbt.

Transferpuffer A: 300 mMTris, 20% Methanol pH 10,4
Transferpuffer B: 30 mMTris, 20% Methanol pH 10,4
Transferpuffer C: 25 mMTris, 20% Methanol, 40mM Aminohexanonsdure pH 9,2

Ponceau S Losung: 0,3% Ponceau-S, 3% Trichloressigsdure, 3% Sulfosalicylsdure
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2.2.2.5 Densitometrische Vermessungen

Fiir die Charakterisierung und quantitative Auswertung von Proteinkonzentrationen in
Ganzmuskeln wurde die Densitometrie verwendet. Dazu wurde Proben von Ganzmuskeln
mit aufgetreinigtem Protein elektrophoretisch synchron getrennt und ein Immunblot
angefertigt. Der Blot wurde gescannt und die immundetektierten Banden mit Quantiscan
(Biosoft, Cambridge) vermessen. Die GroBe der Fliche wird durch Integralberechnung
mit der Bandenstirke zu vergleichbaren Daten korreliert. Durch den Abgleich der
ermittelten Daten aus Proteingemischen und dem referierenden, aufgereinigtem Protein

lieB sich dann der relative Anteil von Proteinen ermitteln.
2.2.2.6 Viskosimitrie

Mit Hilfe der Ostwald Viskosimetrie lassen sich Verdnderungen der Viskositét anlysieren,
die beispielsweise durch die Polymerisation von G~ zu F-Actin entstehen. Dariiber hinaus
konnen Einfliisse von Actinmodulatoren ermittelt werden, was im Rahmen dieser Arbeit
fiir die Hummergelsolin untersucht wurde. Beispielsweise wird bei der Fragmentation der
Filamente die hochviskose F-Actin-Losung vom Gel in den Sol Zustand transformiert. Es
wird dann die Zeit ermittelt, die eine Losung zum Passieren zweier Markierungspunkte an
einem Schenkel des U-formigen Viskosimeters bendétigt. Viskosimetrisch ist der
Fragmentationseffekt dann durch die starke Erniedrigung der Durchflusszeit im Ostwald
Viskosimeter erkennbar. Diese Methode wurde ebenfalls eingesetzt, um durch
Fragmentationsmessungen Gelsolin-haltige Fraktionen wéhrend der Prédparation zu
identifizieren. Die spezifische Viskositit () kann nach folgender Formel ermittelt

werden:

n=(TyTy) -1

Tp = Durchflusszeit der Probe

Tk = Durchflusszeit der H,O Kontrolle

Fiir die relative Aktivitdt (A) gilt dann:

A= (np/Mr-1) * 100

np= Spezifische Viskositdt der Probe

np= Spezifische Viskositidt des Ansatz ohne Modulator
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Fiir die Durchfiihrung wurden Viskosimeter (Cannon®™) mit einem Analysevolumen von
Iml und einer Durchflusszeit von 27 sec. (fiir H,O) verwendet. Alle Messungen wurden

bei 25°C durchgefiihrt.

Zur Ermittlung der Fragmentationsaktivitit von Gelsolin wurde 1mg G-Actin durch
Zugabe von 70 mM KCL und 2 mM Mg,Cl, in Anwesenheit von Actinpolymerisations-
puffer (APB) auspolymerisiert und fiir min lh bei RT stehen gelassen. Je nach
Versuchsbedingungen wurden die Calciumkonzentrationen in den Ansédtzen variiert. Nach
vollstandiger Polymerisation wurde die Probe (Gelsolin, 20ug) hinzugefiigt, der Ansatz
gemischt und nach 10 min. luftblasenfrei in das Viskosimeter iiberfiihrt. Die Losung
wurde mit einem Schlauch iiber die obere Markierung gesaugt und die Zeit der Passage
des Meniskus zur unteren Markierung gemessen. Als Kontrolle wurde polymerisiertes

Actin verwendet.

Es wurden ebenfalls Messungen der Fragmentationsaktivititen von Hummergelsolin bei
distinkten Calciumkonzentrationen durchgefithrt. Da die Dissoziationsraten von
Calciummolekiilen in Losungen vergleichsweise hoch sind wurde ein Calcium-EGTA-
Puffersystem etabliert. Das Puffersystem erméglichte die Determinierung der freien Ca®"

Ionen, die mit Gelsolinen interagierten.

Analyse der calciumabhingigen Fragmentationseigenschaften:

Um die minimale Ca®" Konzentration fiir die Aktivierung der Fragmentations-
eigenschaften von Gelsolin zu ermitteln wurde mit dem Programm Eqcal (Biosoft) ein
Puffersystem hergestellt. Dabei stellen sich unter Beriicksichtigung von ATP und Mg*"

bei der Mischung von EGTA und CaCl, distinkte Konzentrationen an freien Ca’" lonen

ein.
CaCl, (mM) + ImM EGTA Konzentration freier Ca** Ionen
0,1 37x10°M
0,2 8,5x 10°M
0,3 1,4x 10" M
0,4 2,25x 107 M
0,5 34x10"M
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0,7 78x 107 M
0,8 1,3x10°M
0,9 2,7x10°M
1,0 9.8x 10°M
1,1 34x10°M

Fiir die calciumabhingigen Fragmentationsmessungen wurde Hummergelsolin in 100 pl
des jeweiligen Puffersystems fiir 5 min inkubiert und einem F-Actinansatz hinzugefiigt.
Das verwendete G-Actin als auch Gelsolin wurde zuvor /N gegen 2x G-Puffer ohne
Calciumzusatz dialysiert. Die Polymerisation der G-Actin-haltigen Ansédtze wurde in
Gegenwart von 20 uM CaCl, vorgenommen. 15 min nach Zugabe des Gelsolins wurden

die Ansitze viskosimetrisch untersucht.

Actinpolymerisationspuffer ImM ATP, 10 mM Imidazol, pH 7,4
2.2.2.7 Fluorimetrie

Mit der fluorometrischen Analyse wurden nucleationsfordernde Eigenschaften von
Gelsolin Isoformen auf die Actinpolymerisation, sowie deren Fragmentationraten von
rekonstituierten Actinfilamenten ermittelt. Die Messungen wurden am Spektralphotometer
(Shimadzu RF 5001) durchgefiihrt und resultierten durch die Anderung der Anregung~
und Emissionsspektren von Pyren konjugiertem g-Actin (2.2.1.2) zu Pyren markiertem F-
Actin. Das Signal des C-terminal g-Actin gekoppelten, fluoreszierden Reagenz N-(1-
Pyrenyl)-iodoacetamid wird durch die Konformationsdnderungen bei der Actin-
polymerisation um den Faktor 22 verstdrkt (Kouyama & Mihashi, 1981). Dieser Faktor
ergibt sich bei einer Anregungswellenldnge von 365nm und einer Emissionswellenlédnge
von 407nm. Kontiniuierliche Messungen geben dann Aufschluss iiber die Kinetik der
Actinpolymerisation bei variablen Bedingungen, als auch bei Anwesenheit von
Actinmodulatoren. Konfigurationen der Messparameter wurden am PC durch die RF-5001
Steuerungssoftware (Labtime Version 2.0, Shimadzu) durchgefiihrt, erhaltene Asci-
Datensitze per MS-Office ausgewertet.
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1) Nucleationsmessungen

Die Anlagerung von G-Actinmolekiile zur Bildung von Nucleationskeimen fiir die
Filamentbildung ist der geschwindigkeitsbestimmende Prozess wéhrend der
Actinpolymerisation. Gelsolin induziert an Actinmonomeren eine Konformationsanderung

und begiinstigt so die Nucleibildung, was zu beschleunigten Polymerisationsraten fiihrt.

Um den Einfluss von Hummergelsolin auf die Actinpolymerisation zu untersuchen und
die beiden Isoformen zu vergleichen wurden Assays mit verschiedenen molaren
Verhiltnissen von Actin und den Gelsolin-Isoformen angesetzt, es wurde ebenfalls bei

unterschiedlichen Calciumbedingungen gemessen.

Reaktionsansatz fiir Nucleationsmessungen:

0,36 mg/ml Actin (8,6 uM) in 2x G-Puffer

0,04 mg/ml Pyrenactin (0,95 uM)

0,2 mM CaCl,

1 mM ATP, 10mM Imidazol pH 7,4

70 mM KCL

Gelsolin-Isoformen (w/w mit Actin: 100:1, 250:1, 500:1, 1000:1)

Die Reaktionsansdtze wurden zu je 2ml in Makro-Kiivetten angesetzt. Jeder Ansatz wurde
dann ohne KCL im Photometer auf 25°C temperiert und die Polymerisation durch Zugabe
von KCL induziert. Die Messung verlief iiber 15 min, alle 5 sec. wurde ein Messpunkt
registriert. Die Spaltbreite wurde auf 3nm Exitations~ und 5nm Emissionsspalt definiert.
Als Kontrolle wurde Actin ohne Modulatoren polymerisiert. Praeinkubation mit
Gelsolinen tiber ldngere Zeitraume (1h) zeigten keine signifikanten Unterschiede auf den

Polymerisationsverlauf.
2) Fragmentationsmessungen

Die Fragmentationsprozesse von Gelsolin lassen sich mit Hilfe der Fluorimetrie
darstellen. Dazu wurde Pyren-markiertes F-Actin in Gegenwart von Gelsolin /N
polymerisiert. Gelsolin verbleibt nach der Nucleationsbegiinstigung an diesen Filamenten
in Form einer Kappe, die am +-Ende assoziiert ist. Diese ,,gecappten Filamente
depolymerisieren bei Verdiinnung unterhalb der Kritischen Konzentration langsamer als
ungecappte Filamente. Vorgecappte Filamente wurden mit unterschiedlichen

Konzentrationen der Gelsolinisoformen versetzt und unter die Kritische Konzentration des
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Actins verdiinnt. Die durch Fragmentation entstehende Anzahl kurzer Filamente, zeigt
sich in einer beschleunigten Depolymerisation und damit resultierender, erniedrigter
Fluoreszenzintensitidt. Die Depolymerisation fiithrt zur Dissoziation von G-Actin aus den
Actinfilamenten, bis final wieder anndihernde Monomerbedingungen erreicht sind. Aus
dem anfianglichen Abfall der Fluoreszenzintensitdt 146t sich dann durch Regression die
Anzahl der Schnitte ermitteln. Aus dem Quotienten der Anderung der
Fluoreszenzintensitit von Probe und Kontrolle wird die Anzahl von Filamenten ermittelt

und damit indirekt die Anzahl der Schnitte pro Filament bestimmt.

Reaktionsansatz fiir Fragmentationsmessungen:

0,36 mg/ml Actin (8,6 uM) in 2x G-Puffer

0,04 mg/ml Pyrenactin (0,95 uM)

1 mM ATP, 10mM Imidazol pH 7,4

100 mM KCL, 2mM Mg,Cl,

5,3 ng Gelsolin-Isoform 1 (+ gleicher Ansatz mit I,)

Der Ansatz wurde /N polymerisiert, je 20 ug F-Actin entnommen und mit verschiedenen
Gelsolinkonzentrationen (1:25, 1:50, 1:100, 1:250, 1: 500) fiir 10 min inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz mit 40 Vol. 2x G-Puffer verdinnt und die
Depolymerisation der fragmentierten Actinfilamente gemessen. Die Depolymerisation

ohne Gelsolinzusitze wurde als Kontrolle verwendet.

Die calciumabhingige Fragmentation von zwei Gelsolinvarianten wurde mit dem
Calcium-EGTA-Puffersystem untersucht, um unterschiedliche Schwellenwerte durch
Calciumaktivierung der einzelnen Formen zu ermitteln (2.2.2.6). Um etwaige
Auswirkungen des Puffersystems auf F-Actin gebundene Calciumionen zu iiberpriifen,
wurden Ansétze mit niedrigen und hohen Calciumkonzentrationen depolymerisiert. Dabei
konnten  kein  signifikanter  Einfluss des  EGTA-Puffersystems auf die
Depolymerisationskinetik gecappter Actinfilamente festgestellt werden. Da die
Schwellenwerte fiir die Aktivierung der Isoformen parallel durch asssays mit gleichen
Bedingungen  ermittelt =~ wurden, konnten  vergleichende  Aussagen  iiber

Fragmentationsraten der Isoformen getroffen werden.

Analog zu den Nucleationsexperimenten wurden die Spaltbreiten (Exitations- und
Emissionsspalt) auf 5 nm und 10 nm eingestellt, gemessen wurde iiber einen Zeitraum von

10 min mit Aufzeichnung eines Messpunktes pro Sekunde.
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2.2.2.8 Ermittlung der ATPase-Aktivitit von Actomyosin

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitdit von Actomyosin aus verschiedenen
Muskelgeweben des Hummers wurde das aus der ATP-Hydrolyse freigesetzte Phosphat
nach Fiske und Subbarrow iiber die Bildung von Molybdatkomplexen unter reduzierenden
Bedingungen gemessen. Es sollte ermittelt werden, ob und bei welchen Schwellenwerten
eine Ca’’-Abhingigkeit der Actomyosin-ATPase aus verschiedenen Muskeltypen

vorliegt.

Reaktionsansatz :

1 mg/ml Actomyosin

90 mM KCI

2mM MgCl,

20mM Imidazol

30mM Calcium-EGTA-Puffersysterm (siche 2.2.2.6)
ImM ATP

Es wurde zunidchst ein Cocktail aus dem Actomyosin, KCI, MgCl,, und Imidazol
angesetzt. Die variablen Calciumkonzentrationen wurden vorgelegt, der Coctail wurde auf
die Messreihe mit Ansédtzen von je 1ml Gesamtvolumen aliquotiert. Die Proben wurden
dann auf 25°C thermostatisiert, die enzymatische Reaktion durch Zugabe von ATP
gestartet. Nach 5min wurde die Reaktion durch Zugabe von 5% TCA gestoppt. Mit einer
Eppendorfzentrifuge wurden die Proben abzentrifugiert, um die entstandenen

Proteinprézipitate zu sedimentieren.

Von den Uberstinden wurde die Phosphatkonzentration bestimmt. Dazu wurden 0,5 ml
Molybdatlésung und 0,5 ml Reduktionslésung mit 1ml Probe gemischt und die Extinktion
bei 720nm photometrisch gemessen. Zur Berechnung der enzymatischen Aktivitdt wurden

die ermittelten Konzentrationen in absolute Mengen (LM) umgerechnet.

Molybdatlésung: 100 mM Na,MoOy, 2,6 N H,SO4
Reduktionslésung: 29 mM p-Aminophenolsulfat, 320mM NaHSO;

2.2.2.9 Limitierte proteolytische Spaltung

Die limitierte proteolytische Spaltung stellt den Ausgangspunkt fiir die strukturelle und

funktionelle Analyse von Proteinuntereinheiten dar. Spezifische Spaltstellen im
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Hummergelsolin ermdglichen die Trennung einzelner Doménen, diese Spaltprodukte
konnen dann préperativ durch nachfolgende Aufreinigungsverfahren isoliert und weiter
charakterisiert werden. Zielsetzung war die Ermittlung proteolytischer Bedingungen zur

Trennung der beiden Isoformen in die jeweilig C~ und N-Terminale Hilfte.

Es wurden jeweils 250 pg Isoform (1 & 2) in Anwesenheit von 0,2 mM Cacium und
EGTA dialysiert und analytisch mit a-Chymotrypsin gespalten. Die Konzentrationen von
a-Chymotrypsin wurden variiert. Nach genauen Zeitintervallen (30sec - 15 min) wurde
die Spaltung durch Zugabe eines Inhibitormix (1 mM PMSF, 1:100 (w/w) TPCK)
gestoppt, die Proben in Probenpuffer gekocht und elektrophoretisch analysiert. Durch die
Resultate der Spaltungsanalysen wurden analoge Spaltungen mit hoheren Konzentrationen
durchgefiihrt, die erhalten Peptide durch sdulenchromatographische Verfahren

aufgereinigt.
2.2.2.10 Chemische Quervernetzung

Proteininteraktionen konnen mit Hilfe quervernetzender Reagenzien nachgewiesen
werden. EDC (1-Ethyl-3 [3-(Dimethylamino) propyl] carboiimid) ist ein sogenannter zero
length cross linker, der zwischen wechselwirkenden Proteinen kovalente Bindungen
etabliert. Die Carboxylgruppen werden dabei aktiviert und mit primidren Aminen
verkniipft. In der vorliegenden Arbeit wurde EDC eingesetzt um Quervernetzungen von
Gelsolin mit G-Actinen vorzunehmen. Dabei wurde ein Reaktionsansatz mit Gelsolin und
Actin in einem molaren Verhiltnis von 2:1 vorgelegt und nach 15 min ein Viertel des
Volumens mit 20 mM EDC zugesetzt.AnschlieBend wurde fiir 2 h inkubiert und in
regelméBigen Zeitintervallen Proben entnommen. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE
und Immunblot ausgewertet. Als Kontrollen wurden die eingesetzten Proteine einzeln mit

EDC versetzt und in der Analyse mitgefiihrt.

Reaktionsansatz fiir Quervernetzung:

10 mM Imidazol pH 7.0
0,5 mM CaCl,
10 uM Gelsolin in 2x G-Puffer

5 uM G-Actin in 2x G-Puffer
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2.2.2.11 Massenspektrometrische Analyse mittels MALDI-TOF MS

Fiir die massenspektrometrischen Analysen wurden die eingesetzten Proteine zunichst
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proben wurden aus dem Coomassie-gefirbten Gel
ausgeschnitten und in 2x mit 500ul 0,1 % TFA, 60% Acetonitril vorgewaschen
Eppendorfgefdlle tiberfiihrt. Die Probenstiicke wurden in den Gefdlen fiir Smin mit
50%igem Acetonitril entfirbt. Durch weitere Addition von 50% Acetonitril in 50mM
Ammoniumcarbonatlésung wurden die Proben erneut fiir 30min bei RT gewaschen und in
einer Speedvac getrocknet. Es wurden dann 0,1 pug sequenziergereinigtes Trypsin in
10mM Ammoniumcarbonat auf 15 mm® Gel adsorbiert und die Proben bei 37 °C fiir 24h
proteolytisch verdaut. Die Proben wurden bis zur Identifikation am MALDI bei -35 °C

eingefroren.

Fiir die Analyse wurde je 1ul Probe mit 1pl kristalliner Matrix (in TCA-Puffer gesittigte
a-Cyanohydroxyzimtsdure) gemischt, auf einem target (Probentriager) eingetrocknet und
am MALDI MS (Ultraflex, Bruker-Daltronics) gemessen. Als Referenz und Eichung des
Gerites wurde Rinderserumalbumin (BSA) mitgefiihrt. Die Messung erfolgt prinzipiel
nach einem physikalischen Verfahren, welches freie lonen entsprechend ihrem Verhéltnis
von Masse und Ladung (m/z) im Hochvakkum auftrennt und bestimmt. Die Bestimmung
der Molekularmasse erfolgte durch ein Massenspektrometer. Im Hochvakuum werden die
kristaline Matrix und kokristalisierte Proteine einem UV-Laserpuls ausgesetzt und so in
die Gasphase tiberfiihrt. Die Ionen werden im elektrischen Feld beschleunigt und fliegen
durch einen Schliz in eine feldfreie Vakuum Flugrohre, den Flugzeitanalysator (TOF). Die
Ionen erreichen, durch unterschiedliche Massen/Ladungsverhiltnisse bedingt, den
Detektor nach unterschiedlichen Flugzeiten, die gemessen wurden. Das erhaltene
Massenspektrum wurde dann mit dem Spektrum aus einem theoretischen Verdau der
bekannten Hummergelsolin-Aminosduresequenz (bez.unter: http:www.ncbi.nlm.nhi.gov)
durch das Program Biotools (Bruker) abgeglichen und so iibereinstimmende Peptide
identifiziert werden konnten. Zur sukzesiven Abdeckung von Sequenzhomologien wurden

Daten mehrere Messungen miteinander kombiniert.
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2.2.3 Immunologische Methoden

2.2.3.1 Herstellung polyklonaler Gelsolin Antikrper

Zu Beginn der Arbeit lag in der Arbeitsgruppe ein polyklonaler Antikérper vor, der durch
Immunisierung von Kaninchen gegen eine Variante (HG;) erzeugt worden war. Dieser
Antikorper kreuzreagierte in Immunblotanalysen von Hummermuskeln mit zwei
distinkten Banden mit einem apparenten Molekulargewicht von 113 kDa (HGjy und 116
kDa (HG;). Um Unterschiede zwischen mdglichen Gelsolinvarianten aufzudecken, wurde
ein weiterer Antikorper gegen die leichtere, 113 kDa- Form hergestellt. Die
Immunisierung von Kaninchen mit dem Antigen HG, wurde durch die Firma Pineda
(Berlin) vorgenommen. Dazu wurde die Isoform aus Scherenmuskelgewebe eines
Hummers isoliert (2.2.1.3). Um mogliche Verunreinigung mit der schwereren Form zu
vermeiden und ein hohes Verhéltnis zwischen Nitrocellulose und Proteinmenge zu
erhalten, wurden die Proben SDS-Page in groflen 12,5%-SDS-Gelen nochmals getrennt,
auf Nitrocellulose transferiert und sorgfilltig ausgeschnitten. Die antigenhaltige
Nitrocellulose wurde mit fliissigem Stickstoff fein pulverisiert (Hinssen et al. 1987) und
im physiologischen Puffer aufgenommen. Das Pulver mit ~0,5 mg reinem Antigen wurde
fiir die subkutanen Injektionen in wenig CMF-PBS aufgenommen. Nach 60, 90, 120 und
150 Tagen wurde den Kaninchen erneut Antigen zum ,boosten” der Immunisierung

appliziert.
2.2.3.2 Immunblotanalyse

Eine  Immundetektion von Actin und Gelsolin-Isoformen  wéhrend der
Aufreinigungsverfahren und in verschiedenen Experimenten erfolgte durch spezifische
primidr und Sekunddrantikorper. Nach dem Elektrotransfer der Proteine auf die
Nitrocellulosememebranen (2.2.2.4) wurden sie unter langsamer Agitation fiir 1h mit
einer Gelatine-Losung abgesittigt, um unspezifische Bindungen an den immobilisierten
Proteinen zu unterbinden. Im Anschluss wurde die Membran 3x in verdiinnter Gelantine
gewaschen und mit dem Primédrantikorper in Gelatine fiir mindestens 1h inkubiert. Nach
erneutem Waschen folgte die halbstiindige Inkubation mit einem Sekundérantikorper, der
stets an alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt war. Dann wurde erneut zwei Mal mit
Gelatine-Losung und einmal mit AP-Puffer gewaschen. Der AP-Puffer konditionierte den
Blot fiir die anschlieBende Entwicklung mit Substratlosungen fiir die Phosphatase. Der
kolorimetrische Nachweis erfolgte durch frisch angesetztes NBT und BCIP (je 0,1%) in
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Form eines violetten Niederschlags auf der Membran. Die Entwicklung der Blots wurde
durch Zugabe von 500 pl 1% Essigsdure beendet. Fiir die Dokumentation wurden die

fertigen Blots am PC eingescannt.

TTBS-Losung: 2mM Tris-Cl pH7.5, 50 mM NacCl, 0,05% (w/v) Tween 20
Sittigungslosung: 3% Gelatine (cold-water-fish-gelantine) in TTBS

Wasch~ Inkubationslosung: 0,5% Gelatine in TTBS

AP-Puffer: 50mM Tris, S0mM MgCl, pH 9,5

NBT-Losung: 30 mg Nitroblautetrazolium in 1 ml 70% (v/v) Dimethylformamid (DMF)
BCIP-Losung: 15 mg 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoylphosphat in 1 ml DMF

2.2.3.3 Bindungsspezifitit und Titer der Seren

Die Antiseren gegen Gelsolin wurden nach Erhalt (60, 90, 120, 150 Tage nach
Immunisierungsbeginn) charakterisiert (Towbin et al., 1979). Nach Immunanalysen an
Ganzmuskeln des Antigendonors und aufgereinigten Gelsolinproben wurden die
Bindungsspezifitit und die Titer der Seren evaluiert. Zusidtzlich wurden mogliche
Kreuzreaktionen der Seren durch Immunblotanalysen von Ganzmuskelproben und

aufgereinigtem Protein ermittelt.
2.2.3.4 Affinitédtsreinigung der polyklonalen Gelsolin Antikorper

1) Positive Affinitiitsreinigung

Zur Aufreinigung der Antiseren wurde aufgereinigtes Protein in hoher Konzentration
elektrophoretisch getrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Die erhaltenen
Gelsolinbanden wurden dann ausgeschnitten und mit dreimaliger Wiederholung in PBS
gewaschen. Dann erfolgte eine Inkubation des verdiinnten Immunserums (1: 20 in PBS)
fiir 2 Stunden an dem eigenen Antigen.

Die Elution der spezifisch adsorbierten Antikérper von der antigenhaltigen Nitrocellulose
erfolgte durch kurzfristige Inkubation im sauren Mileu (pH 3,0). Einer raschen
Stabilisierung des pH-Wertes durch Glycinzugabe folgte die erneute Inkubation. Der
Vorgang wurde 5-10 fach mit einer Serumprobe an einem Antigenstreifen wiederholt, die
Serumlésungen mit nichtadsorbierten Antikdrpern verworfen.

Die Eluate wurden nach dem Erhalt sofort 1:5 in PBS verdiinnt. Nach Abschluss der
positiven Aufreinigung wurden alle Eluate gepoolt und tiber Nacht in 20x Volumen gegen

PBS dialysiert. In einer Amiconriihrzelle wurden die Antikorper auf ein Zehntel ihres
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Ausgansvolumens ankonzentriert, mit 2mM Natrumazid und Img/ml BSA versehen und

nach Aliquotierung bei —80 °C gelagert.

2)Negative Aufreinigung

Die negative Aufreinigung von Antiseren erfolgt, um unspezifische Nebenreaktionen, die
vorwiegend im unteren Molekularbereich festgestellt wurden, zu eleminieren. Dafiir
wurden Ganzmuskelproben elektrophoretisch getrennt und ebenfalls auf Nitrocellulose
transferiert. Eine Immundetektion informierte {iber die Hohe und Lage des gewiinschten
Antigens, dieser Bereich wurde mit ebenfalls nichtreaktiven Bereichen ausgeschnitten.
Nach Verdiinnung des Immunserums erfolgte die Inkubation auf den gewaschenen
Blotstreifen fiir 2 Stunden. Die Seren wurden abgenommen und die Blottstreifen in
saurem Mileu fiir zehn Minuten inkubiert. Die erhaltenen, unspezifischen Antikorper
wurden verworfen, der Blotstreifen drei Mal in PBS gewaschen und erneut mit den
abgereicherten Seren inkubiert. Dieser Vorgang wurde mehrfach wiederholt. Die selektiv
aufgereinigten Immunseren wurden auf Bindungsspezifitit und Titer im Immunblot
kontrolliert und mit dem originalen Immunseren verglichen. Fiir den weiteren Gebrauch
wurden die aufgereinigten Immunseren in einer Amiconriihrzelle ankonzentriert, so dass
sie fir mikroskopische Priperate 1: 50 und im Westernblot 1:100 verwendet werden
konnten.

3)Kreuzaufreinigung

Aus den Immunblotanalysen mit hohen Verdiinnungsstufen zeigte sich eine geringere
Bindungsaffinitiat zu HG; Antigenen, als zur leichteren Variante. Um diese vollstandig aus
dem Immunserum zu eleminieren wurde Versuche unternommen, das erhaltene Serum
gegen HG, aufzureinigen. Konsequenterweise sollten nach wiederholter Aufreinigung mit
dem inkubierten Serum Antikorper verbleiben, welche spezifisch gegen das Antigen HG,
gerichtet sind. Die Immunblottaufreinigungen wurde mehrfach wiederholt, fithrten aber
nicht zur Gewinnung spezifischer IgG-Fraktionen. Ebenfalls durch Kopplung groBerer
Mengen von nativer Variante 1 an eine CNBr-aktivierte Sepharose (Pharmacia) und
nachfolgender Aufreinigung konnten keine isoformspezifischen Antikorper gewonnen
werden. Die Aufreinigungsresultate implizierten folglich hohe Sequenz~ und

Strukturhomologien zwischen den beiden Isoformen.
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2.2.4 Lichtmikroskopische Methoden

Die Immunfluorezenzmikroskopie wurde an zwei Einrichtungen durchgefiihrt:

1) Allgemeine Auswertungen von Prdparaten wurden mit einem Olympus BH2
Fluoreszenzmikroskop (OM System/ Fluoreszenzfilter) durchgefiihrt. Die Aufnahmen
wurden mit einer gekiihlten Hamamatsu CCD Kamera mittels zugehorigem Argus 20
Bildprozessor und einer Hamamatsu HPD-CP Steuerungssoftware (Version 2.1.3)
angefertigt.

2) An (1) geprifte und fiir weitere Analysen ausgewiesene Pridparate wurden am
Konfokalen Laser Scanning Mikroskop (Leica TCS SP2) durchgefiihrt. Optische
Schnittserien wurden angefertigt und mit Carl Zeiss AIM Software, sowie géngiger

Bildbearbeitung Software (Photoshop, Illustrator (Adobe), Photomatrix) bearbeitet.
2.2.4.1 Herstellung von Kryoschnitten

Frisch entnommenes Muskelgewebe wurde kurz in eiskalter Ringer Losung gewaschen
und auf eine GroBe von ca. 0,7 cm’® getrimmt. Die Proben wurden auf eine plane, runde
Korkscheibe transferiert, die zuvor mit einem Filterpapier beschickt worden war. Die
Préaparate wurden mit Abdeckmedium (Tissue-Tek, Sakura) vollstindig versiegelt und in
fliissigem Propan eingefroren. Danach wurden sie in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt und bis
zur Verwendung bei -80 °C eingelagert.

Aus den Gewebeblocken wurde am Gefriermikrotom (Frigocut 2800, Reichert und Jung)
bei ~25 °C maximal 3pm dicke Schnitte hergestellt. Fiir longitudinal orientierte Schnitte
ist diese Schnittdicke erheblich, da sonst bei der Betrachtung am Lichtmikroskop
myofibrillaire Banden moglicherweise interferieren und Fluoreszenzsignale nicht eindeutig
zugewiesen werden konnen. Die auf Objekttragern transerierten Kryoschnitte wurden fiir
15min in 4% PFA (Paraformaldehyd) in PBS fixiert, das Fixativ durch dreimaliges
Waschen mit PBS entfernt.

Ringer Losung: 472 mM NaCl, 10 mM KCI, 16 mM CaCl,, 7 mM MgCl,, 10mM Tris-
HCIl, 10mM Maleinsdure, 12,5 mM Glucose, pH 7,4

PBS 140 mM NacCl, 2,6 mM KCI, 1,5 mM KH;PO4, 8 mM Na,HPO4, 0,01 % (w/v) NaNj3,
pH 7.4

53



Material & Methode

2.2.4.2 Préiparation von Myofibrillen

Einem frisch getotetem Hummer wurde die Brechschere entnommen basal eroffnet, die
Hamolymphe entfernt und ein Gummistopfen so eingefiigt, dass der Muskulus adductor
dactylopoditis expandiert wurde. Die Schere wurde fiir 3 Tage in Glycerinlosung bei -
35°C eingefroren. Muskelfaserbiindel des SchlieBmuskels wurden dann entnommen und
in Myofibrillenpuffer zur Entfernung des Glycerins unter Agitation mehrfach gewaschen.
Mit einem Ultraturax (Ika) wurden die Muskelstiickchen bei mittlerer Umdrehungszahl
fiir 30 sec homogenisiert, und bei 3500 RPM fiir 10 min zentrifugiert. Das Sediment der
Zentrifugation wurde erneut mit 10 Volumen Myofibrillenpuffer resuspendiert, der
Vorgang wiederholt. Durch lichtmikroskopische Kontrollen wurde der Reinigungsprozess
tiberwacht und eine fiir Farbeversuche addquate Verdiinnung eingestellt. Frisch isolierte
Mpyofibrillen wurden zum Absetzen auf Chromschwefelsdure-gereinigte Deckglidschen fiir
15-30 min belassen mit 4% PFA in PBS fiir 30 min fixiert und anschlieend 3x mit PBS
gewaschen. Der Aufreinigungsvorgang wurde analog mit expandiertem und

glyceriniertem Muskelgewebe aus weiteren Tagmata von Hummern durchgefiihrt.

Glycerinlosung 100mM KCI, 2mM MgCl,, 5SmM EGTA, ImM DTT 10 mM Imidazol
pH 7.0, 50% Glycerin
Myofibrillenpuffer 100 mM KCL, 2mM MgCl,, 0,2 mM EGTA, 10mM Imidazol pH 7.0

2.2.4.3 Indirekte Immunfluoreszenz Mikroskopie

Um Lokalisationsstudien an lichtmikroskopischen Préparaten durchzufiihren, wurde die
indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie verwendet. Das Prinzip beruht auf -einer
zweistufigen Antigen-Antikorperreaktion, bei dem ein Primérantikorper Epitope des
Antigens im  Prdparat erkennt wund selbst durch einen nachfolgenden,
fluorochromgekoppelten Zweitantikdrper gebunden wird. Die Emission angeregter,
konjugierten Fluorchrome ergibt folglich indirekt Auskunft zur Lokalisation markierter

Strukturen.

Nach dem Waschen der fiir Inmunfluoreszenz vorgesehenen Proben wurden die Préparate
fir 15min mit Blockierlosung (3% cold water fish gelatine, CWSG) inkubiert. Im
Anschluf} folgte eine einstiindige Inkubation mit einem Erstantikorper in 0,3% CWSG-
PBS. Immunseren und verschiedenartig affinitdts-aufgereinigte Hummergelsolin

Antikorper (HGy, 2) wurden als Primérantikorper verwendet. Nach zweifachem Waschen
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in 0,3% CWSG-PBS folgte die Inkubation mit dem sekundiren Antikérper (1:100 in 0,3%
CWSG-PBS)fiir 30 min, nachdem die Préaparate ebenfalls mit PBS gewaschen wurden.

Die Fluoreszenzen dieser Prdparate wurden als signifikant erachtet, wenn mitgefiihrte
Priperate, die nur mit dem Zweitantikorper inkubiert wurden, keine Fluoreszenz zeigten.
Das Ausbleiben von Fluoreszenzen dieser Préparate verifizierte somit die Spezifitit der

Antigen-Antikorper Reaktionen aus den Immunférbungen.

Parallel wurden ebenfalls Praparate mit Rhodamin Phalloidin (Sigma) markiert. Phalloidin
ist ein Alkaloid aus dem Knollenblitterpilz Amanita phalloides, das hochaffin an
filamentoses Actin bindet. Das an Fluorochrome gekoppelte Phallotoxin wurde in einer
Verdiinnung von 1:100 in PBS auf die lichtmikroskopischen Préiperate appliziert und

Uberschiisse durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt.

Nach Abschluss der Immunfarbungen wurden die Préparate in einem Einbettungsmedium
(Moviol 488, Hoechst) mit Bleichschutz (n-Propylgallat, Sigma) eingedeckt und bis zur
Verwendung im Kiihlschrank gelagert.

Blockierlosung, CWSG: 3% (v/v) cold water fish skin gelatine in PBS
AK-Inkubationslosung: 0,3% (v/v)CWSG in PBS

Fixativ: 4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS

Einbettungsmedium: 1 Teil N-Propylgallat und drei Teile Moviol

Bleichschutz N-Propylgallat: 2,5¢ N-Propylgallat in 50 ml PBS bei RT losen, pH 7.0,
mit 50 ml Glycerin versetzen, /N rithren, bei 4°C dunkel lagern

Moviol-Einbettung: 20g Moviol in 80ml PBS bei RT 16sen, 40ml Glycerin zugeben und
U/N riihren, abzentrifugieren, bei 4°C lagern

2.2.5 Elektronenmikroskopie

Die colloidale Gold Markierungstechnik wurde erstemalig von Faulk und Taylor (1971)
eingefiihrt, indem sie anti-Salmonella Kaninchen y-Globuline im ersten Schritt an Gold
Partikel adsorbierten und dann das Salmonella Antigen lokalisierten. Die indirekte
Labelling-Technik mit Gold-Proben wurde dann von Romano et al. (1974) beschrieben,
der ebenfalls Gold an Protein A fiir die Ermittlung primérer Immunoglobuline gebunden
hat. Analog dem Prinzip aus der indirekten Immunfluoreszenz basiert die Immunogold
Technik zur Lokalisation von Makromolekiilen auch auf der Antigen-Antikorper
Reaktion. An den verwendeten Sekundirantikérpern wurden Goldpartikel (anstatt eines

Fluorochroms) mit variabel herstellbaren Durchmessern konjugiert. Am Elektronen-

55



Material & Methode

mikroskop konnen die meist wenige Nanometer gro3en Partikel aufgrund ihrer Form und
Elektronendichte eindeutig ausgemacht und zugeordnet werden. Wenn das
Auflosungsvermogen lichtmikroskopische Analysen limitiert, konnen elektronen-
mikroskopische Studien mit kombinierten Immunlokalisationen detaillierte Aussagen

unter subzelluldrem Niveau ermoglichen.

Alle elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden am Phillips CM 100 bei 80kV
durchgefiihrt.

2.2.5.1 Herstellung und Bedampfung des Trigermaterials

Zur Beschichtung der Probentriager (Grids) fiir die Elektronenmikroskopie wurden
verschiedene Gridtypen eingesetzt. Singel-Slot Grids aus Kupfer wurden fiir die
Bearbeitung von osmierten Eponproben, 100 Mesh Nickelnetzchen wurden fiir die
Immunelektronenmikroskopie verwendet. In einer weitgehend staubfreien Umgebung
wurden diese mit einem Kunststoffilm aus Formvar beschichtet. Zundchst wurden
Glasobjekttrager griindlich gereinigt und mit 3% Extran konditioniert. Staubfrei und
trocken wurden diese dann in eine speziell umgebaute Nutsche mit 0,3% Formvar-
Chloroform getaucht. Nach wenigen Sekunden wurde das Formvar iiber einen Pieleus-
Ball gleichmifBig und ziigig abgelassen. Das Vinylformaldehyd polymerisiert an der Luft
rasch aus und bedeckt den Objekttrager mit einem diinnen Film. Dieser wurde dann auf
dem Objekttriager entlang der Rander mit einer Rasierklinge eingeschnitten und senkrecht
in eine mit zweifach destilliertem Wasser gefiillten Glasschale getaucht. Von beiden
Seiten des Objekttragers wurden die hydrophoben Filme auf der Wasseroberfldche
abflottiert und die Grids auf den homogenen Formvarfilm dicht nebeneinander
positioniert. Mit Parafilm wurden die belegten Formvarfilme von der Wasseroberfldche
zum Trocknen in einer Petrischale abgenommen. Auf die Filme der Netzchen wurde in
einer Balzer Bedampfungsanlage eine Kohleschicht vom Anodenstab durch eine
angeregte Wolfram-Kathode in einem Vakuum von 4 x 10 mbar, 2400 V bei 90 mA
aufgebracht. Je nach gewiinschter Dicke der Schicht wurde die Bedampfung zwischen 3
und 5 Sekunden unter Beobachtung eines Kontrollfilterpapiers durchgefiihrt, woraus sich
eine addierte Kohleschicht von 5-10 nm abschétzen lie3. Die Kohlebedampfung der Filme
gewihrleistet mechanische und thermische Stabilisierung und unterbindet chemische

Wechselwirkungen mit Negativ Stain Losungen.
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Unmittelbar vor Verwendung der befilmten und carbonbedampften Grids wurde eine
Beglimmung in einer evakuierten Vakkuumkammer (10" Torr) bei einer Ionisierungs-
spannung von 500 V fiir 10 sec vorgenommen. Dabei wird der Tragerfilm hydrophilisiert
und degrassiert, welches sich positiv auf die Aufnahme der Ultradiinnschnitte in der
Ultramikrotomie auswirkt und eine bessere Adsorption von applizierten Losungen

ermdglicht.
2.2.5.2 Probenpréperation fiir Elektronenmikroskopie

Um Analysen der Partikelzahlen auf den unterschiedlichen Banden von Sarkomeren der
Hummerskelettmuskelzellen durchfiihren zu koénnen, wurde eine Expandierung der
Muskelpriparate vorgenommen. Nach der Sedierung des Tieres fiir eine Stunde auf Eis
wurde das Unterschlundganglion durchtrennt und die Hé&molyphe entlassen. Die
dimorphen Scheren wurden entnommen, mit einem Bohrer wurde das sklerotisierte
Chitinexoskelett der Scheren mehrfach punktiert. Durch Peristaltikpumpen und
Schlauchverbindungen wurde iiber die Offnungen die Himolymphe herausgespiilt und die
Scheren mit Ringerlosung fiir 1h auf Eis perfundiert. Um das Schlieen der Scheren zu
vermeiden und den Erhalt expandierter Sarkomere zu gewihrleisten wurde dem Tier
praemortem ein Gummistopfen zwischen die (Tarsus~) Klauen der Scheren
zwischengefiigt. Die Perfusion wurde dann mit Ringerlésung, die mit 4% PFA versetzt
wurde, fiir 4h fortgesetzt. Die Scheren wurde nach der Fixierung von basal
halbkreisformig eroffnet und Muskelproben des Muskulus. adductor dactylopoditis

(Scherenschliefmuskel) mit einem Skalpell herausgetrennt.

Das Abdomen wurde ebenfalls entnommen und das Telson entfernt. Von proximal nach
distal wurde je auf der dorsalen und ventralen Seite die Chitinkutikula medial er6ffnet und
das Abdomen so in zwei Lingshilften separiert. Die Teilung ermoglichte eine
Expandierung und nachfolgende Probenentnahme ohne Verletzung der Gefdlle oder des
anvisierten, abdominalen Muskelgewebes. Die beiden Hélften wurden auf Holzstdbchen
gespannt, so dass in der abdomalen Muskulatur ein maximaler Kontraktionsgrad erreicht
wurde, der dem Tier auch in vivo ermoglicht war. Die Hélften wurden dann vollstidndig
fiir 1h in Ringerlosung bei 4°C expandiert, und analog wie Muskelproben aus den Scheren
in 4% PFA-Ringerlosung fixiert. Die Fixative wurden nach 2h jeweils erneuert. Fiir
allgemeine Ubersichtspriperate wurde ein modifiziertes Karnovsky Fixativ verwendet,

entnommene Proben wurden dann mit 1% Osmiumtetoxid postfixiert. Anschliefend
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wurden die entnommenen Muskelpriperate fiir die Elektronenmikroskopie per

aufsteigenden Ethanolreihe nach Romeis (1989) entwéssert.

Fiir die Einbettung der Proben wurden die Metacrylat Harze Lowikryl K4M, Unicryl und
LR-White verwendet, die sich hinsichtlich guter Schneideeigenschaften bewéhrten. Sie
sind sehr sprode und hebt Objekte fiir die Anlagerung von Antikorpern heraus, was durch
hydrophile Eigenschaften begiinstigt wird. Da sich hinsichtlich der Umweltgiftigkeit und
des Einbettungsaufwandes groBle Unterschiede ergaben, die nicht durch beobachtete
Ergebnisse nachfolgender Markierungsexperimente gerechtfertigt werden konnten, sind
letztlich alle untersuchten Muskelproben routineméfig in LRWhite eingebettet worden.
Die Proben wurden in beem® Kapseln bei 4 °C durch UV-Strahlung in 48h

auspolymerisiert.

In der Ultramikrotomie wurden die Blockchen so getrimmt, dass longitudinale und
transversale Orientierungen der Muskelproben erfasst wurden. Ausrichtungen der
Faserorientierung wurden durch rasche Anfertigung und lichtmikroskopische Betrachtung
von Richardson-blau gefirbten Semidiinnschnitten kontrolliert. Es wurden dann
Ultradiinnschnittbdnder mit silbergraue interferierenden Schnitten (~ 60nm Dicke) an

einem Ultracut (Leitz) hergestellte und mit konditionierten Grids aufgenommen.

Ringerlosung: 472 mM NaCl, 10 mM KCI, 16 mM CaCl,, 7 mM MgCl,, 10mM Tris-
HCIl, 10mM Maleinséure, 12,5 mM Glucose, pH 7,4

Karnofsky Fixativ 3,5 % Glutaraldehyd, 2% PFA, 0,2 M Natriumcacodylat, pH 7,4
Richardson-blue Firbelosung: 1Teil 1% Azurll in H,O & 1Teil 1% Methylenblau mit
1% Natriumtetraborat in HO

2.2.5.3 Immunmarkierungen von Ultradiinnschnitten

Alle experimentellen Ansédtze an Ultradiinnschnitten erfolgten nach kurzer Trocknung
immer auf Parafilm-beschichteten Glasplatten durch das sehr vorsichtige Aufbringen und
Wechseln der Grids auf aufgebrachten Losungstropfen (~40 pl). Die Ansédtze wurden
dann mit Petrischalen abgedeckt, um die Evaporationen zu minimieren. In jedem Fall
wurden zunédchst aus der Fixierung resultierende Aldehyde durch eine kurze Inkubation
mit 50mM Glycin in PBS inaktiviert. Die Behandlung der Schnitte mit BSA-C und
CWFG (Behnke et al., 1986) erwiel3 sich zur Minimierung unspezifischer Bindungen als

sinnvoll. Die Schnitte wurden auf Tropfen von Blockierungslosung aufgebracht und fiir
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30 min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit der Inkubationslésung wurden die
Ultradiinnschnitte mit dem Erstantikorper inkubiert. Es wurden verschiedene HG-Seren
verwendet, die je nach Hohe des Antiserum Titers oder nach Affinitétsreinheit verdiinnt
wurden. Es wurden Serien mit unterschiedlichen Verdiinnungen fiir jede Lokalisations-
studie durchgefiihrt, den spezifischen Eigenschaften der Primirantikdrper wurden dann
die Antikorperkonzentration und Inkubationszeiten angepasst. Die Grids wurden nach der
Auswertung von Immunmarkierungen auf HG-Immunserumtropfen in einer 1:200
Verdiinnungen (Inkubationspuffer) fiir 2h und auf Tropfen mit affinititsgereinigten
Antikorpern in einer 1:50 Verdiinnung fiir mindestens 4h (oder bei 4°C, i/N) bei RT
inkubiert. Dann wurde erneut 3x S5min mit dem Inkubationspuffer gewaschen.
Nachfolgend wurden Tropfen mit einem goat anti rabbit Sekundirantikorper (1:100)
appliziert, an den 10nm Goldkorner konjugiert wurden. Es wurden ebenfalls Antikorper
mit anderen GoldpartikelgroBen getestet, Inm Gold wurde durch ein kommerziel
erhéltliches gold-enhancment set (Molekular Probes) auf ~20nm verstédrkt. Es wurde 3x
mit Inkubationspuffer unter Agitation und 2x mit H;Opigesr. gewaschen. Nach dem
Waschen wurde abschlieBend mit 3% Glutaraldehyd in PBS fiir 10 min postfixiert.
Blockierungslosung: 0,1% CWFG, 3% BSA (Aurion), 3% Rabbit-Serum
Inkubationslésung: 0,1% BSA-c, 20mM Phosphatpuffer, 150 mM NaCl, pH 7,4

2.2.5.4 Kontrastierung (modifiziert nach Reynolds, 1963)

Die Kontrastierung der Schnitte wurde manuel, als auch am EM Ultrostain (Leica) mit
Uranylaccetat und Bleicitrat durchgefiihrt. Alle Losungen bzw. verwendetes
Milliporwasser wurden durch Aufkochen entgast, um den Ausfall von Bleicarbonaten zu
inhibieren. Der Kontrastierautomat wurde so programmiert, dass die Ultradiinnschnitte fiir
20 min mit 0,5 %igem Uranylaccetat bei 25°C und fiir 30 min bei 30°C mit Bleicitrat

(kommerziel erworbene Losung, Leica) kontrastiert wurden.

Fiir die Handkontrastierung wurden die Grids in eine Leica-Gridplatte geklemmt und fiir
10 min auf eine mit gasfreiem Milliporwasser gefiillten Petrischalendeckel (&3 cm)
gelegt. Nach der Befeuchtung wurde die Vernetzung der Nucleinsduren mit 8%
Uranylaccetat fiir 15 min bei RT vorgenommen. Nach zweimaligem Waschen mit H,O
wurde die belegte Gridplatte fir 10 Minuten auf frisch angesetzte Bleicitratlosung
transferiert, dazugefiigte NaOH Plédtzchen gewdéhrleisteten eine CO, arme Atmosphére. Es

wurde abschlieBend 3x mit PBS und 2x in bidestilliertem Wasser gewaschen. Isolierte
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Mpyofibrillen wurden auf Grids adsorbiert und mit Ammoniummalybdat gefirbt.

AnschlieBend wurde mehrfach mit PBS und mit Milliporwasser gewaschen.

Nach der Trocknung der Grids tiber Nacht fand die Auswertung an einem Phillips CM
100 Transmissionselektronenmikroskop bei 80 kV statt.

Uranylaccetatlosung: 4g Uranylaccetat in 50ml HyOpjigest, 10sen, filtrieren
Bleicitratlosung: 30ml H,Opige mit 1,33g Bleicitrat und 1,76g Natriumcitrat (x2 H,0)
l6sen, 8ml 1M NaOH zugeben und auf 50 ml auffiillen, in Spritzen bei 4°C lagern, bei

weillem Niederschlag neu ansetzen
2.2.5.5 Elektronenmikroskopische Auswertungen

Fiir die Auswertung der Partikelzahlen wurden digitale Aufnahmen mit einer Keen View®
Kamera und der zugehorigen Steuerungssoftware ANALYSIS® am Elektronenmikroskop
angefertigt. Mittels ANALYSIS wurden ROI-Bereiche (regions of intrest) innerhalb der
Aufnahmen selektiert, beispielsweise wurde eine H-Zone umrandet und so als
auszuwertender Bereich definiert. Im nédchsten Schritt folgte die Festlegung der
Schwellenwerte fiir die Partikelauszdhlung, die durch Binarisierung der Aufnahmen
erfolgte. So konnten die Goldpartikel vom Untergrund abgehoben und markiert werden.
Nach der Festlegung weiterer Parameter (Partikelfarbe, Durchmesser) wurde abschlieBend
eine programmgestiitzte Auszdhlung durchgefiihrt. Die Partikeldetektion wurde visuell
tiberpriift, in Bereichen starker Kontrastierung wurde ebenfalls von Hand gezéhlt. Die
Daten wurden in Form von Partikelabundanzen, also Partikelzahl pro Fldcheneinheit
(um?), ausgewiesen. Um die Verteilung der Goldpartikel in den Muskelzellen einheitlich
zu quantifizieren wurde ROIs mit 1 pm® Fléiche definiert, sowie auch Partikelzahlen auf 1
um’ Fliche interpoliert. Einige Priparate wurden zusitzlich gerastert und so die

ermittelten Partikzahlen den einzelnen Kompartimenten zugeordnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Biochemische Analyse von Gelsolin in verschiedenen

Muskelgeweben von Crustaceen

Auf der Basis von strukturellen Kriterien und dem spezifischen Aufbau von
Myofibrillen wurden die Muskeln von Crustaceen in der Vergangenheit in
verschiedenen Studien klassifiziert. Die funktionellen Unterschiede der Fasertypen
stehen dabei im direkten Zusammenhang mit dem Aufbau durch myofibrilldre
Proteine, jeder Fasertyp zeigt eine charakteristische Zusammensetzung von
strukturellen und regulatorischen Proteinen. Die Crustaceenmuskeln wurden
grundsitzlich in schnelle und langsame Fasern eingeteilt. Die schnellen Fasern
besitzen 2 strukturelle Paramyosin-Isoformen (P; ), dagegen weisen langsame Fasern
nur eine Isoform (P;) auf. Die langsamen Fasern werden weiter in S1~ (slow-twitch)
und S2-Fasern (slow-fonic) differenziert. S2-Fasern besitzen eine zusétzliche
Troponin-T(j)-Variante mit hoherem Molekulargewicht gegeniiber den iiblichen
Troponin-T(, 3-Isoformen. Unterschiedliche, regulatorische Troponin-I-Varianten
wurden ebenfalls identifiziert und der Fasertypisierung zugeordnet (Medler et al.,
2003). Die abdominalen Musculi obliqui anteriori wurden als schnelle kontrahierende,
der Musculus ventrales superficiales abdominis als intermedidr~ und der Musculus
adductor dactylopodis aus der Brechschere als langsam-tonisch kontrahierende Fasern

charakterisiert.
3.1.1 Identifizierung von Gelsolin in verschiedenen Muskelgeweben

Gelsolin wurde bereits aus der abdominalen Muskulatur von Crustaceen isoliert und
biochemisch charakterisiert. In Immunblots wurden dabei zwei Gelsolinbanden
angefirbt, die moglicherweise zwei verschiedene Isoformen reprisentieren. Um
Aufschluss iiber die Existenz von Gelsolin und die Verteilung moglicher Isoformen zu
erhalten, wurden quantitative Immunblots (2.2.2.4) von verschiedenen Muskelfasern

des amerikanischen Hummers angefertigt.

Es wurden Proben aus frisch getdtetem Hummern entnommen, homogenisiert und
unmittelbar in 1% SDS gekocht. Nach einer Proteinbestimmung wurden die

Ganzmuskelproben gleichméBig in einer 12,5 %igen SDS-PAGE zu je 20 pg
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aufgetragen und getrennt (Abb.3.1.1 A). An den Coomassie-blau gefirbten Gelen
wurden deutliche Unterschiede von schnellen und langsamen Fasern anhand der
Molekulargewichte einzelner Proteine ermittelt. Es zeigten sich, besonders fiir den

Molekularmassenbereich < 45 kDa distinkte Bandenkompositionen und Intensitéten.

Durch Immunblots von verschiedenen Muskelproben wurden grundsitzlich zwei
Gelsolinbanden identifiziert, die sich anhand des apparenten Molekulargewichts
unterscheiden (Abb.3.1.1 B). Mit abdominalen Muskelproben reagierte der anti
Hummergelsolin Antikérper im Molekularmassenbereich von ~113 und 116 kDa. Die
Immunreaktion wurde in den Musculi obliqui anteriori (Flexor-Muskel) vorwiegend
auf der schwereren Bande von 116 kDa identifiziert. Dieses Muskelgewebe macht im
Abdomen des Hummers den vergleichsweise grofiten Anteil aus. In den mengenméBig
geringer reprasentierten, abdominalen Extensor~ und Deep Extensor Muskeln traten

Immunreaktionen an den beiden Banden in anndhernd gleicher Intensitét auf.

Mit Muskelproben aus den Scheren (Crusher~ und Cutter Closer Muskel) reagierte
der Gelsolin Antikorper fast ausschlieBlich mit der unteren Bande. Auch in dem
Musculus adductor meropoditis (Pleopoden) wurde vorwiegend eine Immunreaktion
in diesem Molekularmassenbereich festgestellt. Die phylogenetisch homologen

Scheren und Pleopoden besitzen langsam kontrahierende Muskelfasern.

Konkludent zeigte sich aus den Immunreaktionen eine weit hohere Konzentrationen
einer leichteren Gelsolinvariante in Extremititen und die einer schwereren Variante in
den Muskelgeweben des Abdomens. Daraus resultierte die mogliche Existenz von
zwel Isoformen mit unterschiedlichen Anteilen in verschiedenen Hummermuskeln.
Eine leichtere Isoform konnte somit vorzugsweise den langsamen Fasertypen, eine
schwerer Isoform den schnell kontrahierenden Muskelsystemen zugeordnet werden.
Von dieser Annahme ausgehend wurde zundchst durch histochemische und
immunologische Verfahren gepriift, ob die doppelten Gelsolinbanden auf post-

translational modifiziertem Gelsolin basierte.
3.1.2 Nachweis von postranslationalen Modifikationen

Es wurden ebenfalls verschiedene Muskelproben elektrophoretisch analysiert, die
zuvor fiir zwei Stunden bei RT inkubiert wurden. Es sollte dabei gekladrt werden, ob es
sich bei einer der Banden um ein Modifikationsprodukt durch Phosphorylierung

handelte. Die Phosphatgruppen wéren folglich in dieser Zeit abgebaut worden und der
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Immunblot hétte sich signifikant von dem ziigig verarbeiteten Material unterschieden.
Die Blots zeigten keinen Unterschied im Bezug auf die Intensitdt und Verteilung der
Gelsolin-Isoformen. Einzelne Blotstreifen wurden dennoch zusdtzlich mit
verschiedenen Erstantikorpern (anti P-Thyrosin, anti P-Serin, anti P-Threonin, Sigma
P3967, P3617, P3717) auf eine Phosphorylierung hin gepriift, erbrachten jedoch an
Banden des Hummergelsolins keinen Befund (Abb.3.1.1 D). Damit wurde die
Existenz einer der beiden identifizierten Banden als Folge einer Modifikation von

Gelsolin durch Phosphate in vivo weitgehend ausgeschlossen.

Durch eine weiter SDS-PAGE und nachfolgender histochemischer Farbung wurde
Hummergelsolin auf die posttranslationale Addition von Kohlenhydraten tiberpriift
(2.2.2.3). Dazu wurde die PAS-Féarbung (periodic acid schiff reaction) verwendet, bei
der insbesondere kohlenhydrathaltige Komponenten z.B. Glykoproteine, Muzine und
Glycogen mit Hilfe von Perjodsdurer und Schiff-Reagens sichtbar gemacht und
nachgewiesen werden konnen. Chemisch werden die freien Hydroxylgruppen der
Saccharide zu Aldehydgruppen oxidiert, die dann mit dem im Schiff-Reagenz
vorhandenen schwefelsauren Fuchsin rot violette Komplexe bilden und so
histologisch erscheinen. Eine SDS-PAGE wurde von verschiedenen Muskeln
angefertigt und in Fuchsinlosung gefirbt, bis die Banden sichtbar wurden. Eine
Assoziation von Kohlenhydraten an eine der beiden Gelsolinvarianten konnte dabei

nicht ermittelt werden (nicht gezeigt).
3.1.3 Densitometrische Analyse von Hummergelsolin

Um die Konzentrationen von Hummergelsolin in den einzelnen Muskelgeweben zu
analysieren, wurde ein Immunblot mit Hummergelsolinproben bekannter
Konzentrationen angefertigt (Abb.3.1.1 C). Mittels densitometrischer Vermessung
(2.2.2.5) wurde aus den korrelierenden Daten ermittelt, dass in 1 kg
Scherenmuskelgewebe (Feuchtgewicht) ca. 390 mg, in der abdominalen Muskulatur
ca. 330 mg Hummergelsolin enthalten sind. Bei der Analyse muss beriicksichtigt
werden, dass ein einhundertprozentiger Transfer der verschiedenen Probe aus der
SDS-PAGE auf den Immunblot nicht immer gewéhrleistet werden kann. Dennoch
stimmt die Dimension der erhaltenen Daten mit geschétzten Werten von 500 mg/1kg

Feuchtgewebe (Bock ef al., 1994) ganz gut iiberein.
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Abb. 3.1.1: (A) Gelelektrophoretische Analyse myofibrilléire Proteine von schnellen und langsamen Muskeln aus
Homarus americanus: Die Auftrennung der Ganzmuskelproben zeigt die molekulare Diversitdt distinkter
Skelettmuskelphénotypen. Im korrospondierenden Immunblot der unterschiedlichen Muskeln wurden zwei Gelsolin-
banden mit jeweils unterschiedlichen Konzentrationen identifiziert. Es wurden zusétzlich Proben analysiert, die zuvor
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert worden waren, um so potentielle Modifikation durch Phosphorylierung
zu ermitteln.

Lanes: 1:HMW-Standard 2:Musculus adductor dactylopoditis 1 (Crusher-Closer) 3:M. obliquus anterior (Abdominal
Flexor) 4:M. adductor meropoditis (Pleopod Extensor) 5:M. ventrales aductor abdominalis (4bdominal Extensor) 6:M.
ventrales superficiales abdominis (4bdominal Deep Extensor) 7: M. adductor dactylopodis II (Cutter Closer),; post 1h
RT 8:M. ventrales aductor abdominalis 9:M. obliquus anterior 10:M. adductor meropoditis 11:M. adductor dactylo-
podis I 12: M. adductor dactylopodus I.

(B) Immunblottanalyse von Ganzmuskelproben: Die Konzentrationsverhiltnisse von Gelsolin aus den einzelnen
Muskelproben sind unterschiedlich, der anti-Hummergelsolin-Antikérper (HG1) reagierte mit dem Musculus adductor
dactylopoditis I (1) fast ausschlielich mit einer Bande bei 113 kDa, im M. obliquus anterior (2) wurden zwei Banden
erkannt, mit vergleichsweise intensiver Immunreaktion im Bereich von 116 kDa. Auch im Laufbein (M. adductor
meropoditis, (3)) wurde vorwiegend von zwei Banden die untere Bande gefirbt. Die Immunreaktionen des M. obliquus
anterior (4) und M. ventrales superficiales abdominis (5) zeigen annidhernd gleiche Immunreaktionen. Beim M. adductor
dactylopodis II (6) wurde ebenfalls die untere Bande durch den Antikorper stiarker identifiziert.

Im Vergleich zeigten die Extremitéten in jeder Analyse einen hohen Anteil der unteren Bande (113kDa), die Muskulatur
des Abdomens einen hohen Anteil der oberen Bande (116kDA). Durch die einstiindige Inkubation der Proben bei
Raumtemperatur konnte keine Verdnderung in der Immunreaktionen festgestellt werden (nicht gezeigt).

(C) Densitometrische Vermessung Im Immunblott wurde neben den Muskelproben als Referenz Hummergelsolin
aufgetragen und densitometrisch vermessen. Aufgetragen wurden je 10 pug Muskelprobe und 1, 2, 4, 6, 8, 10 ug
Gelsolinprobe. Lanes 1: M. adductor dactylopodus I 2: Antenal Remotor 3: M. adductor meropoditis (Pleopoden) 4: M.
obliquus anterior 5: M. ventrales aductor abdominalis 6: M. ventrales superficiales abdominis 7: M. adductor
dactylopodis 11
(D) Phosphorylierung der Gelsoline Ganzmuskelproben I
des M. ventrales superficiales abdominis wurden durch eine II 7
SDS-PAGE getrennt, ein Blot angefertigt und in Ponceau S
gefarbt (I).

Um eine mogliche Phosphorylierung zu ermitteln wurde der
Molekulargewichtsbereich von 116 kDa zur spiteren Identi-
fikation markiert und einzelne Blotstreifen mit Antikérpern
gegen phosphorylierte Aminosduren Serin (1), Threonin (2)
und Thyrosin (3) inkubiert. In indizierten Bereichen konnte
auf dem entwickelten Blot keine Bande festgestellt werden
(I). Die Imunreaktionen in anderen Bereichen deuten auf
die Phosphorylierung von Muskelproteine wie z.B. Myosin
(205kDa, Pfeil).
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3.1.4 Herstellung und Analyse polyklonaler Antikérper gegen HG,

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit lag der Arbeitsgruppe ein Antikérper gegen
Hummergelsolin (HG) vor. Antigendonor fiir eine Immunisierung von Kaninchen war
die Variante aus dem Abdomen von Hummern. Da zu dem Zeitpunk die Existenz von
zwei moglichen Gelsolinvarianten unbekannt war, wurde Gelsolin fiir immuno-
logischen Nachweise und Farbungen aus abdominalen Muskeln isoliert und den zu
immunisierenden Kaninchen appliziert. Diese Antigenproben bestanden nicht nur aus
der Variante mit dem elektrophoretisch hoheren Molekulargewicht von 116 kDA, die
in Abdomenmuskeln anteilig stirker exprimiert wird, sondern moglicherweise auch
aus anteilig geringeren Mengen der leichteren Form (113 kDa). Durch Immunisierung
gewonnene Antiseren gegen die schwerere Variante (kurz HG;) wurden

affinitdtsgereinigt und zur Identifikation beiden Varianten (3.1.1) verwendet.

Um Unterschiede zwischen den beiden Varianten ermitteln zu konnen, wurde eine
erneute Immunisierung von Kaninchen durchgefiihrt, die ausschlieBlich aus dem
Antigen der leichteren Variante (kurz HG;) bestanden (2.2.3.1). Dazu wurde HG; aus
dem ScherenschlieBmuskel vollstindig isoliert und aufgereinigt (3.2). Die
Immunisierung wurde durch die Firma Pineda (Berlin) vorgenommen. Nach Erhalt
der HG,-Seren wurden Immunanalysen zur Bestimmung der Antikorpertiter aus den
einzelnen Blutungstagen (60, 90, 120, 165 Tage nach Immunisierungsbeginn)
vorgenommen. Das Serum mit dem hochsten Antikorpertiter (120 Tage) wurde dann

nachfolgend positiv und negativ affinitétsgereinigt.

An Ganzmuskeln aus dem ScherenschlieBmuskel (M. adductor dactylopoditis) und
abdominalen Muskelproben (M. ventrales superficiliales abdominis) wurde eine
vergleichende Immunanalyse vorgenommen, indem die jeweiligen Blots in
unterschiedlichen Verdiinnungen der beiden Seren parallel inkubiert wurden (Abb.:
3.1.2(1)). Dieser abdominale Muskel zeigte in den immunologischen Nachweisen
beide Gelsoline (3.1.1) in anndhernd gleichen Konzentrationen und eignete sich daher
besonders fiir eine isoformspezifische Analyse des neu erhaltenen Serums. An
geblotteten Scherenmuskeln wurden die Titer der verschiedenen Seren und die
Antigenspezifitit durch parallele Verdiinnungen verglichen. Erwartungsgemil
wurden durch anti-HG,; Seren beide Gelsolinvarianten in Immunblots identifiziert. Die
neu erhaltene HG; Seren zeigten auch bei hohen Verdiinnungsstufen eindeutige

Immunreaktionen mit einer Gelsolinbande im ScherenschlieBmuskel.
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(1) ()
anti-HG 1 anti-HG 2

M. ventrales superficiales abdominis

- " “hl“"

M. adductor dactylopodus

Isolierte Isoformen (50/50)

Abb. 3.1.2: (1) Analyse der beiden HG-Antiseren: Eine SDS-PAGE mit jeweils gleichmiBig aufgetragenen
Ganzmuskelproben (15 pg/Probe) des M. ventrales superficiales abdominis (A) und dem M. adductor
dactylopodis (B) wurde auf eine Transfermembran geblottet. Die Blotstreifen wurden mit den beiden Antiseren
(HG 1 & 2) in jeweils gleichen Verdiinnungen (1:1000 in 0,5% Gelatine TTBS) parallel inkubiert (2). Auch nach
verschiedenen Affinitdtsreinigungen erkannte der spezifisch gegen Antigen der leichteren HG-Variante
hergestellte Antikdrper im Immunblott auch Epitope der schweren Gelsolinvariante.

In abdominalen Muskelproben wurden durch unterschiedlich affinitdtsgereinigte HG-
Seren ebenfalls beiden Gelsolin-Varianten nachgewiesen (Abb.: 3.1.2 (2)). An
isolierten Gelsolinen, die in der durchgefiihrten SDS-PAGE zu gleichen Anteilen pro
Probe aufgetragen wurden, konnte die Immunreaktion an HG; durch das neu
hergestellte HG, Serum bei Verdiinnungen bis 1:50.000 nachgewiesen werden. Die
Seren unterschieden sich grundsitzlich nur bei sehr hohen Verdiinnungen. Hier kam
es in den Immunanalysen von anti-HG; Seren zu schwicheren Reaktionen mit den
Antigenen aus abdominalen Muskeln, besonders mit Banden von HG;. Das neue

Immunserum zeigte aber keine eindeutige Isoform-Spezifitit.

Die ermittelten, unabhingigen Identifikationen der denaturierten Gelsoline durch zwei
affinititsgereinigte Antikorper, die jeweils spezifisch gegen eine Variante hergestellt
wurden, deuten auf ein hohes Mafl an Sequenzhomologie. Die unterschiedlichen
Immunreaktionen bei hohen Verdiinnungen implizierten die Existenz zweier
Isoformen mit sehr geringen Sequenzabeweichungen in den verschiedenen

Muskelsystemen.
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3.1.5 Massenspektrometrische Analyse der Gelsolin Isoformen

Um einen massenspektrometrischen Vergleich zwischen den beiden Gelsolinen aus
der Hummermuskulatur durchzufiihren, wurden Proben fiir eine MALDI-TOF
Analyse vorbereitet und in Kooperation mit der AG Proteom~ und Metabolom-
forschung von Herrn Prof. Niehaus am MALDI gemessen (2.2.2.11). Da die
Sequenzdaten von HG; bekannt sind (Liick ef al., 1994), war die Zielsetzung der
Analyse eine weitmogliche Identifizierung von Sequenzhomologien zwischen den
Isoformen. Durch mehrfache Messungen konnte die Sequenzabdeckung zwischen

beiden Isoformen erhoht und folglich Unterschiede eingrenzen werden.

Fir die Durchfiihrung wurde eine SDS-PAGE mit isolierten Isoformen angefertigt
(3.2.1) und die entsprechenden Banden aus den Coomassie-gefirbten Gelen
ausgeschnitten. Nach mehrfachem Waschen in 50% Acetonitril und Trocknung der
Gelstiickchen wurden die Proben mit Trypsin fiir 24h bei 37°C gespalten und auf ein
MALDI-target (Probentrager) appliziert. Es wurden mehrere Messungen an einer
Probe durchgefiihrt. Je nach Reinheit der Probe konnten so bis 50% Sequenzcoverage
und bis 93% Intensitycoverage (Anteil identifizierter Peaks im Spektrum des
gemessenen Proteins) durch Sequenzabgleiche mit BioTools (Version 2.2, Bruker)
erreicht werden (Toleranz: 1 Dalton). Die identifizierten Sequenzbereiche aus
spektrometrischen Messungen von HG, anhand der Sequenz von HG; sind in rot
dargestellt.

mvpafegagavegltiwrienfevvpypkekyggfyggdsyivlytrdvngnlswdl
hfwlgsetsgdeagtaaiktvelddglggvpvghreveghetslflsrfkkgvrylk
ggvasgfhhvdpdapyparlfhvkgrrnirirgvevgvgsmnkgdcfildcgsqgvya
ymgpssrkmdrlkaigaanpraddhagkakvividetasgseagesspglgggspdd
vadedtgvddsafe (r) sevnvvtlhhifedgdgvigtnmige (k) pllgsmldsgd
cflldtgvgvyvwigsgsskkekvksmelaagymekkgyptytnvgrvvekaepavt
kayfktwrepgegglgrvitgrgmsavsatetdfdvsslhaekrrllgknagpafal
cpimvliarrnlgplrtlklepvdesthgfffggdsyvlkyiyevngepgegineryi
lyfwggcassqgdekassaihtvrldnelcgkavgvrvvggyepahflrifkgrmvif
lggkasgfknvhdhdtydvdgtrlfrvrgtcdfdtraiggtevagslnsddvivlet
pgktylwigkgaseeekamgekvvelvspgrdmvtvaegeedddfwgglggkgdygt
ardldrpllyprlfhctispagclrvnemsdfagedlneddvmvldsgdevyvwvgqg
gsddgekekaftmaenyiktdptertldatvilringgeepaaftsifpawnpdmwg
kglvsyddmkagvpetnaave

Abb.3.1.3: Massenspektrometrische Identifikation von Sequenzhomologien von HG, anhand der HG,-
Sequenz. Schwarz: nicht identifiziert (& unterlegt: siche Text), Rot: homologe Sequenzbereiche

Bei den Messungen wurden hiufig zwei groBere Peaks registriert, die der Sequenz

nicht zugeordnet werden konnten. Trypsin spaltet theoretisch an Lysinen (k) und
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Argininen (r), diese Schnittstellen konnen aber verdeckt sein. Daraus resultieren dann
ggf. sehr groBe Peptide, die sich moglicherweise einerseits nicht aus den Gelproben
herauswaschen lassen oder andererseits wihrend des Fluges im Massenspektrometer
zerbrechen konnen. Letzteres ermoglicht dann keine Identifikation der Peptide anhand
der Sequenzdaten, da nur vollstindige Peptide anhand des theoretischen Verdaus
ermittelt werden. Beispielsweise wurde anhand des theoretischen Verdaus ermittelt,
dass proteolytische Spaltungen durch Trypsin zwischen Lysin’”* und Lysin®® an

* und Lysin®’' durchgefiihrt werden kénnen (Abb.: 3.1.3, unterlegter

Arginin®
Bereich) und so Peptide mit Molekulargewichten entstehen, die prinzipiell mef3bar
sein sollten. Diese Peptide konnten der Sequenz auch nicht durch Messungen am ESI-
MS eindeutig zugewiesen werden. Diese Sequenzabschnitte stellen folglich Bereiche
dar, in denen sich die Isoformen unterscheiden konnen. Sehr kleine Peptide mit

wenigen Aminosdren (4-8) sind von der Matrix nicht abgrenzbar und koénnen

methodisch nur durch groflen Aufwand ermittelt werden.

Durch die Zuordnung detektierter Peptidfragmente aus den Messungen der zweiten
Isoform an die HG;-Sequenz lieBen sich dennoch tiber 60% (458 von 758 AS, siehe
auch 6. Anhang) Sequenzhomologie ermittlen, die gemessenen Peptide sind damit fiir

beiden Isoformen identisch.

3.2 Préperation von nativem Hummergelsolinen

3.2.1 Isolierung der Gelsolin Isoformen

Um die préaparative Reinigung der Gelsolin Isoformen aus der Crustaceenmuskulatur
durchzufiihren, wurde die von Bock et al. (1995) beschriebene Préparation im
Rahmen dieser Arbeit weiterentwickelt (2.2.2.3). Eine mehrstufige Kombination aus
fraktionierter Ammoniumsulfatfillung und verschiedenen sédulenchromatographischen
Verfahren ermdglichte die Trennung und Aufreinigung der beiden Isoformen in
nativer Form. Mit ihnen wurden dann vergleichende Bindungsstudien durchgefiihrt

und actinbindende und actinpolymerisierende Eigenschaften charakterisiert.

Das unterschiedliche Laufverhalten in der SDS-PAGE liel} vermuten, dass sich die
Isoformen moglicherweise bei unterschiedlicher (NH4),SO4 -Konzentration prizipi-
tieren lassen. Eine analytische (NH4),SOs-Féllung wurde durchgefiihrt, um initiale
und finale Sittigungskonzentrationen fiir die einzelnen Isoformen in der
Extraktionslosung zu bestimmen. Die Sittigung der Extraktionslosung wurde jeweils

um 5% (NH4),SO4 erweitert, die Préizipitate durch Ultrazentrifugation sedimentiert
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und im Imunblot auf die Fillung einzelner Isoformen analysiert. HG, 148t sich ab
einer Sattigungskonzentration von 35% (bis 65%) (NH4),SO,4 ausfillen, ab 50% (bis
80%) prézipitiert dann zusétzlich auch HG; (Abb.3.3.2). Aus diesem signifikantem
Unterschied wurde deutlich, dass sich die beiden Gelsoline nicht nur durch die
apparenten Molekulargewichte unterscheiden, es wurden auch erste Hinweise auf
unterschiedliche Bindungseigenschaften vermittelt. Das Aufreinigungsschema wurde

dann hinsichtlich optimaler Ausbeute der einzelnen Isoformen analysiert.

Als Ausgangsmaterial wurde der Muskel aus dem Abdomen oder den Scheren
prapariert. Diese Gewebe enthalten unterschiedliche Anteile der beiden Isoformen
(3.1.1), so wurden beispielsweise bei Bedarf von gréfBeren Mengen an HG, die

Isolierung aus den Scherenmuskeln als Ausgangsmaterial vorgenommen.

Zundchst wurde das Muskelgewebe durch einen Homogensator mit rotierenden
Messern mechanisch aufgeschlossen. Durch Zugabe eines Extraktionspuffers mit
niedriger Ionenstirke wurde Hummergelsolin in Gegenwart von EGTA in Losung
gebracht, das Myofibrillenhomogenat dann abzentrifugiert. Das Supernatant wurde
einer primdren Fillungsstufe von 25% (NH4),SOs-Séttigung unterzogen, das
sedimentierte Prézipitat nach Ultrazentrifugation verworfen. Dieser Schritt ermoglicht
ohne Verlust der Hummergelsoline eine Minimierung der Verunreinigung schon zu
Beginn der Aufreinigung. In einer anschlieBenden Féllung wurde die Sattigung im
Extraktionspuffer auf 50 % erweitert. Das entstandene Prizipitat enthielt neben den
Verunreinigungen ausschlielich HG,. In der finalen Stufe (50-80%) wurde neben
HG; auch einen hohen Anteil der ersten Isoform prazipitiert. Die beiden

Féllungsstufen wurden dann separat weiter aufgereinigt (Abb.: 3.2.2).

Beim anschlieBenden, chromatographischen Aufreinigungsschritt wurde eine TMAE
Fractogel Anionenaustauschersidule mit einem Gradienten von 150450 mM KCl
verwendet. Das hier verwendete Sdaulenmaterial mit Tentakel und ein flacher Gradient
wirkten sich vergleichsweise glinstiger auf die Aufreinigung im Bezug auf
Verunreinigungen aus. Beide Hummergelsoline eluierten zwischen 340 und 380 mM
KCI von der Saule, die beziiglich der molaren Masse leichtere HG; Isoform eluierte
zuerst. Die Féllungsstufe 25-50% (NH4),SO4 enthielt nach diesem Aufreinigungs-
schritt neben HG, keine groBeren Verunreinigungen mehr. Die Fraktion 50-80%
enthielt neben den gesuchten Isoformen auch Verunreinigungen, besonders durch

Héamocyanine.
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Abb. 3.2.2 Aufreinigung der Gelsolin Varianten aus der Schwanzmuskulatur von H. americanus: Dargestellt sind die
Aufreinigungsschritte fiir die Féllungsstufe 50-80% Ammoniumsulfat. In 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgelen wurden Proben aus
den gesammelten Fraktionen (indizierte Balken) aufgetrennt.

(A) Die dialysierte Proteinlgsung wurde mit 200 ml/h auf eine DEAE-Fractogel Siule aufgetragen und mit einem linearen 1,5 L
Gradienten (gestrichelte Linie) von 150-450 mM KCI eluiert. In der SDS-PAGE wurde eine Verunreinigung durch mitextrahiertes
Hamocyanin sichtbar, in diesen Fraktionen wurden auch die Gelsolinvarianten eluiert und mittels Immunblott identifiziert. (B) Die
vereinigten Fraktionen wurden auf einer ACA44 Ultrogelfiltrationssédule (2,5 x 100 cm) mit 30 ml/h aufgetragen. Der Hauptanteil an
Verunreinigung konnte entfernt werden. (C) An einer FPLC mit einer MonoQ-HR 5/5 Anionenaustauschersidule wurde einen
gestaffelter KCI-Gradienten (150-450 mM KCI, 35 ml) angelegt. Der Abschnitt 50 bis 75% des Gradienten wurde zur
Trennungsoptimierung sehr flach angelegt. Die in diesem Bereich eluierten Fraktionen (60-70 % des Gradienten) zeigten in der
elektrophoretischen Analyse sowohl Fraktionen vollstindige aufgereinigter Isoformen (Pfeile), als auch intermedidre Fraktionen mit
gemischten Anteilen. Die Gelsolin Isoform 2 eluiert zuerst und im flieBenden Ubergang vergroBert sich der Anteil der ersten
Isoform, welche dann in weiteren Fraktionen ebenfalls rein vorlag. Die jeweils isoformspezifischen Fraktionen wurden gesammelt,
gemischte Fraktionen wurden vereinigt und nach einer Dialyse gegen DEAE-Startpuffer in einem zweiten Lauf erneut getrennt.
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Der Préparationsverlauf dieser Fallungsstufe ist als gelelektrophoretische Analyse mit
dem chromatographischen Aufreinigungsschritt in Abbildung 3.2.1 (A) dargestellt.
Die Aufreinigung wurde ebenfalls durch Immunblots und viskosimetrische

Messungen verfolgt.

Durch die nachfolgende Gelchromatographie konnte unter anderem auch der grofBte
Teil an Hdmocyanin entfernt werden. (Abb.: 3.2.1 B). Der finale Schritt und damit die
Trennung der Isoformen wurde an der FPLC mit einer starken MonoQ"™ HR 5/5 -
Anionenaustauschersidule vorgenommen. Dazu wurde ein gestaffelter Gradient (150 —
450mM KCI) programmiert, 0-40%, 50-75% und 75-100% mit unterschiedlichen
Volumenintervallen. Die Isoform 2 eluierte zuerst bei ~360 mM KCl, die Isoform 1
bei ~375 mM KCI. Dementsprechend wurde dieser Abschnitt im Gradient sehr flach
angelegt (Abb.:3.2.1 C). Alle Fraktionen mit reinen Isoformen wurden vereint,
Mischfraktionen erneut gegen Startpuffer dialysiert und der Lauf wiederholt. Dieses
Verfahren ermoglichte eine Isolierung von 70-80 % reinen Isoformen aus der

Ausbeute nach der Gelfiltration.

Abb. 3.2.2: Analyse der fraktionierten Ammoniumsulfat

b fallung In einer 12,5 %igen SDS-PAGE wurde Proben von (1)
o= .| Muskelhomogenat, (2) Féllung bis 25% AS, (3) Féllung 25-50%

. ol . . .
, - AS, (4) Féllung bis 50-85% (5) Aufreinigung von (3) nach
- = ‘ folgender Anionenautauscherchromatographie (Fractogel EMD)
[ (6) Aufreinigung von (4) nach folgender Anionenautauscher-

| chromatographie (Fractogel EMD) aufgetrennt.

Ein Immunblot von (3) zeigte, dass nur HG2 in der Fillung bis
25-50% préazipitiert (37), in der Fillungsstufe 50-85% befanden
e .- sich beide HG-Varianten, aber groB3ere Anteile von HG1 (4”).

In Proben bis 25% AS konnte durch Immunblots kein Gelsolin

nachgewiesen werden.

A - Nach Abschluss der Aufreinigung wurde in der SDS-PAGE neben
b den Endprodukten (7=HG2, 8=HG1) keine weitere Verun-

1234 5 63417 8 remigung ermittelt.

Die Fillung der Gelsolinvariante HG1 bei einer 15% hoheren Ammonium-
sulfatséttigung legte neben den bisher ermittelten, ungleichen Molekulargewichten
der Gelsoline nochmals einen strukturellen Unterschied zwischen den beiden Formen
nahe. Unterschiedliche Elutionseigenschaften bei distinkten KCI Konzentrationen
bedingten die finale Trennbarkeit und wiesen damit ebenfalls auf vorhandene,
strukturelle Unterschiede. Aufgereinigten Isoformen war nach Dialyse gegen 20 mM
Imidazol, 0,2 mM EGTA, 0,2 mM DTE, pH 7,6 fiir wenigstens zehn Tage stabil. Die
Priperation der Hummergelsoline aus dem Schwanzmuskel erstreckte sich tiber den
Zeitraum von 8 Tagen mit einer Ausbeute von durchschnittlich 3 mg reiner Isoform

aus 250 g Muskelgewebe.
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3.2.2 Limitierte proteolytische Spaltung isolierter Gelsolin Isoformen

Es wurden limitierte proteolytische Spaltungen des Hummergelsolins mit
unterschiedlichen Proteasen durchgefiihrt (2.2.2.8.). Die Zielsetzung war dabei eine
Protease zu identifizieren, die Hummergelsolin zwischen G3 und G4 spaltet und damit
in zwei etwa gleich groBBe Fragmente, den C~ und den N-Terminus, zerlegt. Gelsolin
ist ein modular aufgebautes Protein, dessen Doménen {iiber proteolytisch sensitive
Regionen miteinander verbunden sind. Es konnte ermittelt werden, dass neben
Trypsin besonders alpha-Chymotrypsin eine geeignete Protease darstellt, um
Hummergelsolin so zu spalten, dass die einzelnen Termini auch weiter aufgereinigt
werden konnen. Crustaceengelsolin wurden bereits von Liick et al. (1995) gespalten,
die Ergebnisse wurden und mit bekannten Daten aus Mammaliergelsolinen
verglichen. Aus der vorliegenden Arbeit ging jedoch nicht hervor, welche der beiden

Isoformen des Hummergelsolins dabei zum Einsatz gekommen war.

Fiir den Spaltungsansatz wurden 0,25 mg/ml aufgereinigte Hummergelsolin Isoform
in Gegenwart von 0,5 mM Ca’" bei 25°C im Wasserbad mit alpha Chymotrypsin
(1:200 w/w) inkubiert und iiber einen definierten Zeitraum (30 sec bis 10 min) Proben
entnommen. Die Aktivitidt der Serinprotease wurde sofort mit einer Kombination aus
0,5 mM PMSF und TLCK (1:100 w/w) gestoppt und die Proben mit SDS-
Probenpuffer gekocht. Die Spaltergebnisse wurden anschlieBend mit einer 12,5 %igen

SDS-PAGE analysiert (Abb.3.2.3 A, B).

Aus den beiden SDS-Gelen konnten unterschiedliche Spaltprodukte der beiden
Isoformen ermittelt werden. Der Spaltungsansatz fir HG; (A) zeigt deutlich zwei
distinkte Peptide im Molekularmassenbereich von 50-60 kDa. Schon nach einer
Minute entstanden gleichzeitig drei weitere Peptide. Das groBere Fragment wurde
frither weiter gespalten als das Kleinere, parallel mit dem vollstindigen Abbau des
GroBeren resultierte ein weiteres Spaltprodukt. Den Peptiden aus der fortgeschrittenen
Spaltung wurde aufgrund ihrer geringen GroBe (< 23 kDa) kein eindeutiges
Molekulargewicht zugeordnet. Der Spaltungsansatz fiir HG; (B) zeigte in der SDS-
PAGE nur eine einzelne Bande im Bereich von 50 kDa, die auch iiber die gesamte
Reaktionsspanne erhalten blieb. Da die Bandenstiarke der eingesetzten Menge von
HGg; der des finalen Spaltproduktes entsprach, lieB3 sich folgern, dass zwei Peptide mit
anndhernd gleichen apparenten Molekulargewichten entstanden waren, die sich in der

Elektrophorese iiberlagerten.

72



Ergebnisse

Der Reaktionsansatz wurde erneut parallel mit je 0,5 mg Gelsolinisoformen
durchgefiihrt, die tiber Nacht in einer Dialyse durch 0,2 mM EGTA rekonstituiert
worden waren. Fiir Gelsolin aus Vertebraten ist bekannt, dass der Calciumentzug
durch den Chelatbildner EGTA dabei die Proteinkonformationen in eine

geschlossenere, kompaktere Form modifiziert.

Die SDS-PAGE der verlangsamten Proteolyse ermoglichte auch bei Hummergelsolin
eine genauere Ubersicht von den jeweils entstehenden Peptiden. Die gespaltenen
Proben gleicher Zeitintervalle wurden elekrophoretisch nebeneinander aufgetrennt.
Abbildung 3.2.3 (C) zeigt zwei Spaltprodukte aus der Proteolyse von HG,, die
Spaltung von Isoform 2 wurde im Gel erneut durch eine einzelne Bande verdeutlicht.
Die Spaltprodukte beider Isoformen wurden iiber den gewéhlten Zeitraum nicht in
weitere, kleinere Peptide proteolysiert. Nach ca. 8 min waren die eingesetzten
Gelsoline vollstindig in zwei Fragmente zerlegt. Durch die limitierte Proteolyse von
HG; entstanden zwei Spaltpeptide. Die SDS-PAGE zeigte die jeweils kontinuierlichen
Abnahmen der Isoformen proportional zur Zunahme der Spaltprodukte. Die Bande der
Ausgangsmengen zeigte die gleiche Intensitét wie die der Endprodukte. Daher wurde
angenommen, dass aus der limitierten Proteolyse mit Chymotrypsin zwei grof3e
Peptide identischen Molekulargewichts aus der Isoform 2 hervor gingen, welche

folglich in dem Gel als eine Bande erschienen.

Aus Mammaliagelsolinen konnten durch Spaltungsexperimente bereits die N~ und C-
terminale Hilften gewonnen werden (Chaponier et al., 1986). Die Spaltungen mit
Chymotrypsin erzeugten zwei, im Bezug auf ihr Molekulargewicht, anndhernd gleiche
Hilften. In der elektrophoretischen Analyse lie3 sich die N-terminale Hilfte (G1-G3)
in Form einer Bande bei 40 kDa, der C-Terminus bei 45kDa ausmachen. Diese
Untersuchungen lieen im Bezug auf die vorliegenden Befunden die Vermutung nahe,
dass es sich bei den durch limitierte Proteolyse von HG; entstanden Peptiden ebenfalls
um den schwereren C-Terminus (~60 kDa) und den leichteren N-Terminus (~55 kDa)
handeln konnte. Demnach ldgen in der SDS-PAGE der Spaltung von HG, beide
Termini libereinander. Mit apparenten Massen von ~ 56,5 kDa erschienen sie als eine
Bande. Diese lag in der SDS-PAGE leicht iiber dem unteren Spaltungsprodukt von
HG;.

73



Ergebnisse

(A) HMW (B)
kDa
ir | 116 116 | 7
[ 98,598,5
- 82
82| o
45 r‘-r.-n-u._v_ug-’
vl » 45
23 -
|
t:0 05 11,5253 4 5 6 7 8 9 10 t: 0512253 4 5 6 7 89

Abb. 3.2.3 Gelelektrophoretische Analyse einer limitierten proteolytische Spaltung der Gelsolin Isoformen mit
alpha Chymotrypsin: In Gegenwart von 0,5 mM Calcium wurden die Isoformen (je 0,25 mg) parallel mit
Chymotrypsin (1:200 w/w) bei 25°C gespalten. Die Zeitreihe (t: 30 sec.- 10min) wurde in einer 12,5%igen SDS-PAGE
analysiert. (A) Die Isoform 1 wurde zunéchst in zwei Peptide im Bereich von 60 kDA gespalten, aber auch schon nach
1 min. zeigten sich im unteren Bereich des Gels 3 Banden, nach 5 min entstand ein weiteres Peptid. Alle Peptide
befanden sich im Bereich des Gels unter der 23 kDA Marke und lieBen daher keine genaue
Molekulargewichtsbestimmung zu. (B) Spaltung der Isoform 2: Hier zeigte sich {iber die Zeitspanne bis 10 min eine
einzige Bande im Bereich von ~55 kDa.

©

kDa
116
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(C) Die isolierte Gelsoline (je 0,5 mg) wurden in Gegenwart von ImM EGTA mit Chymotrypsin (1:250 w/w) bei 25°C

gespalten. Die Zeitreihe (30 sec.- 15min) wurde in einem 12,5%igen SDS-Polyacrylamindgel so nebeneinander
aufgetragen, dass die Spaltprodukte verglichen werden konnten. Es wurde deutlich, dass die Isoform 1 in zwei Peptide
mit den apparenten Molekulargewichten von ~55kDa und ~60 kDa gespalten wurde, Isoform 2 hingegen nur eine
Bande im Molekulargewichtsbereich ~56 kDa aufwief3. Die Bandenstérken der eingesetzten Proteinmengen zeigten mit
den resultierenden Spaltprodukten tiber die Zeitreihe anndhernd gleiche Intensititen. Folglich resultierten aus der
Proteolyse von HG zwei Fragmente dhnlichen Molekulargewichts, die in der SDS-PAGE {ibereinanderliegend als eine
Bande erschienen.
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Um die Identitdt der erhaltenen Fragmente zu bestimmen, wurden nun mit Hilfe der
Daten aus der analytische Proteolyse groBere Mengen an Gelsolin gespalten und

aufgereinigt.
3.2.3 Isolierung der Fragmente nach limitierte proteolytische Spaltung

Zur Aufreinigung der Fragmente wurde die Proteolyse eines Spaltungsansatzes von
Img HG; inhibiert und die Probe auf eine MonoQ 5/5 HR Anionenaustauscherséule
aufgetragen (Abbildung 3.1.5). Es wurde ein lineare Gradient (150-600mM KCl) zur
Aufreinigung der Fragmente verwendet, die Sdule mit 150mM KCL, ImM MgCl,, 0,5
mM EGTA, 0,2mM DTT, 10mM Imidazol pH 7,4 dquilibriert. Wéahrend des Auftrags
der gespaltenen Probenmaterialien zeigte sich bereits ein Peak, so das der Wash
ebenfalls gesammelt wurde (Abb.: 3.1.5). Aus vorrangegagenen Spaltungs-
experimenten von Vertebraten-Gelsolinen hatte sich gezeigt, dass der N-Terminus bei
der Aufreinigung an MonoQ ohne zu binden direkt eluiert, der C-Terminus aber an
die Anionenaustauschermatrix gekoppelt wird. Die korrespondierende SDS-PAGE der
eluierten Fraktionen (Abb.: 3.2.4) zeigte, dass aus Hummergelsolin jeweils ein
Fragment aus den Laufen direkt (Lane 10-12), ein weiteres Fragment bei ~180 mM
KCl eluierte (Lane 1-8).

Die N-terminale Hilfte von Gelsolin aus Mammaliern, zeigt calciumunabhéngige
Fragmentationsaktivitdt. Die C-Terminale Hélfte fungiert wiederum als regulatorische
Einheit, welche in Ca®" abhiingiger Weise die funktionellen Eigenschaften des N-
Terminus moduliert (Pope et al., 1997). Fiir die Identifikation der Peptide ist eine
Fragmentationsanalyse durch Oswald-Viskosimetrie durchgefiihrt worden (2.2.2.6.).
Dazu wurde ein Ansatz von 1 mg/ml Actin auspolymerisiert und mit 100 pul Probe
gemischt. Nach zehn Minuten Inkubation bei RT wurde im Viskosimeter gemessen.
Das Fragment aus dem Wash des Sédulenlaufs zeigte eine schwache Reduktion der
Viskositit. Damit konnte also ermittelt werden, dass aus der limitierten
proteolytischen Spaltung von HG,, zwei identische Peptide mit gleichem apparenten
Molekulargewicht resultierten.

Ein strukturelle Unterschied zwischen den beiden Hummer Isoformen liegt
moglicherweise im N-Terminus, was sich aus einer analogen Aufreinigung von HG;
Spaltprodukten andeutete (Daten nicht gezeigt). Die erhaltenen Proben wurden zur

spateren Identifikation durch MALDI-MS Analyse bei -80°C eingefroren.
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Abb. 3.2.4 Chromatographischen Aufreinigung der Isoformfragmente und gelelektrophoretische
Analyse nach einer limitierten proteolytische Spaltung mit alpha Chymeotrypsin

In Gegenwart von 0,2 mM EGTA wurden Img Isoform2 mit Chymotrypsin (1:200 w/w) bei 25°C
gespalten. Nach 8 min. wurde der Ansatz mit Zugabe von einem Inhibitormix (PMSF & TLCK)
gestoppt und auf eine MonoQ-Anionenaustauschersdule aufgetragen. Der Wash (Lane 10-12) und die
eluierten Fraktionen (Lane 1-8) wurden in einer 12,5%igen SDS-PAGE analysiert.

Es konnten so zwei beziiglich des Molekulargewichts, identische Spaltprodukte nachgewiesen werden,
die aus der limitierten Proteolyse von HG, resultierten.
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3.3 Gelsolin Isoformen und Actin

3.3.1 Komplexbildung mit monomerem Actin

Um mogliche Bindungen zwischen Isoform 1 bzw. 2 mit G-Actin nachzuweisen,
wurde eine chemische Quervernetzung vorgenommen. In Gegenwart von Ca?" (> 10
M) bilden die Gelsoline aus Vertebraten einen charakteristischen 1:2 Komplex,
welcher unter EGTA-Bedingungen in einen stabilen 1:1 Komplex dissoziiert
(Hinssen, 1987). Fiir Gelsoline aus Crustaceen wurde eine Interaktion mit drei
Monomeren beschrieben, die unter EGTA Bedingungen vollstindig reversibel ist
(Bock et al., 1994). Die Assoziation von Crustaceengelsolin mit drei Monomeren ist

bis dato allerdings unklar.

Um die Interaktion und Komplexbildung der beiden Isoformen zu vergleichen, wurde
eine molare 1:1 Mischung aus G-Actin und den einzelnen Isoform unter G-Actin
Bedingungen (10 mM Tris, 0,2 mM DTT, 0,5 mM Ca2+, pH 7,4) mit dem
quervernetzenden Agens EDC (5mM) versetzt (2.2.2.9). EDC aktiviert
Carboxylgruppen und verkniipft sie kovalente mit primdren Aminen, wenn sie in
direkter Verbindung miteinander stehen. Uber eine Zeitreihe (0-120 min.) wurden
SDS-Proben entnommen und mittels SDS-PAGE/Immunblot analysiert. Das Gel aus
Abbildung 3.3.1. zeigt das verwendete Ausgangsmaterial (Lanel: Actin, Lane3:
Hummergelsolin, Lane 2: Probe t), nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der
Proben konnten im Bereich > 116 kDa die entstandenen Quervernetzungsprodukte nur
sehr schwach identifiziert werden. Die Effizienz der Quervernetzung ist gering, was
bereits von Ansédtzen mit Gelsolin aus Schweinemagen und CapZ bekannt ist (Daten
nicht gezeigt). Es wurde ein Imunblot angefertigt und mit einem polyklonalen anti-

Actin (Sigma, A 3687) und anti-Hummergelsolin Antikérpern inkubiert.

Der Immunblot (Abb.3.3.1 B) zeigte neben den Actinkontrollen (Lane 1, 10) und den
Ausgangsprodukten mogliche Quervernetzungsprodukte von Actin und den
Isoformen. Die einzelnen, eingesetzten Proteine interagierten nicht miteinander. Im
Bereich von 60 kDa entstanden Banden, die mogliche Quervernetzungsprodukte von
Abbaufragmenten darstellen konnten. Bei beiden Ansdtzen wurden nach 90 min.
ebenfalls Proteinbanden im Bereich 205 kDa sichtbar, die auf quervernetzt Monomere

mit den Isoformen deuten.
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Abb. 3.3.1: Quervernetzung von monomerem Actin mit Isormen 1 und 2

(A) Gelelektrophoretischen Auftrennung des Ausgangsmaterials (Actin: Lanel, Hummergelsolin: Lane3) und
des Quervernetzungsansatzes (Actin und Gelsolin: Lane 2)

Actin und Isoform 1, sowie Actin und Isoform 2 wurden im Verhéltniss von 1:1 mit 5 mM EDC versetzt und
bei RT inkubiert. Uber einen Zeitraum von 2h wurden Proben entnommen, mit SDS-Probenpuffer gekocht
und in gleichen Mengen in einem 12,5%iger SDS-PAGE aufgetrennt. Von dem Gel wurde ein Immunblot
angefertigt (B). Fiir die Immunblotanalyse wurde der polyklonale anti-Hummergelsolin Antikorper (1:1000)
und ein polyklonaler anti-Actin-Antikorper (1:2000) verwendet.

In den Lanes 9 (Ansatz Isoforml) sowie 17 & 18 (Ansatz Isoform2), d.h. nach 90 und 120 min. wurden
Banden im Bereich von 205 kDa ermittelt (Pfeile), die auf mogliche Quervernetzungsprodukte von je einer
Isoform mit zwei g-Actinmolekiilen hinweisen.

Die Banden implizieren das HG, sowie HG, mit der gleichen Anzahl von
Actinmonomeren interagieren. Da sich durch Addition des zweifachen
Molekulargewichts von G-Actin mit der Masse von jeweils einer Isoform die
ermittelten 205 kDa Banden begriinden lassen, wird die Ausbildung von 1:2

Komplexen durch die einzelnen Isoformen mit G-Actin favorisiert.
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3.3.2 Hummergelsoline modulieren die Aktinpolymerisiation

Die Zugabe von Hummergelsolinen zu einem viskosimetrischen Actin-
polymerisationsansatz fithrte zu einem Anstieg der Polymerisationsrate und einer
Reduktion der finalen Viskositidt. Diese Daten aus den viskosimetrischen Analysen
wurden durch die sensitiveren, fluorometrischen Untersuchungen an dem
Nucleationsprozess von Skelettmuskelactin bestdtigt. In Nucleations- assays wurden
die nativen Isoformen auf ihre nucleationsverstirkenden Eigenschaften auf die
Polymerisation von Actin untersucht (2.2.2.7). Es sollte gekldrt werden, ob sich die
Isoformen hinsichtlich dieser Aktivitédt unterscheiden. Es wurden Standardansétze von
0,4 mg/ml (8,6 uM) Actin mit einem 10%igen (0,95 pM) Anteil an Pyrenactin und
verschiedenen molaren Isoformanteilen gemessen. Die Polymerisation wurde durch
70 mM KCl induziert, was bei dem Ansatz von Actin ohne Zusatz der Modulatoren in

einer flach verlaufenden Kurve resultierte (Kontrolle).
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Abb.3.3.2: Nucleationsverstirkung der Actinpolymerisation durch

Hummergelsolin Isoformen, fluorometrisch. Die Actinpolymerisation (0,4 mg/ml) wurde
durch Zugabe von 70 mM KCI induziert (Kontrolle). Die Zugabe von Hummergelsolinen in
verschiedenen molaren Verhéltnissen beeinflusste die Nucleation der Actinpolymerisation durch
beschleunigte Nucleibildung.

Zur Analyse der nucleationsfordernden Eigenschaften der Isoformen wurden Ansédtze
mit verschieden molaren Verhiltnissen der Gelsoline zu Actin in Gegenwart von 0,2

mM Ca®" gemessen. Die Abbildung 3.3.2 zeigt den konzentrationsabhingigen Anstieg
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der Nucleationsraten und damit die folgende Zunahme der maximalen Elongationen.
Dieser Anstieg der Initialphase, begriindet in der Begiinstigung der Nucleibildung,
fithrt zur Verkiirzung der so genannten /ag-Phase. Schon bei molaren Verhéltnissen
von 1 zu 4000 lieB sich eine Verstirkung der Nucleationsaktivitét feststellen. Durch
die fluorometrischen Messungen konnte die konzentrationsabhidngige Nucleations-
verstarkung durch beide Hummergelsoline festgestellt werden. Es zeigten sich leicht
hohere Maximalwerte bei 900 sec in Ansédtzen mit Isoform 1. Die Isoformen
unterschieden sich aber nicht signifikant im Bezug auf ihre nucleationsverstiarkenden
Eigenschaften, denn die anfinglichen Steigungen aus den /ag-Phasen sind bei den
Messungen bis zu molaren Verhéltnissen von 1:250 vergleichsweise identisch. Aus
dem Kurvenverlauf von HG; (Verhiltnis 1:100) zeichnete sich eine leicht verzogerte
Initiation der Nucleation im Vergleich zur HG, Kurve ab, die aber nach 180 sec. den
gleichen Steigungsverlauf nimmt. Geringere Verhéltnisse fiihrten zu sehr rapiderem

Anstieg der Polymerisationsraten.

Beide Isoformen assoziierten in Gegenwart von 0,2 mM Ca®" folglich gleichermafien
mit den Actinmonomeren, wie es ebenfalls aus den Daten zur Komplexbildung

verdeutlicht wurde.
3.3.3 Fragmentation von F-Actin durch Hummergelsoline

Die Aktivititen der Hummergelsoline wurden wihrend der Préparationen mit Hilfe
eines viskosimetrischen Standartfragmentationsansatzes bestimmt (Hinssen et al.,
1984). Vor der Isolierung der beiden Gelsoline ist eine Zuordnung bzw. Reduktion der
Aktivitdt wihrend der Aufreinigung nur fiir die zweite Isoform messbar gewesen, da
sich diese durch die fraktionierte Ammoniumsulfatfillung schon zu Préparations-
beginn von der HG; trennen lie. In Diplomarbeiten wurde hdufig auf mangelnde
Aktivititen von Isoform 2 verwiesen, dies lie} sich mit der weiterentwickelten
Prépdrationsmethode aufheben. Mit vorangeschrittenen Aufreinigungsstufen zeigten
sich oftmals Zunahmen der Aktivitdt um mehr als 200fache. Gelsoline sind neben
nukleationsférdernden~, auch calciumabhingige F-Actin schneidende Proteine; diese
charakteristischen Eigenschaften wurden ebenfalls fiir Actinmodulatoren aus anderen
spiralfurchenden Invertebraten beschrieben (D"Haese & Hinssen, 1987; Bock et al.,
1995; Remmert & Hinssen, 1996).
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Die Fragmentationsaktivitdt kann durch die Fluorometrie iiber die Abnahme der
Fluoreszenzintensitit durch Verdiinnung der Skelettmuskel-F-Actin Losung unter die
kritische Konzentration ermittelt werden. Es wurden Standardreaktionsansitze mit je
5,3 ng Gelsolin tiber Nacht auspolymerisiert. So wurden ,,gecappte F-Actin
Populationen von gleicher Linge (~300 Monomere) hergestellt. Von diesem Ansatz
wurden 20 pg F-Actin mit verschiedenen Konzentrationen an Gelsolin-Isoformen
versetzt und nach 5 min mit 40fachem Volumen 2x G-Puffer verdiinnt. Die Abnahme
der Fluoreszenzintensitdt durch Depolymerisation des Actins ohne Isoformenzusatz
wurde als Referenz ermittelt. Der Quotient aus der Anderung der
Fluoreszenzintensitdit von Probe und Kontrolle in der Anfangsphase der

Depolymerisation ergab die Anzahl der entstandenen Schnitte der Actinfilamente.
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Abb.3.3.3: Fluorometrische Analyse der Fragmentation durch Isoform 1 Gecappte
F-Actinansitze (je 20 pg) mit Filamenten gleicher Liange wurden mit verschiedenen molaren
Konzentrationen an Isoform 1 inkubiert und unterhalb der kritischen Konzentration verdiinnt. Die aus
der Depolymerisation des Actins resultierende Fluoreszenzintensitdt kennzeichnete die Anzahl der
entstandenen Filamente und damit indirekt die Schnitte pro Actinfilament (siehe dazu 3.3.5)
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Abb.3.3.4: Fluorometrische Analyse der Fragmentation durch Isoform 2 Gecappte
Actinfilamente gleicher Linge wurden analog mit verschiedenen molaren Konzentrationen an Isoform
2 inkubiert und unterhalb der kritischen Konzentration verdiinnt. Die Anzahl der Schnitte pro
Actinfilament durch Isoform 2 sind in Abbildung 3.3.5 ausgewiesen. Bei einem molaren Verhéltnis von
1:5 ist der Abfall der Fluoreszenzintensitdt durch die Depolymerisation nur noch rudimentr.

Der Effekt der jeweiligen Hummergelsoline auf den Polymerstatus von Actin ist in
Abbildung 3.3.3 und 3.3.4 dargestellt. In Gegenwart von 0,2 mM Ca’" fiihrt die
Zugabe der Isoformen zu einer graduellen Reorganisation des F-Actins in kiirzere
Filamente. Bei beiden Isoformen war die Abnahme der Fluoreszenzintensitidt im
Vergleich zur Kontrolle deutlich verstérkt. Die Intensitéten sanken bei den Kontrollen
nach 600sec. jeweils auf ca. 80% des Anfangswertes, bei den Isoformen (1:100) auf
~25%. Eine 50%ige Reduktion der steady-state Viskositdt von Actin wurde bei einem
Verhiltnis von ~1:200 erreicht. Bei molekularen Verhéltnissen < 25 wurden nur noch
weniger als 10% der anfinglichen Intensitdt ermittelt. In Abbildung 3.3.4 ist
zusitzlich ein molares Verhiltnis von 1:5 dargestellt, bei dem sich kein Abfall der
Flureszenzintensitdt mehr messen lie, folglich lagen in kiirzester Zeit im Ansatz

anndhernde G-Actin Bedingungen vor.
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Molares A%Fluoreszenz A%Fluoreszenz- Abnahme Fluoreszenz Zahl der
Verhiltnis zu Intensitét/sec Intensitét/sec (P) / Abnahme Schnitte pro

Actin Kontrolle Probe Fluoreszenz (K) Filament
(HG & HGy) (HG & HGy) (HG & HG,)

1 zu 200 0,22 0,83/0,92 3,77/4,18 1,9/2,1

1 zu 100 0,22 1,1/1,16 5/5,27 2,5/2,7

1 zu 50 0,22 1,13/1,27 5,13/5,77 2,6/2,9

1 zu 25 0,22 1,55/1,8 7,05/8,18 3,5/4,1

1 zu 10 0,22 1,93/2,15 8,77/9,77 4,4/4,9

Abb.3.3.5: Vergleich der Fragmentationsaktivitit der beiden Hummergelsoline

durch die Fluorometrische Analyse Die Fluoreszenzabnahme durch Depolymerisation wurde
aus der Anfangsphase ermittelt. Aus der Anzahl der Schnitte pro Actinfilament wurde deutlich, dass die
Isoformen in gleichen Groflenordnungen fragmentieren.

Zur Ermittlung der Schnitte pro Filament wurde der Quotient aus dem Abfall der
Fluoreszenzintensitdt der Proben durch die Kontrolle herangezogen. Durch nicht-
lineare Regression der Kurvenverldufe wurde die negative Steigung aus den ersten 60
sec. ermittelt. Die sich damit ergebenen indirekten Schnittzahlen zeigen eine leicht
hohere Fragmentationsaktivitdt von HG; (1,1 Fach). Die leicht hohere Fragmenta-
tionsaktivitit konnte moglicherweise auf eine abweichende Proteinbestimmung der
eingesetzten Isoformen zuriick zu fithren sein; denkbar war auch eine Verunreinigung
der HG; Probe durch zusétzliches Protein, welches in der vorangegangenen Kontroll-

SDS-PAGE nicht sichtbar geworden war.

Die Fragmentationswerte beider Actinmodulatoren lagen aber in gleichen
GroBenordnungen. In beiden Untersuchungen zeigten sich die gleichen Steigerungen
der Fragmentationsraten pro Filament um den Faktor 2,3. Es wurde daher unter
Einbezug der Daten aus der Komplexbildung (Abb. 3.3.1) und den Nucleations-
messungen (Abb.3.3.2) gefolgert, dass die beiden Isoformen in Gegenwart von 0,2

mM CaCl, die gleichen funktionellen Eigenschaften besitzen.

Gelsolin ist ein Actin-bindendes Protein, das calciumabhédngig Actinfilamente
schneidet und cappt. Fiir diese Funktionen von Mammaliagelsolinen wurden
Calciumkonzentrationen iiberhalb von 50 nM beschrieben (Allen & Janmey, 1994),
dennoch ist der exakte calciumregulierte Fragmentationsprozess bis dato noch

ungeklart (Mc Gough ef al., 2003). Die Aktivitdt von Hummergelsolinen ist ebenfalls
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von der Anwesenheit mikromolarer Calciumkonzentrationen abhéngig, die
Schwellenwerte fiir die Aktivierung von Evertebratengelsolinen scheinen jedoch
signifikant niedriger als fir Mammaliagelsolinen zu sein (Hinssen, 1984). Um die
Aktivierung der beiden Isoformen durch Ca** ndher zu beleuchten, wurde
Fragmentationsansdtze mit distinkten Calciumkonzentrationen durch Kapillar

Viskosimetrie analysiert (Abb.3.3.6).

Die Daten aus der Viskosimetrie zeigen deutlich unterschiedliche Ca®'-
Aktivierungsschwellen fiir die beiden Isoformen. HG, erzeugte durch Fragmentation
von F-Actin bereits bei einer Calciumkonzentration von ~4,2 * 10® M Ca*' eine
Reduktion der Viskositit, wohingegen HG; erst bei ~2,8 * 107 M Ca’" eine
dquivalente Aktivitit (25%) aufwies. Eine halbmaximale Aktivierung der
Fragmentationsrate von Isoform 2 wurde bei 3,2 * 107 M Ca®" erreicht. Isoform 1
zeigte diese erst bei 1,5 * 10° M Ca®", bei der bereits 90% der Fragmentationsaktivitit

von HG; erreicht war.
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Abb. 3.3.6: Fragmentationsaktivitit der beiden Gelsolin Isoformen in Anwesenheit variabler Calcium-
konzentrationen Kaninchenskelettmuskelactin (1 mg/ml in ImM ATP, 10mM Imidazol-HCL, pH 7,0) wurde iiber
Nacht bei RT durch 100mM KCL und 2mM MgCl, polymerisiert. Die Gelsolin Isoformen wurden in verschiedenen
Calcium-EGTA-Puffersystemen 5 min. inkubiert, so daB nach Zugabe ein Verhéltnis 1:50 (w/w) mit Actin entstand.
Nach 30 min wurde in einem Oswald Viskosimeter bei 25 °C die Absinkgeschwindigkeit gemessen, die spezifische
Viskositit berechnet und gegen die Calciumkonzentration (uM) aufgetragen.
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Es wurde deutlich, dass die Aktivierungsschwellen fiir die Fragmentation von
filamentosem Actin durch die Isoform 2 um das 8,3 fache niedriger war als die
Aktivierung von Isoform 1. Die Untersuchungen wurden wiederholt und durch die

sensitivere Fluorometrie ergénzt.

350

—Kontrolle

—3,7*10-7
300

5,4*10-7

—7,810-7
250 \‘

—1,3*10-6

—2,7*10-6
0 v%%
150 - 4

100

Fluoreszenzintensitat

50

Zeit (sec.)

Abb.3.3.7: Fragmentationsaktivitit der Isoform 1 bei distinkten Calcium-

konzentrationen, fluorometrisch. Ab einer Ca** Konzentration von 3,7 * 107 zeigte HG,
erstmalig  deutliche  Fragmentationsaktivitit.  Niedrigere = Ca’’-Konzentrationen  erzeugten
Kurvenverldufe, die auf Restaktivitdt von Gelsolin beruhten (nicht gezeigt).

Die Fragmentationsaktivitidt durch die Fluorometrie wurde erneut tiber die Abnahme
der Fluoreszenzintensitidt durch Verdiinnung der F-Actin Losung unter die kritische
Konzentration ermittelt. Von Ansdtzen gecappter Filamente wurden 20 pg F-Actin
mit 1:50 Gelsolin-Isoformen versetzt. Die Isoformen wurden zunichst in einem
Calcium-EGTA-Puffersystem inkubiert. Das EGTA-Puffersystem mit dem jewiligen
HG wurde dem Ansatz in einer 1:10 Verdiinnung hinzugefiigt, um die Fragmentation
bei eingestellten Calciumkonzentrationen zu gewéhrleisten. Nach 5 min. wurde mit
40fachem Volumen 2x G-Puffer ohne Calciumzusitze verdiinnt, um die
Depolymerisation der fragmentierten Filamente zu ermitteln. Durch Messungen von
Ansédtzen mit den Isoformen zeigten sich verstiarkte Abnahme der Fluoreszenzraten im
Vergleich zur Kontrolle. Mit steigenden Calciumkonzentrationen erhdhten sich die

Kurvenabfille rapide, was auf erhohte Fragmentationsaktivititen der eingesetzten
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Isoformen basierte. Eine signifikante Abnahme der Fluoreszenzintensitit durch
Depolymerisation von HG;-fragmentierten Filamenten konnte in Gegenwart von 3,7 *
107 M Ca®" ermittelt werden. Es wurden ebenfalls Ansitze mit der Isoform bei
geringeren Ca®" Konzentrationen gemessen, diese unterschieden sich jedoch nicht
voneinander. Schitzungsweise 10% der Gelsoline wiesen diese Restaktivitit in Form
calciumunabhiingiger Fragmentationen auf. Bei Ca>” Konzentrationen iiber 3,7 * 107

stiegen die Fragmentationsraten deutlich an.
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Abb.3.3.8: Fragmentationsaktivitiit der Isoform 2 bei distinkten Calcium-

konzentrationen, fluorometrisch. Schon bei sehr geringen Ca** Konzentrationen unter 1,4 *
107 zeigte HG, Fragmentationsaktivitit.

Durch HG, zeigten sich schon bei niedrigeren Ca*" Konzentrationen Abweichungen von
der Kontrolldepolymerisationsrate, als durch Isoform 1. Bereits bei 7,8 * 10® kam es zu
einem deutlichen Abfall der Intensititen nach Verdiinnung des Ansatzes durch den
calciumfreien G-Puffer unter die kritische Konzentration. Bei 1,4 * 10”7 M CaCl, konnten
deutlich hohere Fragmentationsraten durch Isoform 2 ermittelt werden, als sie unter
gleichen Bedingungen mit Isoform 1 vorlagen. In Abbildung 3.3.9 sind die durch
nichtlineare Regression erhaltenen Steigungen und die daraus resultierenden indirekten

Schnittzahlen pro Actinfilament dargestellt.
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Abnahme Zahl der

Calcium- A%Fluoreszenz- A%Fluoreszenz- Fluoreszenz | Schnitte pro
Konzentration Intensitit/sec Intensitit/sec (P)/Abnahme Filament

Kontrolle* Probe (I, &1,)* Fluoreszenz (K)
7,8%10° 0,7 0,74/1,34 1,05/1,91 0,5/1
1,410 0,7 0,74/2,44 1,05/3,49 0,5/1,8
3,7*10"7 0,7 0,96/2,51 1,37/3,59 0,7/1,8
5,4*10"7 0,7 1,39/2,77 1,98/3,96 1/2
7,8*10'7 0,7 1,46/2,61 2,1/3,73 1,1/1,9
1,3%10° 0,7 1,96/3,0 2,3/4,29 1,4/2,2
2,7%10° 0,7 2,24/3,16 3,2/4,51 1,6/2,3

Abb.3.3.9: Fluorometrische Analyse der Fragmentationsaktivitit bei

unterschiedliche Ca?* Konzentrationen Aus der indirekten Ermittlung der Schnittanzahl pro

Actinfilament wurde deutlich, dass sich die Isoformen im Bezug auf die Calciumaktivierung

unterschieden.

Durch die viskosimetrischen Messungen wurden unterschiedliche Calcium-
konzentrationen fiir die Aktivierung der Fragmentation der Isoformen im Bereich
zwischen 0,1 und 1 pM Ca®" ermittelt (Abb.3.3.6). Die fluorometrischen Messungen

mit analogen Konzentrationen sind in Abb.3.3.9 dargestellt.

Die Anzahl der Schnitte pro Filament durch Isoform 1 verdoppelt sich fiir den Bereich
der gemessenen Ca’" Konzentrationen, die fiir Isoform 2 wird um den Faktor 2.3
erhoht. Es zeigte sich ein vergleichsweise rascherer Anstieg der Schnittquote durch
die Isoform 2. Bereits bei 7,8 * 10®° M Ca®" konnte Fragmentationsaktivitit durch
HG; festgestellt werden, die sich bei einer Konzentration von 1,4 * 107 M Ca*
anndhernd verdoppelte. Aus dem Ansatz mit gleichen Bedingungen resultierte
erstmalig eine calciumabhingige Fragmentation durch HG;, die Fragmentationsrate
liegt aber um das 2,5 fache niedriger, als bei Isoform 2. Bei 5,4 * 107 M Ca®" lag eine
doppelt so hohe Fragmentationsrate an Actinfilamenten durch Isoform 2 vor, als durch
HG; ermittelt wurde. In allen Messungen im Bereich von 107 M Ca>" zeigten sich
hohere Fragmentationsraten durch Isoform 2, die damit auf eine hohere Aktivitit bei

gleichen Calciumbedingungen schlieen lieB3.
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Moglicherweise basierte der Unterschied auf mangelnde Calciumsensitivitidt von
Isoform 1. Daher wurden die Versuche mit neu priparierten Proteinen wiederholt. Die
unterschiedlichen Schwellenwerte fiir die Fragmentation wurden durch die
Reproduktion bestitigt, eine initiale Fragmentation durch Isoform 1 wurde erst ab
Calciumkonzentrationen von 3,7 * 107 gemessen. Die Aktivierung der Fragmentation
durch Isoform 2 benétigte in vitro 6,2x weniger freie Calciumionen. In weitern
Messungen mit hoheren Calciumkonzentrationen wurde im Bereich von ~3 * 10° M
Ca®" eine 100%ige Fragmentationsaktivitit fiir die HG-Isoformen 1 ermittelt. HG,

zeigte bereits bei 7 * 107 M Ca®" maximale Fragmentationsaktivitit.

Aus verschiedenen Messungen zeigte sich deutlich, dass unter gleichen Calcium-
bedingungen eine hohere Fragmentationsrate durch HG, erzielt, bzw. fiir eine
dquivalente Aktivierung beider Isoformen hohere Calciumkonzentrationen fiir HG;

benotigt wurden.

Die beiden Isoformen zeigten Gelsolin-typische Eigenschaften. Sie konnen in
calciumabhingiger Weise mit G-Actin 1:2 Komplexe ausbilden und die Nucleation
von G~ zu F-Actin beschleunigen. In Gegenwart von mikromolaren [Ca®']

fragmentieren die Modulatoren F-Actin und vergleiben dann als Kappe am Filament.

Aufgrund des ermittelten, funktionellen Unterschiedes zwischen den Isoformen
erschien es denkbar, dass sich die beiden Muskelfasertypen, in denen jeweils eine
Isoform vorzugsweise exprimiert wird, im Bezug auf ihre jeweilige calciumabhéngige
Kontraktion ebenfalls unterscheiden konnten. Daher wurde aus dem Crusher closer-
Muskel und aus dem abdominalen Flexormuskel jeweils Actomyosin prapariert und

die calciumabhéingigen Aktivitdten der Actomyosin-ATPasen gemessen.
3.3.4 Calciumabhingigkeit der Actomyosin-ATPasen

Zwei unterschiedliche Kontrollsysteme regulieren die Aktivitdt von vielen
Invertebratenmuskeln. In den schnellen, abdominalen Hummermuskeln, wie auch im
Vertebratenmuskel, erfolgt die Regulation nur iiber den Troponin/Tropomyosin-
Komplex der diinnen Filamente, in langsamen Hummermuskeln agiert die leichte
Kette des Myosins ebenfalls als regulatorische Einheit (Lehman & Scent-Gyorgyi,
1975). Actomyosin wurde prépariert, um die Calciumkonzentration zu ermitteln, die
mutmallich in den Muskeln zur Kontraktion fithrt. Die Werte sollten dann mit den

calciumabhingigen Aktivitidten der beiden Gelsolin-Isoformen verglichen werden.
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Die enzymatische Aktivitdt wurde nach der Methode von Fiske & Subarrow ermittelt
werden. Das Prinzip beruht auf der Bildung eines aus der ATP-Hydrolyse
resultierenden anorganischen Phosphates, das mit Molybdat unter reduzierenden
Bedingungen einen blauen Komplex bildet. Das freigesetzte Phosphat wurde dann
photometrisch gemessen werden, eine Referenz ermdglichte dann die Ermittlung der
absoluten Phosphatmenge, die freigesetzt wurde. Es wurden Standardreaktionsansitze
(0,Img/ml Actomyosin, 2mM MgCl,, 20mM Imidazol, 40mM KCI, ImM ATP, pH

7.0) in Gegenwart variabler Calciumkonzentrationen gemessen.

Eine calciumabhingige ATPase-Aktivitidt wurde bei einer lonenstérke von 40mM KCI
nur im Falle des Actomyosins aus dem Scherenmuskel ermittelt, der abdominale
Muskel zeigte calciumunabhédngige Fragmentationsaktivitdt. Daher wurden die
Aktivitdten in Gegenwart unterschiedlicher Ionenbedingungen (40, 60, 90, 120,
150mM KCI) gemessen. Ab einer lonenstirke von 70mM KCl zeigte auch
Actomyosin aus dem Flexormuskel eine calciumabhéingige Aktivitit. In Gegenwart
von 90 und 120 mM KCIl konnte fiir die beiden Actomyosine eine maximale
Calciumsensitivitat festgestellt werden. Die Aktivititen der beiden Actomyosine sind
in Abbildung 3.3.10 dargestellt. Zum Vergleich der Calciumabhéngigkeiten wurden
die Aktivititen der HG-Isoformen aus Abb.3.3.6 tibertragen. Da HG; hauptséchlich im
abdominalen Muskelgewebe und HG; anteilig stiarker im Crusher closer exprimiert
wird, wurden die ermittelten Daten der Isoformen auch einzeln in die jeweiligen

Graphen integriert.

Die Aktivierungsschwelle fiir die ActomyosinATPase des abdominalen Muskels lag
bei ~3*107 M Ca”*" und damit ~5 fach hoher, als die des Scherenmuskels (~8*10™® M
Ca"). Eine halbmaximale Aktivierung der Flexor-ActomyosinATPase benétigte 7*10°
™ Ca2+, die des Scherenmuskels 3*10”7 M Ca*". Bei einer Calciumkonzentration von
~8%10° M Ca®" lag bei beiden Actomyosinen eine 100%ige Aktivitit vor. Die
isolierten Actomyosine benétigten beide fiir eine halbmaximale Aktivitdten 2-3 fach
weniger Calciumionen, als die vergleichbare Aktivitit der jeweiligen Isoform ermittelt
wurde. Vergleichsweise tibereinstimmend zeigte sich, dass sich die Calcium-
konzentration fiir die halbmaximale Aktivitdt der beiden Actomyosine um das 5-6
fache unterscheidet, dieser Faktor wurde auch fiir eine vergleichbare Aktivitit der
beiden Isoformen festgestellt. Die proportinale Ubereinstimmung zeigt eine héhere
Calciumsensitivitit von HG, und der Actomyosin-ATPase in dem langsam

kontrahierenden Crusher closer-Muskel (S,-Muskelfasertyp).
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Abb. 3.3.10: Calciumabhiingigkeit der Isoform-Actin Interaktion im Vergleich zu der Aktivitit von
Actomyosin des abdominalen Flexormuskels (A) und des ScherenschlieBmuskels der Brechschere (B)

Die Aktivitdt von Actomyosin wurde in Gegenwart variabler Calciumkonzentrationen durch ein Calcium-EGTA-
Puffersystem ermittelt, die Messungen wurden jeweils in Gegenwart von drei unterschiedlichen Ionenstirken
ausgefiihrt. Zum Vergleich wurden den beiden Muskeln, in denen die Isoformen vorzugsweise exprimiert werden,
die Aktivitdten der Isoformen (aus Abb.3.3.6) zugeordnet.
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3.3.5 Cosedimentation der Gelsolin-Isoformen mit F-Actin

Um die Ca*" konzentrationsabhingige, unterschiedliche Bindung der beiden Gelsoline
an Aktinfilamente in vivo zu untersuchen, wurde eine Cosedimentationsanalyse
vorgenommen. Ganzmuskelproben wurden dazu in Gegenwart distinkter Calcium-
konzentrationen homogenisiert. Durch anschliefende Ultrazentrifugation wurde dann

mit Actinfilamenten komplexiertes Gelsolin sedimentiert.

200 mg Flexormuskel wurden in 2 ml Calcium-EGTA-Puffer homogenisiert und fiir
2h bei 100.000g zentrifugiert. Es entstand eine im Bezug auf die Calciumbedingungen
aufsteigende Probenrecihe, von den Uberstinden und den Pellets wurden
Proteinbestimmungen  durchgefiihrt und je 20ug in einem 12,5%igem

Polyacrylamidgel nebeneinander aufgetrennt (Abb.3.3.11).

Das Coomassie-gefirbte Gel zeigte deutlich die Trennung von Uberstand (Lane 1-10)
und Pellet (11-20). Um die Verteilung der Gelsolin-Isoformen zu ermitteln wurde ein
Immunblot angefertigt. Es zeigte sich fiir die beiden Isoformen unterschiedliche
Verteilungen, die Isoform 1 wurde durch anti HG-Antikorper in Pelletproben ab 5,4 *
107 M Ca®", Isoform 2 wurde bereits in Proben nachgewiesen, die in Gegenwart von
1,4 * 107 M Ca*" homogenisiert worden waren. Unterhalb dieser Konzentrationen
konnten die beiden Gelsoline in Proben des Uberstandes ermittelt werden: Bis 3,7 *
107 M wurde HG, durch den Antikérper markiert, Isoform 2 hingegen nur in der
Supernatant-Probe 7,8 * 10® M Ca*".

Die Bedingungen setzen voraus, dass F-Actin sich vorwiegend im Pelett befand,
wihrend G-Actin und Oligomere durch die Ultrazentrifugation nicht sedimentiert
wurden. Der Befund implizierte folglich nicht nur die unterschiedliche Bindung der
Isoformen in Abhingigkeit von Ca®" an filamentoses Actin, sondern auch niedrigen
cytosolische Aktivierungsschwellen fiir die Hummergelsoline in vivo. Die Bindung
von Mammaliagelsolin an F-Aktin wird u.a. auch durch saure Phospholipide
moduliert. Fiir Crustaceenmuskeln ist eine solche Regulation durch Phosphoinositide
unbekannt, eine Sequestrierung der Gelsoline von filamentosem Actin konnte jedoch
auch hier moglich gewesen sein. Molekiile mit diesen Eigenschaften konnten durch
die Homogensiation der Muskeln an der Actin-Gelsolin Interaktion partizipieren.

Daher kann ein Effekt auf die Kosedimentation nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.3.11: Komplexierung der Gelsoline mit F-Actin im abdominalen Flexormuskels bei
unterschiedlichen Calciumkonzentrationen
Ganzmuskelproben wurden bei definierten Calciumkonzentrationen homogenisiert und durch Ultrazentri-
fugation sedimentiert. Proben aus dem Uberstand (1-10) und dem Pellet wurden gleichmiBig (20pg) in einem
12,5%igem SDS-Gel aufgetrennt, gefirbt und im Immunblot auf die Prdsenz der einzelnen Isoformen
untersucht. Die Varianten sedimentierten bei unterschiedlichen Calciumkonzentrationen.
Die vorliegenden, molekularen Bindungungsstudien zeigten die Interaktion der beiden
Hummergelsoline mit globuldrem und filamentésem Actin in vitro. Wahrend sich fiir die
Interaktion mit G-Actin kein Unterschied beziiglich der Isoformen ermitteln lief3, konnten
unterschiedliche Calciumkonzentrationen fiir die Bindung und Aktivitit der Isoformen

ermittelt werden.

Die Befunde aus den Cosedimentationsexperimenten deuten auf eine in vivo Assoziation
von Hummergelsolinen unter normalen physiologischen Bedingungen an Actinfilamente.
Studien zur Verteilung der Actinmodulatoren in intakten Muskelsystemen mittels Licht~
und elektronenmikroskopischer Verfahren sollten nicht nur diesen Befund untermauern,
sondern auch die Verteilung der Gelsoline in weiteren Muskelsystemen unter verschieden

physiologischen Bedingungen visualisieren.
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3.4 Immunlokalisation von Gelsolin in verschiedenen Muskeln von

Homarus americanus

Immunhistologische Studien zur Lokalisation von Gelsolin in Zellen haben zu
unterschiedlichen Ergebnissen gefiihrt. Gelsolin wurde auf der einen Seite in lateraler
Assoziation mit actinhaltigen Strukturen nachgewiesen (Rouayarence et al., 1984;
Gonsior & Hinssen, 1994), andererseits wurde es intrazelluldr diffus vorliegend
lokalisiert (Carron et al., 1984; Cooper, et al., 1988). Durch indirekte immuno-
histochemische Techniken konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Gelsolin auler in
Nichtmuskelzellen, auch in Glatt~, Herz~ und Skelettmuskeln von Mammaliern in

vergleichsweise grolen Mengen vorhanden ist (Yin et al, 1981).

Fir die vorliegenden Lokalisationsexperimente wurden vorwiegend zwei Muskel-
fasertypen gewihlt, die in ihren morphologischen Eigenschaften und biochemischen
Profilen als sehr wunterschiedlich klassifiziert wurden (3.1). Der langsam-
kontrahierende Scherenmuskel und der schnelle, abdominalen Flexormuskel zeigten
in der Imunanalyse (Abb.3.1.1) die Prdsenz beider Isoformen in unterschiedlichen
Verhiltnissen. Um in unterschiedlichen Muskeltypen die Isoformen zu lokalisieren,
wurde der polyklonaler HG,-Antikorper hergestellt. Trotz intensiver Bemiihungen
diesen Antikorper isoformspezifisch durch verschiedene Verfahren aufzureinigen,
konnte kein Antiserum hergestellt werden, welches nachweislich (Immunblot)
ausschlieBlich mit nur einer Isoform reagierte (Abb.3.1.2). Folglich beziehen sich

nachfolgende Markierungen auf die Antigene beider Isoformen.
3.4.1 Immunhistologische Lokalisation von Gelsolin

Einem frisch getétetem Hummer wurde Muskelproben des abdominalen Extensors
entnommen, in physiologischer Ringerlosung mechanische expandiert und auf planen
Korkscheiben mit TissueTec” iiberzogen. Die Proben wurden dann sofort in fliissigem
Propan eingefroren. Es wurden Kryoschnitte von 3pum Durchmesser angefertigt und
nach kurzer Fixierung mit 4% PFA mit Gelsolin Antikorpern unter Agitation markiert.

Als Sekundirantikorper wurden TRITC-gekoppelte Antikorper verwendet.

Die Markierung von longitudinal orientierten Schnitten sind in Abbildung 3.4.1
dargestellt. Am konfokalen Laserscanmikroskop lie sich eine deutliche periodische
Markierung beobachten. Die vergroBerte Fluoreszenzaufnahme (3.4.1C) aus der
Ubersicht (3.4.1A) ermoglicht mittels korrespondierender Phasenkontrastaufnahmen,
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eine Zuordnung der intensiven Markierungen zu den I-Banden der Sarkomere. In
vielen Bereichen ist eine schwichere Markierung des Al-Bereichs zu beobachten. In
einigen zentral-sarkomerischen Bereichen ist keine Farbung mehr erkennbar, dieser
Bereich wird moglicherweise durch die H-Zone reprisentiert, in der keine
Actinfilamente lokalisiert sind (3.4.1C, D, Pfeile). Auch innerhalb benachbarter I-
Banden konnten diinnfidige, unmarkierte Bereiche beobachtet werden, die im
Phasenkontrast als Z-Scheiben identifiziert wurden. Die inhomogenen Farbungen des
Actins aus der Al-Bande konnten auf die Prisenz von dicken und diinnen Filamenten
zuriickgefiihrt werden, die an der Schnittoberfliche moglicherweise eine sterische

Inhibition der Antikorperbindungen erzeugten.

Confokale Immunfluoreszenzaufnahmen von Gelsolin-geférbten, transversalen
Kryoschnitten der abdominalen Exfensormuskulatur zeigen die Markierungen der
gesamten Muskelzellen (Abb.3.4.1 E, F). Die Farbung erscheint inhomogen, was auf
die unterschiedliche Exposition actinhaltiger Banden in Abwechslung mit Bereichen
ohne Actin zurlickzufithren sein konnte. Das Auflosungsvermogen der licht-
mikroskopischen Analyse reichte hier nicht aus, um Aussagen iiber die im Sarkomer-

querschnitt getroffen Bereiche zu treffen.

Die lichtmikroskopischen Immunfluoreszenzaufnahmen implizierten eine Ko-
lokalisation von Hummergelsolin und Actin in den I-Bereichen der Sarkomere. Diese
Beobachtungen wurden bereits fiir Mammaliagelsolin gemacht (Dissmann & Hinssen,
1994) Es konnte nicht gekldrt werden, ob Gelsolin direkt an Actinfilamenten
assoziiert ist und ob es homogen entlang der gesamten diinnen Filamente vorliegt. Die
vorgelegten Beobachtungen wurden daher auf immunelektronenmikroskopischen

Studien an verschiedenen Muskeln ausgeweitet.
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Abb 3.4.1: cLSM, Immunlokalisation von Gelsolin in der abdominalen Extensor-
muskulatur

Von expandierten Muskeln wurden longitudinale (A-D) und transversale (E,F) Kryoschnitte
angefertigt und mit Gelsolin und einem TRITC-gekoppelten Zweitantikorper geférbt.

A-D: Neben einer intensiven Farbung der I-Bereich wurden ebenfalls Al-Bereiche markiert.
Die Pfeile deuten auf unmarkierte Bereiche, die H-Zonen. E, F: In Querschnitten wurden
gesamte Muskelzellen inhomogen angefiarbt. A,C Fluoreszenzaufnahme, B,D Phasenkontrast,
Balken: 10 um 96
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3.4.2 Zur Ultrastruktur der Abdominalen~ und Scherenmuskulatur

Um ultrastrukturelle Analysen zur Lokalisation von Gelsolin durchzufiihren wurden
zunichst Priparate hergestellt, in denen eine weitgehende Strukturerhaltung im
Vordergrund stand. Immunfirbungen konnen nur sehr beschrinkt an Préparaten
durchgefiihrt werden, die mit starken Fixativen (Glutaraldehyden, OsO4) behandelt
wurden, ohne die Antigenitdt und damit die hier zu beobachtbaren Partikelzahlen zu
minimieren. Gleichsam verringert sich die strukturelle Integritdt der Prdparate bei
,weichen und kurzen Fixierungsprozeduren. Neben Glykogen und Mitochondrien
erwiesen sich besonders actinhaltige Strukturen als schnell proteolysierende
Bestandteile der Muskelzellen. Es sollte also zundchst eine optimale Strukturerhaltung
zum Studium der unterschiedlichen Muskelphédnotypen erzielt und fiir die Immun-
lokalisation ein optimaler Kompromiss zwischen Antigen~ und Strukturerhaltung

gefunden werden.

Aus den Ubersichtsaufnahmen der stark expandierten und glutaraldehydfixierten
Muskelproben des Extensor-Muskels (Abb.3.4.2) und des ScherenschlieBmuskels der
Brechschere (Crusher-closer-Muskel, Abb.:3.4.3) werden grundsitzlich durch
Myofibrillen dicht gepackte Zellen deutlich. Die Zellkerne befinden sich immer
randstdndig unterhalb des Sarkolemmas und werden, wie auch die Myofibrillen, von
zahlreichen Mitochondrien, granulirem Glykogen und Zisternen des Sarko-

plasmatischen Retikulums umgeben.

Die Myofibrillen des schnell kontrahierenden, abdominalen Muskels weisen kurze
Sarkomere (2-4 pum) mit geradlinigen Z-Scheiben auf (Abb.3.4.2A-D). Sie sind im
Vergleich zu Myofibrillen des ScherenschlieBmuskels breiter, in einigen Bereichen
konnten Durchmesser bis 8 um beobachtet werden (Abb.3.4.2C). Innerhalb der
expandierten Sarkomere wurden Léngen der diinnen Filamente von ~1,5 pm ermittelt,
die Lange dicker Myosinfilamente betrdgt ~2,2 pm. Auffillig erscheinen durch
Expandierung sichtbare H-Zonen in der Mitte der elektronendunklen Al-Bande, die in
Préparaten des ScherenschlieBmuskels weit weniger deutlich hervortreten. Die
zentralen, actinfreien H-Zonen des abdominalen Muskels weisen Liangen von ~720
nm auf. In deren Mitte konnte auch ein schmaler Bereich beobachtet werden, bei dem
es sich um eine M-Linie handeln konnte. Aus Mammaliamuskelsystemen ist bekannt,
dass die in der Mitte der Sarkomere lokalisierte M-Linie die Myosinfilamente {iber

verschiedene Strukturproteine (z.B. M-Protein) miteinander verbindet. In trans-
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versalen Schnitten sind zwischen den Myofibrillen die verzweigten Tubuli-Systeme
im Kontakt mit Zisternen des sarkoplasmatischen Retikulums gut erkennbar, sie sind
als Triaden bekannt. Diese Spezialisierungen bringen {iber die Membransysteme die
Weiterleitung elektrische Anregungspotentiale die Ausschiittung interner Calcium-
ionen in FEinklang. Im Vergleich zum BrechscherenschlieBmuskel erscheint das
sarkoplasmatische Retikulum in diesem Muskel weit stdrker ausgebildet (Abb.:
3.4.2E). In Form von Di~ und Triaden sind die Tubuli-Verzweigungen zwischen A
und [-Banden, gelegentlich auch in Hohe der Z-Scheibe lokalisiert. Die Vergroferung
(Abb.:3.4.5 F) zeigt in Invertebraten hdufig auftretende elektronenhelle, hohle
Kernbereich der Myosinfilamente (¥~20nm), die in der Sarkomermitte (bare-zone der
Myosinfilamente) dunkel erscheinen (hier nicht gezeigt). Die Filamente des rapide
kontrahierenden, abdominalen Exftensor-Muskels sind in klarer hexagonaler
Anordnung orientiert und weisen ein niedriges Verhéltnis (6:1) von diinnen zu dicken

Filamenten auf (F, Inset).

Ultradiinnschnitten des M. adductor dactylopoditis (Brechscheren-Muskel) sind in
Abbildung 3.4.3 dargestellt. Der Muskel weist im expandierten Zustand Sarkomere
von 10-12 pm Lénge auf, die kontraktielen Einheiten sind aber vergleichsweise nicht
so periodisch iibereinander liegend angeordnet, wie im abdominalen Muskelgewebe
(Abb.:3.4.3A,B). Die Z-Scheiben sind wellig, in unmittelbarer Ndhe scheinen die
Aktinfilamente beidseitig der Scheiben zu verkleben (Abb.:3.4.3C), im weiteren
Verlauf der I-Bande zeigen sie deutlich parallele Orientierungen (Abb.:3.4.3D). Die
Aggregation stellt moglicherweise eine Folge der starken Expandierungen vor der
Fixierung dar. Anhand der expandierten Prdparate wurde die A-Bande mit einer
Linge von ~6,4 pum und die [-Bande mit 3,6 pm Linge vermessen. Der
ScherenschlieBmuskel besitzt Filamente von bis zu vierfacher Linge gegeniiber den
Filamenten aus dem Muskel des Abdomens. Die H-Zonen treten trotz starker
Expandierung weniger deutlich in Erscheinung (Abb.:3.4.3C, E), konnten aber durch
die Abwesenheit von diinnen Filamenten bei hohen VergroBerungen identifiziert
werden. Im Querschnitt zeigt sich ein hohes Verhiltnis (12:1) von Actin zu
Myosinfilamenten (Abb.:3.4.3F, Inset). Diese unterschiedlichen Verhéltnisse von
dinnen und dicken Filamenten zwischen den schnellen~ und langsamen Muskeltypen
(S2-Typ) werden zusitzlich durch distinkte aufgebaute Myosinfilamente
unterstrichen, die sich beispielsweise in dickeren Myosinfilamenten (0~30nm) des

Crusher-Muskels beobachten lieBen.
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Abb.3.4.2: TEM, Longitudinale und transversale Aufnahmen der abdominalen
Extensor~ (A, C, E, F) und Flexormuskeln (B, D)

Die expandierten Myofibrillen (mf) sind mit kurzen Sarkomeren (sr, 2,5-3,5 um) ausgestattet
und von Bédndern aus Glycogen (gl), Mitochondrien (mt), Cisternen des sarkoplasmatischen
Retikulums (sr) und deren eng assoziirten Tubuliverzweigungen (tu) umgeben. Die
kontraktielen Einheiten erscheinen oftmals dicker als lang (A, C). Sie sind durch geradlinige
Z-Scheiben begrenzt. Durch die Expandierung wurden in der Mitte der Sarkomere H-Zonen
sichtbar. Die als schnell kategorisierten Fasern sind durch ein geringes Verhéltnis von diinnen
und dicken Filamenten charakterisiert (F, inlet). sl: Sarkolemma
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Abb.3.4.3: TEM, Architektur des M. adductor dactylopoditis (Brechschere, Crusher
closer) Der expandierte ScherenschlieBmuskel zeigt im Vergleich zum schnellen Muskel-
gewebe eine unregelméBigere Organisation der Myofibrillen (mf, A, B). Die diinnen
Actinfilamente (af, C, D) der grofe Sarkomere (9-12 um) sind in welligen Z-discs (A-E)
verankert, in deren Néhe sie moglicherweise -expansionsbedingt- aggregierten (A-C, Pfeil).
Die H-Zonen sind nicht so deutlich sichtbar, wie in schnellen, abdominalen Muskeln (C, E).
In dem tonischen Muskelfasern ist ein hohes Verhéltnis von Actin~ und Myosinfilamenten (F,
Inlet) etabliert. 100
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3.4.3 Immunelektronenmikroskopische Lokalisation von Gelsolin

Einem frisch getotetem Hummer wurde die Brechschere entnommen, die
Hamolymphe entfernt und die Schere mit 4% PFA in Ringerlosung iiber 4h auf Eis
perfundiert. Um das SchlieBen der Scheren zu vermeiden und den Erhalt expandierter
Sarkomere zu gewihrleisten wurde praemortis den Klauen der Schere ein
Gummistopfen zwischengefiigt. Nach der Fixierung wurde die Schere basal
halbkreisformig eroffnet und Muskelproben des M. adductor dactylopoditis
entnommen. Das Abdomen wurde ebenfalls entnommen und das Telson entfernt. Auf
der dorsalen und ventralen Seite wurde jeweils die sklerotisierte Chitinkutikula von
proximal nach distal in der Mitte aufgeschnitten und das Abdomen so in zwei Hélften
eroffnete. Das ermoglicht eine Probenentnahme ohne Verletzung der Geféfle oder des
Muskelgewebes. Die beiden Hilften wurden so auf Holzstdbchen gespannt, sodass in
der abdominalen Muskulatur ein maximaler Kontraktionsgrad erreicht wurde, der dem
Tier auch in vivo moglich war. Die Hilften wurden sofort vollstindig fiir 4h in 4%

PFA in Ringerlosung auf Eis fixiert, das Fixativ nach 2h vollstindig gewechselt.

Vollstandig fixierte Muskelproben wurden in LRWhite eingebettet. In der
Ultramikrotomie wurden Schnitte silbergrauer Interferenz (~60 nm Dicke) hergestellte
und mit Gelsolinantikérpern und einem Gold-konjugierten Zweitantikérpern
inkubiert. Es wurden Zweitantikérper mit verschieden grof8en Goldpartikeln (1, 5, 10,
20 nm) verwendet, um die beobachtbaren Partikelzahlen zu studieren. Final wurde ein
10nm Gold-konjugierter Zweitantikdrper eingesetzt, da mit ithm ein sinnvoller
Kompromiss aus Sichtbarkeit und Partikelzahl (Dichte/Fliache) erzielt werden konnte.
Nach der Kontrastierung der Schnitte mit Uranylaccetat und Bleicitrat (Reynolds,
1963) wurden die Schnitte am Elektronenmikroskop analysiert und mit der digitalen
Software ANALYSIS® ausgewertet. Fiir die Auswertung wurden Schwellenwert-
definitionen (@10nm, rundlich, schwarz) festgelegt und ROIs (regions of intrest)
definiert. Damit konnten die Partikelzahlen in gewlinschten Bereichen ermittelt und
zugeordnet werden. Zur Ubersichtlichkeit nachfolgenden Abbildungen wurden jeweils
fortlaufende Buchstaben verwendet, bei denen Ubersichtsaufnahmen jeweils durch
GroBe und VergroBerungen/Ausschnitte durch kleine Symbole gekennzeichnet

wurden.
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Abbildung 3.4.4 gibt eine Zusammenstellung von Aufnahmen der Immunlokalisation
von Gelsolin im Extensor-Muskel wieder. Aus Bereichen des Muskelschnittes, der
eine Ubersicht darstellt (Abb.:3.4.4A), wurden vergroBerte Aufnahmen gemacht, die
das Immunlabel der A-Bande (Abb.:a, b, d) und der I-Bande (c) zeigen. Eine
Markierung der Schnitte durch Immunogoldpartikel, die nachtriglich durch ein
Nanoprobes Gold enhancement ™ Verfahren vergroBert wurden, ist in Abbildung

3.4.4.B dargestellt.

Die meisten Partikel konnten auf den Myofibrillen lokalisiert werden, das zentrale
Myoplasma wurde geringer als die Myofibrillen markiert und nur sehr wenige Partikel
wurden auf zelluliren Kompartimenten wie dem Zellkern oder den Mitochondrien

beobachtet.

Der erste Schritt der Quantifizierung eines spezifischen Labels bestand in der
Ermittlung der Goldpartikel auf den Ultradiinnschnitten im und auBlerhalb des
Priparates. Auf dem Schnittbereichen, wo keine eingebetteten Strukturen vorhanden
waren, wurden nur vereinzelte Partikel beobachtet; auch in extrazelluldren Bereichen
wurden nur wenige Partikel ermittelt. Innerhalb der Muskelzellen konnten zahlreiche
Partikel detektiert werden, die an Filamente gebunden waren. An nicht-
sarcomerischen Strukturen wurden ebenfalls wenige Goldkoérnchen gefunden.
Insgesamt wurden dann tiber 50um? myofibrillire und nicht sarcomerische Bereiche
als ROIs definiert und ausgewertet. Durch Analysen verschiedener Schnitte des
abdominalen Muskels, welche mit dem polyklonalen anti HG; Serum inkubiert
wurden, konnten durchschnittlich 54,8 (+/- 3,7) Partikel/um? auf Myofibrillen und 5,7
(+/- 0,6) Partikel/um? in cytosolischen Bereichen gezdhlt werden. Es zeigte sich, dass
89,6% aller detektierten Partikel mit den Myofibrillen assoziiert waren. Markierungs-

versuche mit Goldpartikelverstirkungen wurden nicht in die Analyse einbezogen.

Es wurden weitere Priparate angefertigt, die mit 15min mit Blockierungslosung und
einem affinititsgereinigten HG; Antikorper inkubiert wurden. Um die intra-
myofibrilliren Verteilungsmuster zu analysieren wurden innerhalb von 30
Sarkomeren ROIs auf der I~, Al~ und H-Bande ausgewertet. Auf den Z-Scheiben
wurden nur sehr wenige Goldpartikel beobachtet. Es konnte eine vollstindige
Markierung der diinnen Filamente ermittelt werden, auf den I-Banden wurden 24,8
(+/- 2,7) Partikel, auf den A-Banden 23,1 (+/-1,3) Partikel gezéhlt. Auf den H-Zonen
wurden nur 1,9 (+/- 0,6) Partikel/um? ermittelt. Die H-Zonen blieben folglich durch
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die Markierung weitgehend partikelfrei. Durch Inkubationen von Ultradiinnschnitten
unter verschiedenen Bedingungen (Blockierungslosungen, PartikelgroBe) konnte
oftmals eine deutliche Assoziation bis zu 90% aller Partikel an den diinnen
Filamenten beobachtet werden. Innerhalb der Sarkomere wurden Partikel fast

ausschlieBlich in Bereichen actinhaltiger Strukturen ermittelt.

Um die erhaltenen Befunde zu bestdtigen, wurden Ultradiinnschnitte des Crusher
closer-Muskels mit HG,-Antikérpern und einem 10nm Gold-konjugiertem Zweit-
antikorper inkubiert. VergroBerungen aus der Ubersicht (Abb.:3.4.5A) zeigen ein
dichtes Band von Goldpartikeln sowohl in der I~, als auch in der A-Bande (b-d). An
expandierten ScherenschlieBmuskelmyofibrillen ist die H-Zone nicht so eindeutig
sichtbar, wie im abdominalen Muskel, dennoch konnten auf den Schnitten ebenfalls
zentral-sarkomerische Bereiche ohne diinne Actinfilamente ermittelt und die die
Partikelzahlen analysiert werden. Partikelabundanz wurden innerhalb gesetzter ROIs
ausgewertet: Ein genereller Vergleich zwischen myofibrillaren und cytosolischen
Strukturen hinsichtlich assoziierter Partikel zeigte, dass 88,7% aller Partikel auf
sarkomerischen Bereichen der Myofibrillen vorlagen. Aus den Zihlungen ergaben
sich 68,7 (+/- 5,2) Partikel/um? auf sarcomerischen~ und 7,8 (+/- 0,7) in cytosolischen

Zwischenrdumen.

Auffillig erscheinen lokale Bereiche nahe den Z-Scheiben des Crushermuskels, an
denen sich nur sehr wenige Goldpartikel ausmachen lassen (C).
Elektronenmikroskopische Beobachtungen bei hoher Vergroferung (Abb.: 3.3.6)
zeigten die bereits erwdhnte Aggregation diinner Filament. Moglicherweise wurden
Epitope fiir die Bindung durch den verwendeten HG, Antikorper verdeckt. Dieser
Bereich kann aber als Untermauerung der Spezifitdt des Labels der kontinuierlich
anschlieBenden, parallel orientierten Actinfilamenten gedeutet werden, da dieser
Bereich intensiv markiert wurde. Der Bereich der [-Bande mit aggregierten

Filamenten wurde nicht in die Analyse miteinbezogen.

Die Analyse der intrasarcomerische Partikelverteilung erfolgte in gleicher Weise, wie
auf den Ultradiinnschnitten der abdominalen Muskulatur. Es zeigte sich, dass 72,4 (+/-
8,1) Partikel/um? auf den [-Banden und 51,4 (+/- 7,2) auf den A-Banden lokalisiert
waren. 14,2 (+/- 1,8) Goldpartikel konnten den H-Banden zugeordnet werden. Alle
ausgezidhlten Partikel sind in der Abbildung 3.4.7 (S.110) morphometrisch wieder-
gegeben.
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Abb.3.4.4: TEM, Immunlokalisation von Gelsolin im abdominalen Exfensor-Muskel

Die expandierten Muskeln wurden in LRWhite eingebettet und Ultradiinnschnitte angefertigt. Die
Schnitte wurden dann mit affinitdtsgereinigten HG1-Antikoérpern gefolgt von 10-nm Gold
konjugierten Zweitantikorpern inkubiert. Die VergroBerungen (a-d) aus der Ubersicht (A) zeigen
eine Makierung der A~ (a, b, d) und I-Banden (¢). Die durch die Expansion sichtbaren H-Zonen
(b, d, Pfeile) blieben dabei weitgehend unmakiert, die Goldpartikel liegen unmittelbar an und auf
den diinnen Filamenten (c, inlet, Pfeil). B: Verstiarkung der Partikelgrof3e 103
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Abb.: 3.4.5 TEM, Immunlokalisation von Gelsolin im Crusher closer-Muskel Die Inkubation mit
HG2 Antikorpern zeigt auch auf Schnitten des ScherenschlieBmuskels eine intensive Makierung der
Myofibrillen durch Goldpartikel. Aus der Ubersicht (A) entnommene VergroBerungen (a-d) der einzelner
Banden zeigen ein homogenes Label der diinnen Filamente. Die H-Zonen blieben weitgehend
unmarkiert (¢). Bereiche nahe der Z-Scheiben blieben durch Aggregation der Filamente ebenfalls
unmakiert (C, Pfeile). Die Goldpartikel sind in eindeutiger Assoziation mit den diinnen Filamenten
beobachtet worden (C, Inset, Pfeil). B: Goldpartikelverstarkung

105



Ergebnisse

Die hier dargestellten Markierungen wurden nach Auswertung vielfacher Ansitzen
mit unterschiedlichen Verdiinnungen/Inkubationszeiten durch gleiche Routine-
applikationen erzielt. Die ermittelten Werte von dem Label des Crushers und des
Abdomens resultieren aus Inkubation der Schnitte mit Blockierungslosung und den
beiden verschiedenen Antikorperseren. Die Partikelzahlen der intrazelluldren
Auswertung von Schnitten des abdominalen Muskels sind fast doppelt so hoch, wie in
der intramyofibrilliren Analyse. Auch die Daten aus der sarkomerischen Auszdhlung
des Crushers zeigen eine 2,2 ~(I-Bande) beziehungsweise eine 2,9 fache (A-Bande)
Erhohung der numerischen Abundanz gegeniiber den Partikelsummen pro Fliche aus

Schnitten vom abdominalen Muskel.

Dieser proportionale Anstieg zwischen den aus den unterschiedlichen
Inkubationsbedingungen resultierenden Summen belegt die Spezifitit der
Markierungsversuche: in allen Ansdtzen konnte gleichsam ermittelt werden, dass
~90% der Goldpartikel mit den Myofibrillen assoziiert wurden. In beiden
Muskelsystemen konnte auf den Myofibrillen ein anndhernd 10fach hohere

Partikelzahl/Flache gegentiber nicht-sarcomerischen Strukturen festgestellt werden.

Wihrend fuir den abdominalen Extensor-Muskel homogen Partikelabundanzen fiir die
I~ und A-Banden ermittelt wurden, zeigt sich fiir den ScherenschlieBmuskel eine 1,3
fache Erhohung der Partikel pro Fliche auf der I-Bande. In vielen Féllen konnte
beobachtet werden, dass sich die Al-Bande der beiden Muskelfasertypen
unterscheiden (3.4.3 & 3.4.4), die Bereiche iiberlappender Filamente sind im Crusher-
Muskel wesentlich elektronendichter, die Myosinfilamente ~1/3 dicker. Dies konnte
hier zu einer sterische Inhibition bei den Markierungensversuchen gefiihrt haben, aus
der eine niedrigere Partikelzahl hervorging. In beiden Muskelsystemen fiihrten die
Labelexperimente von Gelsolin zu geringen Partikelzahlen im Bereich der H-Zonen.
Anderereseits zeigten sich intensive Markierungen mit Goldpartikeln in actinhaltigen
Bereichen der Sarkomere. Es konnten eine direkte Assoziation der Partikel an die

diinnen Filamente beobachtet werden (Abb.3.4.5.C, Inset).

Diese Daten zeigen erstmalig auf der ultrastrukturellen Ebene, das ~90% des
intrazelluldren Gelsolins unter normalen physiologischen Bedingungen laterale

entlang der gesamten diinnen Filamente im Muskel assoziiert ist.
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3.4.4  Intrazelluldire Verteilung von Gelsolin unter modifizierten

physiologischen Bedingungen

Ultrastrukturelle Analysen zur Lokalisation von Gelsolin wurden von Hartwig et al.
(1989) an Makrophagen und Thrombocyten durchgefiihrt. Die Studien haben gezeigt,
dass eine Stimulierung der Zellen zu einer Relokalisation von Gelsolin fithrte und der
Modulator mit Zellmembranen assoziiert werden konnte. An den Membranen wurde
Gelsolin dann moglicherweise durch saure Phospholipide gebunden. Da auch Befunde
zur Reversibilitdit von Hummergelsolin-Actin Komplexen vorlagen, wurden die
physiologischen Bedingungen der Ringerlosung, in der die Muskelstreifen expandiert
wurden, modifiziert. Zielsetzung war die elektronenmikroskopische Lokalisation von
Gelsolin in den verschieden Hummermuskeln unter sehr geringen und calciumfreien
Bedingungen. Die Anfertigung der Préparate erfolgte wie ganz analog zu Abschnitt
3.4.3, mit dem Unterschied, dass der Ringerlosung (a) kein zusétzliches Calcium und

(b) 0,5 mM EGTA zugesetzt wurde.

Abbildung 3.4.6 zeigt die Goldpartikelverteilung des Musculus adductor abdominalis
nach Expansion in calciumfreier Ringer und den Musculus adductor dactylopoditis
nach EGTA-Ringer Inkubation. Die Verteilung der Goldkorner wurde auf
Myofibrillen und in cytosolischen Bereichen ermittelt. Dazu wurden vom
Sarkolemma ausgehend Bereiche mit 1 um? Flache durch ROIs festgelegt und die
Partikelzahl jeweils Richtung Zellmitte erfasst (Abb.:3.4.6A, Pfeilrichtung). Das
unterlegte Histogramm gibt die Partikel pro Flidcheneinheit der ausgewerteten
Bereiche wieder. Die grofite Partikelzahl/um? wurde in intrazelluldren Bereichen des
corticalen Myoplasmas ermittelt. In intermyofibrillaren Zwischenrdumen und auf den
Myofibrillen wurden Partikel beobachtet. Die Vergroerung aus Abbildung 3.4.6 A
zeigt Partikel sowohl in Assoziation mit der Membran, als auch in unmittelbarer Nihe
(b). Das Verhiltnis von Partikeln auf den Myofibrillen zur Zahl der Partikel pro
Flache im Myoplasma der Zellmitte ist vergleichsweise hoch (Abb.:3.4.63.4.6 ¢). In
der histographischen Darstellung wird deutlich, dass der Anteil myofibrilldr
gebundener Partikel im analysierten Bereich weitgehend gleich bleibt, sich die
vergleichsweise hohe Partikelzahl vom Cytosolzentrum in Richtung der Bereiche des

Sarcolemmas aber verfiinffacht.
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Abb. 3.4.6: TEM, Immunlokalisation von Gelsolin in Muskeln unter unterschiedlichen
physiologischen Bedingungen (A): Die Inkubation von Ultradiinnschnitten des abdominal
Extensormuskels in calciumfreier-Ringerlosung zeigt nach dem Label eine distinkte Verteilung
der Goldpartikel. Wéhrend unter normalen Bedingungen die Goldpartikel fast ausschlieBlich mit
den dinnen Filamenten assoziiert waren, wurde nun eine erhohte Partikelabundanz in cyto-
solischen Bereichen (a, b) und besonders in der Ndhe des Sarcolemmas (SL) festgestellt (A).
Vergleichsweise wenige Partikel wurden auf den Myofibrillen ermittelt (c).

D, E: Partikelanalysen an Schnitten des Crusher closer-Muskels nach Inkubation mit EGTA-
Ringerlosungen zeigten den gleichen Effekt. 108
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Die Analyse wurde auf drei Kategorien kondensiert: (1) Partikel auf Myofibrillen, (2)
im zentralen Cytosol und (3) Bereiche < 1 pm Entfernung zum Sarcolemma.
Muskelpriperate des Crushers, die mit EGTA-Ringerlosung inkubiert wurden, sind in
analoger Weise ausgewertet worden. Es wurde jeweils eine Fliche von 25 pum?
ausgewertet. Auf Schnitten des abdominalen Extensor-Muskels wurden nahe der
Membran 13,2 (+/- 1,9) Partikel/um?, auf Myofibrillen 4,1 (+/- 0,9) und in zentral
cytosolischen Bereichen 3,1 (+/- 0,4) Partikel/um? ermittelt. Folglich waren an den
Membranen die Partikelsummen pro Flache 3,2 Fach hoher, als auf den Myofibrillen.
Zusammen mit den cytosolisch ermittelten Partikeln verblieben folglich nur noch 1/5
der Gesamtpartikel auf den Myofibrillen. Diese Relokalisation von Gelsolin wird
durch die Auswertung des Labels auf den Schnitten des ScherenschlieBmuskels
untermauert: 19,6 (+/- 1,4) Partikel/um? wurden nahe und auf Sarkolemmastrukturen
erfasst. Aufnahmen der dichten Markierung des Sarkolemmas sind in 3.4.6 D und E
dargestellt. Auf Myofibrillen wurden 13 (+/- 1,6) Partikel/um?, im zentralen Cytosol
7,1 (+/- 2,1) Partikel/ um? detektiert. Die ermittelten Partikelsummen belegen eine
gegeniiber den Myofibrillen 1,5x hohere Partikelkonzentration an den Membranen.

Alle Daten sind in Abbildung 3.4.7 zusammengefasst.

Aus allen Analysen gingen hoher Partikelsummen auf Ultradiinnschnitten des
Crushermuskels 1m Vergleich zu abdominalen Sektionen hervor. Das konnte
moglicherweise durch hoheren Konzentrationen von Gelsolin in der Scheren-
muskulatur begriindet sein, die auch durch die Immunblotanalysen (3.1.1) ermittelt

wurden.

Die Inkubationen der unterschiedlichen Muskelsysteme unter normalen und
calciumfreien Bedingungen erzeugte signifikant unterschiedliche Partikelverteilungs-
muster. In calciumfreien Muskelpréiperaten konnte eine 4x (Extensor), beziehungs-
weise doppelt (Crusher) so hohe cytosolische Partikelabundanz gegeniiber
Abundanzen der Myofibrillen ermittelt werden. In Markierungsexperimenten unter
physiologischen Bedingungen blieben Sarkolemmastrukturen partikelfrei, aus den
Inkubationen ohne Calcium/mit EGTA resultierten in den beiden untersuchten

Muskeln lokal hohe Konzentrationen von cortical assoziiertem Gelsolin.

Diesen Immunlokalisationsstudien an den Muskelsystemen visualisieren die reversible
calciumabhingige Assoziation eines groflen Anteils von Gelsolin, das unter normalen

physiologischen Bedingungen mit Actin kolokalisiert vorliegt.
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Morphometrische Analyse

(a) normale physiologische Bedingungen (b) modifizierte physiologische Bedingungenl
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Muskel: Abdominal Crusher Abdominal Crusher Crusher Closer Abdominal Extensor
Extensor Closer Extensor Closer EGTA ohne Calcium
Antikorper: - HG, HG, aff. HG, aff. HG, aff. HG, aff HG,
Index: Il auf Myofibrillen B auf A-Bande B auf Memebranen (<1 pm)
[ cytosolisch [ auf I-Bande B auf Myofibrillen
[J auf H-Bande [ zentral cytosolisch
Numerische Analyse
(a) auf Myofibrillen cytosolisch A-Band I-Band H-Band
Abdominal I 54 ¢ (4/.37) 5,7 (+/- 0,6) 23,1 (+-1,3) 24,8 (+/-2,7) 1,9 (+/- 0,4)
Extensor ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Crusher 68,7 (+/- 5.2) 7.8 (+/-0,7) 514 (+-7.2) 724 (+-81) | 142 (+/-2.8)
Closer ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
(b) auf Memebranen (<1 pm) auf Myofibrillen zentral cytosolisch
Abdominal
Extensor 13,2 (+/- 1,9) 4,1 (+/-0,9) 3,1 (+/-0,4)
Crusher
Closer 19,6 (+/- 1,4) 13,0 (+/- 1,6) 7,1 (+-2,1)

Abb.: 3.4.7: Morphometrie der Immunlokalisationen von Gelsolin in verschiedenen Hummer-
muskeln unter unterschiedlichen physiologischen Bedingungen

(a) Unter normalen physiologischen Bedingungen ist ~90% des zelluldren Gelsolins mit den diinnen
Filamenten assoziiert. Die Analyse der Verteilung von Gelsolin nach der Inkubation von Muskeln mit
calciumfreier (Extensor) und EGTA-Ringerlosung (Crusher closer) zeigt abweichend von den normalen
physiologischen Bedingungen erhohte Goldpartikelabundanzen in cytosolischen Bereichen (b).
Besonders hoch ist die Anzahl der Partikel pro pm? nahe dem Sarcolemma (< 1 pum). Fiir die Analyse
wurden tiber 100 um? von 5 verschiedenen Zellen mit je 25 Sarkomeren pro Préperat ausgezihlt. Die
Daten implizieren eine calciumabhéngige, reversible Assoziation von Hummergelsolin an den diinnen
Filamenten in verschiedenen Muskelzellen.
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3.4.5 Immunlokalisation von Gelsolin in isolierten Myofibrillen

In den vorangegangenen Experimenten zur Lokalisation von Gelsolin unter
modifizierten physiologischen Bedingungen konnten ~ein Fiinftel der Goldpartikel
auch nach Inkubation mit calciumfreier Ringerlésung und EGTA-Ringer an den
Myofibrillen ermittelt werden. Um zu klidren, ob ein Teil des actin-assoziierten
Gelsolins irreversibel, bzw. calciumunabhingig gebunden vorliegt, wurden

Myofibrillen in Anwesenheit von EGTA isoliert und markiert.

Einem frisch getotetem Hummer wurde die Brechschere entnommen basal eréffnet,
die Hamolymphe entfernt und ein Gummistopfen so eingefiigt, dass der Muskulus
adductor dactylopoditis gestreckt wurde. Die Schere wurde fiir 3 Tage in
Glycerinlosung (100mM KCIl, 2mM MgCl,, 5mM EGTA, ImM DTT, 10 mM
Imidazol, pH 7.0, 50% Glycerin) bei -35°C eingefroren. Muskelfaserbiindel des
SchlieBmuskels wurden dann entnommen und in Myofibrillenpuffer (100 mM KCL,
2mM MgCl,, 0,2 mM EGTA, 10mM Imidazol pH 7.0) zur Entfernung des Glycerins
mehrfach gewaschen. Mit einem Ultraturax wurden die Muskelstiicke homogenisiert,
durch lichtmikroskopische Kontrollen wurde der Reinigungsprozess iiberwacht und
eine fiir Farbeversuche addquate Verdiinnung eingestellt. Die expandierten
Myofibrillen wurden dann mit Rhodamin-Phalloidin und dem HG,-Antikérper unter
Agitation in Eppendorfgefdlen gefiarbt, auf Objekttrager transferiert und in Moviol
eingebettet. Am cLSM wurden optische Schnittserien der Prédparate angefertigt und
ausgewertet (Abb.:3.4.8).

Sowohl die F-Aktin, als auch die Gelsolinfirbung erzeugten ein periodisches
Fluoreszenzmuster. Durch Phasenkontrastaufnahmen und der Ubereinanderlagerung
(Overlay) der Aufnahmen konnte die Rhodamin-Phalloidin Farbung dem I-Z-I
Bereich der expandierten Sarkomere zugeordnet werden (Abb.:3.4.8.C) Im Bereiche
der Al-Bande lieB3 sich keine Fluoreszenz ausmachen. Die Gelsolinmarkierung zeigt,
durch Identifikation im Phasenkontrast und Overlay, eine Farbung der I-Banden, die
Z-Scheiben (Abb.:3.4.8D-F, Pfeilspitzen) und Bereiche in unmittelbarer Ndhe blieben
ungefirbt. In der Al-Bande konnte nur eine vergleichsweise schwache Markierung des

Gelsolins beobachtet werden.
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Abb. 3.4.8: cLSM, Immuncytochemische Lokalisation von Gelsolin und Actin-
firbung an isolierten Myofibrillen aus der Scherenmuskulatur von H.americanus
Expandierte Myofibrillen des Crusher closer-Muskels wurden mit Rhodamin-
Phalloidin (A-C) und mit Gelsolin Antikdrpern (D-F) gefirbt. Die Markierung von
Gelsolin und F-Actin erfolgte jeweils im Bereich der I-Bande.

A,D Fluoreszenzaufnahme, B,E Phasenkontrast, C,F Overlay, Pfeile: Z-Scheiben
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Um Gelsolin in Myofibrillen der Pleopodenmuskulatur zu lokalisieren wurden die
Laufbeine einem Hummer entnommen, lateral von proximal nach distal eroftnet, der
Musculus adductor meropoditis entnommen und durch Homogenisation gewonnene
Myofibrillen analog derer des Scherenmuskels gefdrbt. In Abbildung 3.4.9 sind
konfokale Aufnahmen der RhodaminPhalloidin-Markierung (A, B), sowie der
immuncytochemische Farbung von Gelsolin (C-E) der isolierten Myofibrillen aus der

Pleopodenmuskulatur dargestellt.

Auch hier zeigt sich eine periodische Fluoreszenz. Die Markierung durch Rhodamin
Phalloidin erzeugte eine vollstindige Fluoreszenz der kontrahierten Myofibrillen.
Lediglich Bereiche in unmittelbarer Ndhe der Z-Scheiben (Abb.: 3.4.9A, B Pfeile)
blieben von der Markierung ausgespart. Durch die Phasenkontrastaufnhahme wird
deutlich, dass ca. 90% der kontrahierten Sarkomere durch den Al-Bereich ausgefiillt
werden, d.h. durch die Uberlappung von dicken und diinnen Filamenten reprisentiert
werden. Die vollstindige Férbung dieses Bereiches untermauert die Spezifitdt der
Farbungen der stark expandierten Myofibrillen des ScherenschlieBmuskels aus
Abbildung 3.4.8, da hier nicht auszuschlieen war, dass eine Farbungen des F-Actins
im dicht gepacktem Al-Bereich durch sterische Inhibition verhindert wurde. Innerhalb
der vollstdndig markierten Sarkomere ldsst sich eine intensivere Farbung der kurzen I-
Banden erkennen. Auch in der Mitte der Sarkomere ist eine intensive Farbung zu
beobachten, die vermutlich aus der Ubereinanderlappung gegen-iiberliegender

Actinfilamente resultierte.

Durch den HG,-Antikérper wurde ebenfalls vorwiegend der I-Bereich markiert
(Abb.:3.4.9C, D). Aber auch im Al-Bereich war eine vergleichsweise schwichere
Fluoreszenz erkennbar. Die Ergebnisse dieser Fiarbungen an Myofibrillen zeigen
unterschiedliche Intensitdten von Actin und Gelsolin in den verschiedenen Banden. Es
konnte nicht gekldart werden, ob Gelsolin entlang der gesamten diinnen Filamente
lokalisiert ist, da moglicherweise sterische Effekte die Markierungen in den Al-

Bereichen beeintrichtigten.

Dennoch zeigte sich deutlich eine Markierung der Myofibrillen durch den
Gelsolinantikdrper, obwohl die Myofibrillen in EGTA-haltiger Losung isoliert
wurden. Das Ergebnis der beiden Farbungen an den verschieden Muskeln zeigt, das
ein Anteil des Gelsolins im Muskel fest an Actinfilamente gebunden ist und nicht

durch Komplexierung gebundener Calciumionen extrahiert werden kann.
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Abb.3.4.9: cLSM, Immuncytochemische Lokalisation von Gelsolin und Markierung
von Actin in der Pleopodenmuskulatur von H.americanus A-D: Isolierte Myofibrillen
des M. adduktor meropoditis wurden mit Rhodamin-Phalloidin (A-B) und Gelsolin
Antikorpern (C-G) gefirbt. Markierungen erzeugten regelmifBige Farbung der I-Banden.
A,C:Fluoreszenzaufnahme; B,D:Phasenkontrast; E:overlay Pfeile: Z-Scheiben
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Al-Bande

Z-Scheibe

Abb 3.4.10 TEM, Immunelektronenmikroskopische Lokalisation von Gelsolin in
isolierten Myofibrillen des M. adductor dactylopoditis: Expandierte und isolierte
Mpyofibrillen des Crusher closer-Muskels (A, Inlet) wurden mit HG2-Antikorpern
markiert. Die Kontrastierung erfolgte durch Ammoniummolydat. In der [-Bande
lieBen sich zahlreiche Goldpartikel beobachten (A-C). inlet-bar 1um
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In Abbildung 3.4.10 ist eine immunelektronenmikroskopische Lokalisierung von
Gelsolin an expandierten und isolierten Crusher-Myofibrillen dargestellt. Die
Myofibrillen wurden auf kohlebeschichtete Nickelgrids, die vorher durch
Hydrophilisierung konditioniert wurden, adsorbiert. Die Myofibrillen wurden mit dem
HG,-Antiserum und dann mit einem 10nm Gold-konjugierten Zweitantikorpern
inkubiert. Mit dem Schwermetalsalz Ammoniummolybdat wurden die Myofibrillen

dann kontrastiert.

Die vergroBBerten Aufnahmen in Abbildung 3.4.8 A-C zeigen zahlreiche Goldpartikel
in den I-Banden. Auch innerhalb der sehr elektronendichten Al-Banden konnten
Goldpartikel ausgemacht werden. Ein Vergleich der Partikelverteilung in den Zonen
wurde nicht ausgefiihrt, da auch aus verschieden Verdiinnung des Ammonium-
molybdates immer sehr elektronendichte Al-Banden resultierten. Die Ansétze diente
aber vor allem der Visualisierung von Gelsolin in Myofibrillen, die in Gegenwart von

EGTA isoliert worden waren.

Aus den Beobachtungen der kontrastierten Myofibrillen (A, inlet) lieBen sich
ebenfalls nahe der Z-Scheiben Bereiche hohere Elektronendichte ermitteln, die als
lokale Aggregation von diinnen Filamenten bereits an Ultradiinnschnitten des
Crushers beschrieben wurden (Abb.:3.4.5). Auch hier zeigte sich ein vergleichsweise
schwicheres Label der diinnen Filamente in unmittelbarer Ndhe der Z-Scheiben, dass

im anschlieBenden Bereich der I-Bande intensiv ausgepréigt war (A-C).

Die lichtmikroskopischen Beobachtungen von actingebundenem, calciumunabhéngig
regulierten Gelsolin wurden durch die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
bestitigt. Es konnte ermittelt werden, dass nach der Extraktion von Ca”" ein Anteil der
Gelsoline im Crustaceenmuskel nicht reversibel an Actinfilamenten gebunden bleibt.
Welcher Anteil des myofibrilliren Gesamtgelsolins durch diese Markierungen

reprisentiert wurde, soll im Rahmen der Diskussion ndher beleuchtet werden.
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3.5 Hummergelsolin in embryonalen ZOEA Larven

Die Proteinarchitektur von Muskelfasern wird bei Crustaceen in der postembryonalen
Entwicklung besonders wihrend cyclischer Hautungsphasen moduliert. Strukturelle
Daten zu den myofibrilldren Proteinkompositionen wéhrend der Entwicklung finden
sich in Govind et al. (1987, 1992). Fiir die Ecdysis wird die Kérpermuskulatur um bis
zu 50 % reduziert und das Gewebe aus dem Exoskelett zuriickgezogen. Involviert in
diesen Prozess sind besonders Calpaine, eine Familie calciumabhédngiger
Cysteinproteasen (Yu & Mykles, 2003). Dahingehend wurden Uberlegungen
angestellt, ob Gelsoline an diesen Prozess eventuell ebenfalls beteiligt sein konnten. In
diesem Falle hitten sich die Konzentrationen innerhalb eines Hautungszykluses
signifikant gedndert. Postembryonale Zoea 1 Larven vollziehen iiber den Zeitraum
von einer Woche eine Héutungsphase, mit der sie sich zum Zoea 2 Stadium
entwickeln (Govind et al., 1977). Die einzelnen Stadien konnen eindeutlich

taxonomisch zugeordnet werden.

3.5.1 Identifikation von Gelsolin in der Muskulatur postembryonaler

ZOEA, Larven

Uber einen Zeitraum von zehn Tagen wurden in der Biologischen Anstalt Helgoland
taglich drei Zoea; Ganzmuskelproben entnommen und elektrophoretisch analysiert
(Abb. 3.5.1 A). Ein korrespondierender Immunblot (Abb. 3.5.1 B) sollte Aufschluf3
dariiber geben, ob sich die Gelsolinkonzentrationen {iber diesen Zeitraum wesentlich
verdndert und der Actinmodulator moglicherweise an der Muskelreduktion involviert
ist. Scholz und Hinssen (1995) konnten eine Zunahme der Gelsolinkonzentration um
das 20fache innerhalb sich differenzierender Myotuben zeigen. Da sich fiir die
elektrophoretische Untersuchung von Proben entwickelnder Gewebe hdufig erhohte
Proteaseaktivitit feststellen ldsst, wurde der Versuchsansatz mehrfach wiederholt. Es
zeigte sich anhand der erhaltenen Immunreaktionen von den Ganzmuskelproben, dass
beiden Isoformen (B, VergroBerung) in annéhernd gleichen Verhéltnissen exprimiert
werden. Die Befunde aus den Immunblots zeigten aulerdem fiir den gesamten ersten

Ecdysis-Zyclus weitgehend gleich bleibende Gelsolinkonzentrationen.
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SDS-PAGE (A) Immunblot (B)
205— = = 5
116—
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Tag 1 2 3 4 5 6 7 (Ref

Abb. 3.5.1: Identifikation von Gelsolin in Zoea Larven

Zoeal-Larven wurden iiber den Zeitraum von einer Woche (= Zeitraum erster, post-
embryonaler Ecdysis) einer Zuchtkultur entnommen, in SDS-Probenpuffer aufbereitet und
elektrophoretisch analysiert.

Ein Immunblot wurde angefertigt, um zu priifen, ob sich die Konzentrationsverhéltnisse an
Hummergelsolin {iber diesen Zeitraum verdndern. Die Analyse deutet auf gleichbleibende
Konzentrationsverhiltnisse von Hummergelsolin wihrend der Reduktion der Muskelgewebe
in einer Hautungsphase. Es konnten zwei Gelsolinvarianten ermittelt werden (VergréBerung,
Pfeile), deren Molekulargewichte denen aus adulten Hummermuskeln entspricht.

Lane 8: aufgereinigtes Gelsolin (Referenz)
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3.5.2 Lokalisation von Gelsolin in der Muskulatur postembryonaler

ZOEA Larven

Durch Immunblotanalysen von den Hummerlarven konnte auch ermittelt werden, dass
Gelsolin wihrend der embryonalen Entwicklung bereits in vergleichsweise groeren
Mengen im Muskel vorkommt. Um ebenfalls Aufschluss liber die Lokalisation des
Actinmodulators zu erhalten, wurden einem weiblichen Hummer ungeschliipfte Zoeal
Larven entnommen, mit Paraformaldehyd in Seewasser fixiert und in LRWhite
eingebettet. Von Bereichen des Abdomens und des antenalen Remotors wurden
Ultradiinnschnitte angefertigt und mit HG,-Antikérpern markiert. Elektronen-
mikroskopische Aufnahmen des erhaltenen Labels sind in Abbildung 3.5.2.
dargestellt.

Aus der longitudinalen Ubersicht (3.5.2 B, D) werden intakte Muskelzellen mit
iibereinander liegenden, expandierte Sarkomeren von Lidngen bis 6 pm deutlich, die
von zahlreichen Mitochondrien, Glycogen und Zellkernen umgeben sind. Dieser
Fasertyp stellt bei adulten Organismen einen intermedidren Fasertyp dar (Govind et
al., 1992), detaillierte Studien tiber Fasertypen in Muskeln von Zoea-Larven liegen

aber bis dato noch nicht vor.

Die Vergroferungen (3.5.2 c, e, ) zeigen eine spezifische Markierung der Myo-
fibrillen mit Goldpartikeln. Auch hier blieben, analog zu den durchgefiihrten
Analysen an adulten Crustaceenmuskeln, die H-Zonen der Sarkomere weitgehend
gering bzw. unmarkiert. Durch Auswertung der Partikelverhiltnisse wurde ermittelt,
dass ~90% aller beochbachteten Goldkorner mit den Myofibrillen assoziiert wurden.
Es konnte vielfach Partikel auf und an den diinnen Filamenten beobachtet werden.
Weitere histologische und elektronenmikroskopische Markierungsexperimente, die an
den abdominalen Muskeln der Larven durchgefiihrt wurden, zeigten ebenfalls

intensive Markierungen der Myofibrillen (nicht gezeigt).

Daher wird konkludent mit den Daten aus Markierungsexperimenten an den Muskel-
systemen adulter Hummer auch fiir praejuvenile Stadien eine laterale Assoziation von

Gelsolin entlang der diinnen Filamente favorisiert.
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Abb. 3.5.2: Immunlokalisation von Gelsolin in Larven von H. gammarus

Ungeschliipfte Zoea-Larven des europdischen Hummers (A, lichtmikroskopische Aufnahme) wurden
in LRWhite eingebettet und Ultradiinnschnitte von lateral im Bereich iiber den Omantidienaugen
angefertigt. Die expandierten Sarkomere des antennalen Remotor Muskels (B, C) liegen regelmaBig
geordnet iibereinander und weisen bereits eine hohe strukturelle Organisation auf. Die Sarkomere
zeigen Langen bis 6 pm.

Markierungen mit dem Gelsolin~ und 10nm Gold-konjugierten Zweitantikdrpern zeigen eine
deutliches Label auf den Myofibrillen (mf, ¢, e, f, Pfeile). In der Auszdhlung wurden iiber neunzig
Prozent aller ermittelten Goldpartikel den Myofibrillen zugeordnet. Da hier auch die deutlich
erkennbaren H-Zonen unmarkiert blieben, ist Hummergelsolin im Muskel der Zoea-Larven folglich
ebenfalls mit den diinnen Filamenten von Sarkomeren assoziiert. 120
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4 Diskussion

4.1 Aufreinigung von Gelsolin aus Muskelzellen von Crustaceen

Die beiden isolierten Gelsoline aus der abdominalen und Scherenmuskulatur von
Crustaceen wurden auf der Grundlage der Methode von Hinssen ez al. (1984) und Bock et
al. (1995) in Gegenwart von EGTA aufgereinigt. Die apparente Molekularmasse betrug in
der SDS-PAGE fiir HG; 116kDa und bei HG, 113kDa. Damit weichen die beiden unter
gleichen Bedingungen ermittelten Molekulargewichte um 10 kDa von dem fiir
Crustaceengelsolin beschriebenen Gewicht (105 kDa, Bock et al., 1994; Liick et al., 1995)
und um 30 kDa fiir das cytoplasmatische Mammaliergelsolin nach oben hin ab. Der
Praperationsverlauf wurde im Bezug auf die Fillungsstufen mit Ammoniumsulfat
optimiert und die verwendeten KCl Gradienten der ersten und finalen Anionen-
austauschersdule modifiziert. Die beiden Crustaceengelsoline eluierten zwischen 350 und
370 mM und damit bei dhnlicher Konzentration wie Gelsolin aus Mollusken (Remmert,
1999), aber bei einer deutlich hoheren Konzentration, als das Gelsolin aus der glatten
Muskulatur von Vertebraten mit 170mM (Hinssen ef al., 1984). Aus den Sequenzdaten
(Luck et al., 1994) konnte ein vergleichsweise hoher Gehalt an sauren Aminosdureresten
(Nettotiberschuss von 37 negativen Ladungen, 758 AS insgesamt) ermittelt werden, die
moglicherweise zu geringerer Bindung an SDS und damit zu abnormaler Mobilitdt in der
SDS-PAGE fiihrten. Kalkulationen anhand der Sequenzdaten von HG; ermdéglichen die
Ermittlung einer Molmasse von 83,5 kDa, in Gegenwart von Calcium konnte durch
analytische Gelfiltration ein Molekulargewicht von ~ 80kDa ermittelt werden. Damit
lassen sich die Gelsoline HG; & », basierend auf dem Gewicht, in die Gruppe der 80kDa

Modulatoren einordnen.

In den untersuchten Scheren~ und abdominalen Muskeln konnten durch densitometrische
Messungen von Immunblots ~360 mg Gelsolin pro kg Muskel-Feuchtgewicht ermittelt
werden. Die Werte stimmen mit den geschitzten Werten fiir Gelsolinkonzentrationen aus
der Muskulatur des FluBkrebses und des Hummers von 500mg/kg (Bock et al., 1994;
Liick et al., 1995) gut iiberein. Ahnliche Werte ergaben sich aus Kalkulationen fiir die
Konzentration von Pecten Gelsolin (Remmert & Hinssen, 1996), von Actinmodulatoren
aus dem Hautmuskelschlauch (D’Haese & Hinssen, 1987) und dem Kaumagen (Kriiger,
2001) von Lumbricus terrestris. Fir das Gelsolin aus der glatten Muskulatur des

Schweinemagens werden 120 mg Modulator/kg Muskel angegeben, die isoliert werden
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konnten, der tatsdchliche Gehalt ist moglicherweise hoher und liegt schdtzungsweise bei
0,1% des Gesamtproteins des Muskels (Hinssen et al., 1985b). Im Skelettmuskeln von
Mammaliern wurden signifikant nidriegere (~20fach) Konzentrationen an Gelsolin
ermittelt (Hinssen et al., 1985; D'Haese & Hinssen, 1987). Der Mammaliermuskel ist
zugleich aber auch der Syntheseort fiir vergleichsweise grole Mengen an Plasmagelsolin
(Nodes et al., 1984; Yin et al., 1987). Aus den vorliegenden Untersuchungen geht jedoch
hervor, dass es sich bei den beiden isolierten Actinmodulatoren aus den Crustaceen-
muskeln um cytosolische Proteine handelt, da sich in den immunelektronen-
mikroskopische Studien keine Markierung in extrazellularen Bereichen beobachten lielen
und auch keine Gelsolinnachweise durch Immunblotreaktionen von Proben der
Hamolymphe erhalten wurden (unveroffentlicht). Interessanterweise wird in Drosophila
ebenfalls die Existenz einer cytoplasmatische und einer sekretorische Variante des
Gelsolins vermutet, wie es bei Mammaliergelsolin der Fall ist (Heinzelman ez al., 1993;
Stella et al, 1994). Lokalisationsexperimente von EWAM und Pecten-Gelsolin deuten

ebenfalls auf cytoplasmatische Varianten.
4.2 HG, & HG; sind Isoformen

Durch die Immunblotanalysen von unterschiedlichen Ganzmuskelproben wurde die
Existenz von zwei Gelsolinvarianten aufgedeckt. Es zeigte sich dabei, dass Muskelfasern
unterschiedliche Expressionsmuster dieser Varianten aufweisen. Ein zentraler Aspekt
dieser Arbeit lag in der Aufklarung der Existenz von Isoformen, deren funktionelle und

strukturelle Eigenschaften, sowie deren mogliche Unterschiede.

Aufgrund der in vifro ermittelten, nicht voneinander abgrenzbaren Eigenschaften
vermuteten D'Haese und Hinssen (1987), das die EWAM-Varianten moglicherweise
Isoformen darstellen, was spéter durch Sequenzanalysen bestdtigt wurde (Giebing et al.,
1997). Generell entstehen Isoformen durch Genduplikationen oder alternative splicing
Prozesse, Proteinsuperfamilien entstanden aber eher aus sehr urspriinglichen, alten
Duplikationen, Exon/Doménen Verdoppelungen oder konvergenten Evolutionen
(Gunning et al., 1998). Isoformen sind Varianten einer Proteinfamilie, die entweder durch
Translation verschiedener Gene oder durch unterschiedlich prozessierte RNA-Transkripte
des gleichen Gens entstehen (Schiaffino & Reaggiani, 1996). Wesentlich ist dabei, dass
sie sich mindestens durch Substitution einer Aminosédure unterscheiden. Denkbar ist dabei

auch das Fehlen oder die Addition von einigen Aminosduren.
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Dass es sich bei den beiden ermittelten Hummergelsolinen nicht um zwei Isoformen
handelt ist prinzipiell moglich. Eine artifizielle Aufspaltung in mehrere Modulator-
fraktionen konnte z.B. durch prédparationsbedingte Modifikationen wie Oxidation oder
partielle proteolytische Degradation erfolgt sein. Auch posttranslationale Modifikationen
wie beispielsweise Methylierung von Aminosduren nach der Proteinsynthese konnen zur
Identifikation von Varianten fithren, die keine Isoformen darstellen, allerdings aber auch
keine Massenunterschiede ergeben. Héaufig auftretende Modifikationen, wie die
Phosphorylierung und die Addition von Kohlenhydraten (Glykolysierung) wurden an HG
1 und 2 untersucht, jedoch ohne Befunde zu ermittelt, die auf derartige Verdanderungen der
Proteins deuten. Der Vergleich massenspektroskopischer Daten iiber Internetdatenbanken
(Mascot) oder auch mit Biotools® wurde ebenfalls unter Beriicksichtigung verschiedener
moglicher Modifikationen (Acetylierung, Methylierung, Oxidation) durchgefiihrt, was zu
keiner verstirkten Peptididentifikation und damit zu einer Steigerung der
Sequenzabdeckung fiihrte. Damit reduziert sich allerdings nur die Wahrscheinlichkeit
einer solchen Modifikation, da in einzelnen Messungen nie alle Peptide aus den

tryptischen Verdau detektiert werden konnten.

Mehrfache Messungen mit Proben aus unterschiedlichen Priaperationen und SDS-Gelen
ermoglichten die Identifikation von iiber 60% Sequenzhomologie. Bei den Messungen
muf} beriicksichtigt werden, dass sehr kleine Peptide (4-7 AS) aufgrund ihres geringen
Molekulargewichts nicht ermittelt wurden, da sie von der Matrix nicht abgrenzbar sind. Es
muss auch berticksichtigt werden, dass verwendetes Trypsin zwischen Lysin und Arginin
schneidet, diese Schnittstellen aber theoretisch verdeckt sein kénnen. Daraus resultieren
dann teilweise sehr grofle Peptide, die sich moglicherweise einerseits nicht aus den
Gelproben herauswaschen lassen oder andererseits wihrend des Fluges im
Massenspektrometer zerbrechen konnen. Letzteres ermoglicht dann keine Identifikation
der Peptide anhand der Sequenzdaten, da nur vollstindige Peptide anhand des
theoretischen Verdaus ermittelt werden. Durch diese eindeutige Identifikation und
besonders durch die vielfache Wiederholung der Messungen von Proben unterschiedlicher
Préperationen wird die ermittelte Sequenzhomologie jedoch hochsignifikant. Auffillig
zeigte sich, dass im N-Terminus das terminale Peptid immer fehlte. Auch am C-Terminus
deutete sich eine mogliche Abweichung der HG;,-Sequenz von der aus HG; an. Da sich
iiber das Fehlen von Eigenschaften oder Strukturen nur sehr bedingt Ergebnisse herleiten
lassen und durch proteolytische Spaltung mit nachfolgender Aufreinigung der

Spaltprodukte Hinweise auf eine N-Terminale Abweichung der Isoformen ergaben, wurde
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die HG;-Variante isoliert, auf Nitrocellulose geblottet und zur Ansequenzierung in
Auftrag gegeben. Aufgrund einer N-terminalen Blockierung der Polypeptidkette von HG,

lieB sich der Hinweis aber nicht validieren.

Aus Untersuchungen unterschiedlicher Muskelfasern verschiedener Crustaceen wurden
zahlreiche Isoformen verschiedener myofibrilldrer Proteine ermittelt (Medler & Mykles,
2003, Medler et al., 2004). Dabei lieB3 sich eine Korrelation zwischen den Fasertypen und
Proteinen struktureller, regulatorischer Isoformen ableiten. Fiir Hummer wurde distinkte
Troponine, Paramyosine und Myosin /light chains identifiziert (Mykles, 1985, 1988). In
einer Vielzahl von vorgelegten Studien wird allerdings von der Existenz von Isoformen
gesprochen, die oftmals nur auf Immunblotanalysen basiert. Die Identifikation resultieren
aus verschiedenen Verteilungsmustern der verschiedenen Gewebeproben, was die
Existenz von Isoformen zwar grundsétzlich wahrscheinlich macht, strukturelle und
funktionelle Unterschiede und damit direkte Nachweise der Existenz von Isoformen aber
nicht belegt. Hier, wie in zahlreich vorgelegten isoformspezifischen Lokalisationsstudien
(Fallon & Nachmias, 1980; Lubit & Schwartz, 1980), wird die Bedeutung der Isoformen
vergleichsweise frith erkannt, fiihrte aber nicht direkt zur Ausweitung der Arbeiten und
Untersuchungen zugrundeliegender Mechanismen. Das reflektiert sowohl das Fehlen
verwendbarer Nachweismethoden, als auch das Fehlen von fundamentalen Unterschieden
zwischen Isoformen. B~ und y-Actin sind beispielsweise nur in einem verschwindet

geringem Anteil in Fraktionen von Skelettmuskelactin enthalten.

Der speziell gegen Antigene der leichteren Variante hergestellte HG,-Antikorper belegt
durch die weitgehend gleichen Immunreaktionen mit Banden beider Varianten eine hohe
Sequenzhomologie der Hummergelsoline. Durch vergleichende Immunblotanalysen nach
verschiedenen Affinitétsreinigungen wurden keine Unterschiede in der Firbeintensitét

beobachtet, die auf eine Isoformspezifitit des Antikorpers hitten schlielen lassen kénnen.

Funktionelle Unterschiede von Isoformen wurden, nachdem sich aus experimentellen
Daten zunichst eine Redundanz andeutete (Gunning et al, 1984), bereits fiir Tubuline

(Hoyle, 1990), Actin (Khaitlina, 2001) und Tropomyosin (Gunning et al., 1998) gezeigt.

In neueren, molekularen Studien adulter Skelettmuskeln aus dem amerikanischen
Hummer werden die differntielle Expressione durch Transkriptanalysen von Myosinen
(LaFramboise et al, 2000), Actin und Troponin in schnellen, S1 und S2 Fasern gezeigt
(Medler & Mykles 2003). Den schnellen Fasern wurden so verschiedene Isoformen von

Paramyosin, TnT,, Tnl;, 3, s zugeordnet, fiir die S1 (slow-phasic) und S2 (slow-tonic)-
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Fasern wurde die Isoformen TnTs Tnl, nachgewiesen. Der wesentliche Unterschied
zwischen den S1~ und S2-Fasern besteht demnach in der Expression der TnT; Isoform in
S2-Fasern. In Hummer werden mindestens zwei Isoformen der Myosin-Schwere-Kette
synthetisiert, die in schnellen und langsamen Muskeln unterschiedlich exprimiert werden
(Mykles, 1985). Auch fiir a-Actinin, Troponin T und Troponin I konnten Unterschiede in
der Muskelzusammensetzung gezeigt werden (Mykles ez al., 2002). Die Untersuchungen
zeigen auch, dass die Innervierungsmuster und deren Stirke mit der Expression

regulatorischer Proteinenisoformen korrelieren konnen (Mykles ef al., 2002).

Aus den Identifikationen der beiden Gelsolinisoformen in den verschiedenen Muskeln
lasst sich ebenfalls eine Zuordnung in die Faserkategorien vornehmen. Wihrend in dem
tonischen ScherenschlieBmuskel aus der Brechschere vorwiegend die HG,-Variante
nachgewiesen wurde, konnte in schnellen, abdominalen Muskelsystemen hauptsédchlich
HG; identifiziert werden. Die Konzentrationen in den beiden Muskelsystemen, die
Mengen an praktisch isolierten Isoformen, als auch der mengenmifige Anteil der jeweilig
anderen Variante (schidtzungsweise 1/5) erwiesen sich als anndhernd gleich. Auch im
langsamen kontrahierenden Musculus adductor meropoditis aus den Pleopoden wurde
vorwiegend HG, identifiziert. Scheren und Pleopoden sind phylogenetisch gesehen
homologe Extremititen und besitzen gleichsam Muskeln des S2 Fasertyps (Mykles et al,
2002). Aus den Daten der Immunblatanalyse wird eine Korrelation zwischen
Expressionsmuster der Isoformen und der Fasertypheterogenitidt nahegelegt. Moglich-
erweise synthetisieren schnelle Muskeln vorwiegend Isoforml, intermedidre Fasertypen
wie beispielsweise die Musculi superficiales abdomini weisen beide Isoformen auf,
wohingegen in langsam kontrahierenden Extremitdtenmuskeln vorwiegend die leichteren
Gelsolinvariante exprimiert wird. Wie bereits erwdhnt impliziert die Identifikation
verschiedener Expressionsmuster von Gelsolinvarianten in unterschiedlichen Muskeltypen

die Existenz von Isoformen, kann sie jedoch nicht eindeutig belegen.

Hinweise auf die Existenz von zwei unterschiedlichen Isoformen ergaben sich nach der
Quantifizierung der unterschiedlichen Verhiltnisse der beiden Varianten in verschiedenen
Muskelsystemen und der nachfolgenden Isolierung aus den Geweben. Durch die
analytische (NH4),SO4-Fillung konnte ermittelt werden, dass sich die beiden Varianten
durch unterschiedliche Sattigungskonzentrationen voneinander abgrenzen lieBen. Die
leichter HG, Variante prézipitiert bereits ab einer Séttigung durch Amoniumsulfat von
35%, die schwerere Form wurde ab 50% (NH4),SO4 ausgefillt. Dieses unterschiedliche

Verhalten ist nicht denkbar, wenn sich die Proteine nur aufgrund artifizieller oder
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posttranslationaler Modifikationen unterscheiden wiirden. Die beiden Varianten lieBen
sich final durch einen KCl-Gradienten an einer Anionenaustauschersiule (MonoQ™ HR
5/5) separieren. Das Elutionsprofil zeigte dabei Peaks bei ~360mM (HG;) und ~375 mM
KCl (HG;). Die unterschiedlichen Elutionskonzentrationen belegen ebenfalls
Abweichungen in der Struktur der nativen Proteine. Von den chromatographisch
trennbaren Varianten wurden anschlieBend die Spaltmuster untersucht. Die limitierte
Proteolyse zeigte, dass die zwei hinsichtlich ihres apparenten Molekulargewichts

unterschiedlichen Proteine auch zwei voneinander abweichende Spaltmuster ergaben.

Die unterschiedlichen, apparenten Molekulargewichte aus der SDS-PAGE, die
verschiedenen Expressionsmuster in den Muskeln, die distinkten Préizipitations-
eigenschaften in Gegenwart von Ammoniumsulfat, als auch das deutlich voneinander
abgrenzbare Elutionsverhalten im Salzgradienten belegten nicht nur die Existenz von
Isoformen, sondern verwiesen auch auf ihre Unterschiede, die durch funktionellen

Analysen ermittelt werden konnten.
4.3 Crustaceengelsoline sind ,,klassische® Gelsoline

Durch die vorliegenden, biochemischen Untersuchungen konnten die Actinmodulatoren
aus den Hummermuskeln der Gelsolinefamilie zugeordnet werden. Der Nukleationseffekt
von Gelsolin auf die Actinpolymerisation wird durch die Formation von terndren
Komplexen mit Actin begiinstigt, die Ausbildung der Nuclei erfolgt dabei wahrscheinlich
durch Gelsolin in Komplex mit zwei Monomeren. Vertebratengelsoline binden am ersten
und vierten Segment G-Actine und vermittelten eine antiparallele Orientierung der
Monomere (Eichinger & Schleicher, 1992; Hesterkamp et al., 1993). Bock und
Mitarbeiter (1994) postulierten im Falle des Actinmodulators aus Astacus leptodactylus
die Ausbildung von quaterndren Komplexen, deren Bildung sich bei der initialen Phase
der Polymerisation moglicherweise auf eine geringere Verstirkung der Nucleations-

forderung auswirkt, als das vergleichsweise bei Mammaliergelsolin der Fall ist.

Vergleichende Analysen zur Nukleationsaktivitidt deuten auf anndherend gleiche, wenn
nicht gar stiarkere Nucleationsbegiinstigungen durch Gelsolin aus Homarus americanus,
als durch Gelsolin aus der glatten Muskulatur von Mammaliern. Durch die Mobilitédt in
einer hochauflosenden Gelfiltration wurden HG-Actin Komplexe mit denen von
Mammaliergelsolin miteinander verglichen (Beulen, Diplomarbeit, Universitit Bielefeld,

2002). In Anwesenheit von 0,5 mM Ca®" zeigte sich die Ausbildung von 1:2 Komplexen.
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Die Komplexbildung von Hummergelsolin mit monomerem Actin wurde in dieser Arbeit
durch Quervernetzungsexperimente untersucht. In Anwesenheit von EDC wurden die
beiden Gelsolinvarianten jeweils durch Calcium aktiviert und parallel mit G-Actin
inkubiert. Aus den beiden Versuchsreihen konnte durch nachfolgende Immunblotanalysen
Banden als Resultate von moglichen Quervernetzungsprodukten ermittelt werden, die
jeweils auch eine Assoziation von Gelsolin mit zwei Monomeren favorisieren. Die beiden
Gelsoline aus den unterschiedlichen Crustaceen konnten sich hinsichtlich dieser

Eigenschaft natiirlich auch unterscheiden.

Actin und Vertebratengelsolin bilden in Gegenwart von ~200 pM Ca ** stabile, ternire
Komplexe aus (Khaitlina & Hinssen 2002). Erst bei Ca®’-Konzentrationen von < 30 uM
werden die Komplexe instabil und fithren zur Dissoziation in einen 1:1 Komplex.
Unterhalb von 107 M konnten keine Interaktionen beobachtet werden. In Anwesenheit
von EGTA dissoziieren terndre in bindre, EGTA-resistente Komplexe und freies Actin
(Bryan & Kurth, 1984; Coue’ et al., 1985). Diese EGTA-sensitiven Komplexe sind fiir
Vertebraten, Severin aus Dictyostelium (Giffard et al. 1984, Eichinger & Schleicher,
1992), Pecten-Gelsolin aus Mollusken (Remmert & Hinssen, 1996) und auch fir EWAM
beschreiben (D Haese & Hinssen, 1987).

In Gegenwart von EGTA dissoziieren dagegen Komplexe aus Crustaceengelsolin und
Actin vollstindig. Im Falle von Gelsolin aus H. americanus sind moglicherweise die
Bindungsstellen am C-Terminus, die bei Vertebratengelsolin eine Bindung an Actin
vermitteln, nicht so hochaffin, wie es vergleichsweise bei Vertebraten der Fall ist. Durch
die von Liick (1995) vorgelegten Sequenzdaten konnte eine inter~ und eine
intramolekulare Bindungsstelle fiir Calcium beschrieben werden, die sich aus bekannten
Motiven von Gelsolin aus Vertebraten (McLaughlin er al., 1993) ableiten lieB,

Bindungsstellen fiir weiter Calciumionen sind fiir Hummergelsolin nicht identifiziert.

Diese vollstindige Reversibilitd von Gelsolin-Actin Interaktionen durch EGTA wurde
genutzt, um die Hummergelsolin zu isolieren. Unter den gleichen Extraktionsbedingungen
von Gelsolin aus der glatten Muskulatur von Vertebraten kann Gelsolin aus dem Komplex
mit Actin nur durch Zugabe von Harnstoff separiert werden (Hinssen et al,. 1984). Der
Verlauf der HG-Priparationen wurde durch viskosimetrische Fragmentationsmessungen
in Gegenwart von 0,5 mM Ca”" begleitet. (Hinssen ef al. 1984). Mit vorangeschrittenen
Aufreinigungsstufen zeigten sich oftmals Zunahmen der Aktivitdt um mehr als 200fache.

Die isolierten Gelsoline zeigten neben den nucleationsférdernden Eigenschaften, in denen
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sich die beiden Varianten durch verschiedene molare Verhiltnisse nicht signifikant

unterschieden, auch calciumabhéngige Fragmentationsaktivitit.

In Viskositidtsmessungen zeigten beide Varianten unterschiedliche Aktivierungsschwellen
fiir die Fragmentation von F-Actin. HG; erzeugte durch Fragmentation bereits bei einer
Calciumkonzentration von ~4,2 * 10® M Ca®" eine Reduktion der Viskositit, wohingegen
HG, erst bei ~2.8 * 107 M Ca’" eine #quivalente Aktivitit (25%) aufwies. Eine
halbmaximale Aktivierung der Fragmentationsrate von Isoform 2 wurde bei 3,2 * 107 M
Ca’" erreicht. Isoform 1 zeigte diese erst bei 1,5 * 10° M Ca2+, bei der bereits 90% der
Fragmentationsaktivitdt von HG; erreicht war. Damit zeigte sich eine um den Faktor 8,3
fache niedriger Konzentration fiir die HG; Aktivierung als fiir die von HG,. Die Ansitze
wurden mehrfach wiederholt, durch Reproduktion bestitigt und durch die sensitivere
Fluorometrie ergénzt. Eine initiale Fragmentation durch Isoform 1 wurde erst ab einer
Calciumkonzentration von 3,7 * 10”7 gemessen. Die Aktivierung der Fragmentation durch
Isoform 2 benoétigte 6,2x weniger freie Calciumionen. In Messungen mit hoheren
Calciumkonzentrationen wurde im Bereich von ~3 * 10° M Ca®*" eine 100%ige
Fragmentationsaktivitit fiir die HG-Isoformen 1 ermittelt. HG, zeigte bereits bei 7 * 107
M Ca®" maximale Fragmentationsaktivitit. Diese Messungen waren ebenfalls vollstindig

reproduzierbar.

Theoretisch ist denkbar, dass eine Verunreinigung durch unvollstindige Aufreinigung die
Fragmentationsmessungen beeintrdachtigt haben. Niedermolekulare Proteine in der
Kontroll SDS-PAGE konnten das Gel nach Beendigung bereits passiert haben und hétten
bei der Abstimmung der Proteinkonzentrationen zu nicht dquivalenten Bedingungen
gefiithrt, moglicherweise sogar die Aktivititen der Proteine beeintrachtigt. Da die
Praperationsmethode aber fiir beide Proteine synchron durchgefiihrt wurde und &hnlich
niedrige Aktivierungsschwellen durch Calcium bereits fiir andere Actinmodulatoren aus
Invertebraten (EWAM, Pecten-Gelsolin) ermittelt werden konnten, erscheint eine
Beeintrachtigung eher unwahrscheinlich. Vergleichende Studien zur Fragmentations-
aktivitdit von Invertebraten und Vertebraten deuten auf eine generell niedrigere
Aktivierungsschwelle durch Calcium bei den Invertebraten-Actin-Modulatoren (Hinssen

et al., 1986).

Actinmodulator aus der quergestreiften Muskulatur von Lumbricus benétigen 3x mehr
Ca”" fiir eine halbmaximale Aktivierung, als vergleichsweise die isolierte Actomyosin

ATPase des Muskels (D'Haese & Hinssen, 1987). Dieser Faktor wurde auch fiir die
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durchgefiihrten Actomyosin-ATPasen der beiden Crustaceenmuskeln im Vergleich zu den
Isoformen ermittelt. Die isolierten Actomyosine benétigen beide jeweils ~3x weniger
Calcium fiir vergleichbare Aktivititsraten der Isoformen. Da sich die Bereiche
aktivierender Calciumkonzentrationen tiiberlappen, erscheint unklar, wie die beiden
Prozesse in vivo unabhingig reguliert werden. Prinzipiell miiite einer vollstindigen
Aktivierung der ActomyosinATPase auch eine zumindest partielle Aktivierung der
Gelsoline resultieren. Auf diese Uberlegungen sollen im Verlaufe von Kapitel 5, zur

Funktion von Gelsolin in Muskelzellen, vertieft eingegangen werden.

Aus den Aktivititsvergleichen zeigte sich auch ein [Ca®"]-Unterschied zwischen den
beiden Actomyosinen, der dem Unterschied der Isoformen proportional ist. Sowohl die
Isoformen, als auch die Actomyosine zeigten distinkte Calciumaktivierungsschwellen und
halbmaximale Aktivititswerte, die sich jeweils beide um den Faktor 5-6 voneinander
unterschieden. Der ScherenschlieBmuskel exprimiert hauptsdchlich HG,, Isoform1 wird in
groleren Mengen im abdominalen Muskel gebildet. Es zeigten sich geringere
Calciumschwellenwerte fiir die Aktivierung der Actomyosin ATPase und fiir die von HG;
des langsamen Crusher closer-Muskel. Diese, aus voneinander unabhingigen
Experimenten resultierenden Ergebnisse werden durch die Arbeiten von Galler & Neil
(1994) bestitigt: Der S2-Fasertyp ist durch eine hoéhere Calciumsensitivitidt gekenn-

zeichnet, als S1 Fasern.

Die Unterschiede in der Actomyosin ATPase/pCa Beziehung reflektieren moglicherweise
auch Unterschiede in den Eigenschaften regulatorischer Proteine. In schnellen Muskeln
von Hummern wurden drei Troponin C Isoformen ermittelt (Garone ef al., 1991), sollten
diese Isoformen unterschiedliche Affinititen zu Ca®" besitzen, wiirden sie moglicherweise
zur unterschiedlichen Calciumsensitivitdt der Fasertypen beitragen. Lehman und Szent-
Gyorgyi (1975) zeigten, dass unterschiedliche Ca2+-Regulationsmechanismen in den
Fasertypen agieren. Die Kontraktion langsamer S2-Muskelfasern wird dual reguliert,
schnell-kontrahierende Muskelfasern besitzen kein Myosin-basierendes Ca*"-Regulations-

system.

Aus diesem Unterschied konnen physiologisch Implikationen gemacht werden: geringe
Ca”**-Grenzwerte fiir die Krafterzeugung von S2-Fasern erméglichen mdglicherweise
andere calciumabhingige Prozesse in den Zellen oberhalb dieser Grenze. Es gibt
Hinweise, dass unterschiedliche Calciumniveaus in den beiden Fasertypen die

Kontraktion regulieren (Kaila & Voipio, 1990; Galler & Neil, 1994).
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Physiologische gesehen bedeutet die Identifikation von zwei parallel exprimierten
Gelsolinisoformen innerhalb der Muskelzellen ein biphasisches System, bei dem in
calcium-abhingiger Weise erst eine Isoform und dann die andere aktiviert wird. Das

deutet auf die Moglichkeit die Aktivitit der Gelsoline stufenweise zu regulieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte durch umfassende Bindungsstudien gezeigt werden,
dass die beiden Crustaceengelsoline sich in die Familie der klassische Gelsoline einreihen.
Sie zeigen die typischen Gelsolin-Actin Interaktionen: Komplexbildung mit G-Actin,
Verstarkung der Nucleation, Fragmentation von F-Actin, sie konnen als Kappe an (+)-
Filamentenden verbleiben. Im Hinblick auf die Calciumabhéngigkeit konnte ein deutlicher
Unterschied zwischen den beiden identifizierten Isoformen festgestellt werden, der mit
unterschiedlichen Calciumniveaus, die moglicherweise in den beiden verschiedenen

Muskelsystemen vorliegen, korreliert.

4.4 Lokalisation von Gelsolin

Es wurden bereits mehrfach Studien vorgelegt, die Gelsolin in myogenen Zellen und in
Skelettmuskeln als einen integralen Bestandteil von Myofibrillen darstellen (Rouayrence
et al, 1984; Dissman & Hinssen 1994; Gonsior & Hinssen, 1995). Andererseits liegt in
Nichtmuskel~ und Muskelzellen auch ein betriachtlicher Anteil cytosolisch vor (Lind et
al., 1987; Finidori et al., 1992; Scholz & Hinssen, 1995). Aus lichtmikroskopischen
Untersuchungen ging hervor, dass Mammaliergelsolin in Muskelzellen hauptsidchlich im
Bereich der diinnen Filamenten der I-Bande vorliegt. Diese Beobachtungen lieen sich
auch aus den Immunfluoreszenz-Priparaten verschiedener Muskelfasern des Hummers
entnehmen. Die expandierten Myofibrillen zeigten im Bereich der I-Bande eine deutliche
Férbung, die dann aber in Bereichen iiberlappender Filamente (Al-Bande) vergleichsweise
schwicher vorlag. In der Mitte der Sarkomere, wo die H-Zone vermutet wurde, zeigte sich
vielfach keine Markierung mehr. Dies deutete prinzipiell auf eine mogliche Assoziation
von Gelsolin an die diinnen Filamente, auch wenn dies lichtmikroskopisch nicht direkt
gezeigt werden kann. Da die Farbung der actinhaltigen Strukturen aber nicht homogen
vorlag, konnten auch keine Aussagen zur Verteilung des Gelsolins entlang diinner
Filamente getroffen werden. Diese Farbemuster, die sich je nach Kontraktionsgrad der
Mpyofibrillen unterschiedlich gestalteten, wurden ebenfalls bei Markierungen des Actins
durch Rhodamin-Phalloidin beobachtet (Bukatina et al., 1984; Antin et al, 1986).
Moglicherweise wurde die Markierung durch sterische Inhibition innerhalb der dichten

Al-Bereiche beeintrichtigt und fithrten so zu vergleichsweise schwicheren Farbungen.

130



Diskussion

Andererseits wurde an Mausfibroblasten beobachtet, dass Gelsolin nicht ausschlieSlich an
Actinfilamentbiindeln assoziiert ist, sondern vor allem diffus im cytoplasmatischen Raum
verteilt vorliegt (Cooper et al., 1987, 1988). Chaponnier ef al. (1985) verwiesen ebenfalls
auf eine diffuse cytoplasmatische Verteilung von Gelsolin in weilen Blutzellen, was
zuvor auch fiir kultivierte Lymphzellen gezeigt wurde (Thorstensson et al., 1982). Dies
bedeutet allerdings nicht, dass Gelsolin nicht an cytoplasmatischen Actinfilamenten

vorliegt.

Kolokalisationen von Gelsolin mit Actin wurden von einigen Authoren als Resultat von
Fixierungen gedeutet, die Assoziation sei in situ nur kurzzeitiger Natur. Eine
Immunlokalisierung von Gelsolin in Vertebraten konnte auch durch die hohe
Konzentration von Gelsolin im Serum beeintrichtigt worden sein (Kwiatkowski et al,
1988b), was folglich zu fehlerhaften Folgerungen aus Annahmen einer Lokalisation
entlang der Filamente permeabilisierter Zellen fithre (Carron et al., 1986). Hier wurde
gezeigt, dass sich Gelsolin in Blutpléttchen vorwiegend in der Zellperipherie befindet. Das
diese Diskussion bis heute noch anhilt, zeigte auch Guttman et al. (2006) mit Daten einer
Kolokalisation von Gelsolin und Actin an ektoplasmatischen Bereichen von Sertolizellen,
die einige Monate spiter reevaluiert wurde (Guttman et al., 2007). Andererseits wurde
unter Ausschluss von xenogenem Gelsolin die Assoziation von Gelsolin an
Actinfilamenten bereits in Fibroblasten (Kanno & Sassaki, 1989) und im Bereich der [-Z-I
Region im quergestreiften Vertebratenmuskel gezeigt (Dissman & Hinssen, 1994). Auch
hier erlaubten die Resultate allerdings nicht eine direkte Schlussfolgerung auf eine

Assoziation mit diinnen Filamenten.

Diese direkte Schlussfolgerung kann auch nicht ohne Weiteres erfolgen, da sie dem Model
der Gelsolin-Actin Interaktion in vitro nicht entspricht. Ein Zustand, in dem Gelsolin
lateral an F-Actin bindet und nicht schneidet, existiert nach den bisherigen Befunden
nicht. Die Unklarheiten tiber die Verteilung von Gelsolin sollten durch griindliche
elektronenmikroskopische Studien gekldrt werden. In dieser Arbeit wird erstmalig die
Lokalisation von Gelsolin in unterschiedlichen Muskelsystemen auf ultrastruktureller
Ebene untersucht. Damit wird auch das bisherige Model auf eine Interaktion von Gelsolin

mit diinnen Filamenten erweitert.
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4.4.1 Ultratrukturelle Eigenschaften unterschiedlicher Hummermuskeln

Als Extreme, innerhalb einer kontinuierlichen Fasertypheterogentitdit wurden der
ScherenschlieBmuskel der Brechschere (Crusher closer-Muskel) und der Deep abdominal
Extensormuskel bereits charakterisiert (Jahromi & Atwood, 1969, 1971). Da sich aus den
Immunblotanalysen unterschiedliche Verhéltnisse der beiden Hummergelsoline ergaben,
schien eine ultrastrukturelle Charakterisierung dieser Fasertypen in Hinsicht auf
nachfolgende Markierung in sofern sinnvoll, als sich aus ihnen auch moglicherweise

Aufschluss tiber Unterschiede zwischen den Isoformen gewinnen liel3e.

Die Fasertypern unterscheiden sich morphologisch primér aufgrund ihrer unterschiedlich
langen Sarkomere. Ob die Z-Scheiben (wellig vs. geradlinig) sich ebenfalls unterscheiden,
kann aus den Untersuchungen nicht eindeutig geklart werden. Moglicherweise resultieren
die welligen Z-Scheiben aus der starken Expandierung der Sarkomere. Die welligen Z-
Scheiben wurden aber bereits frither auf ultrastruktureller Ebene beschrieben (Jahromi &
Atwood, 1971; Ogonowski et al., 1980) und vermittelt den Sarkomeren des Crusher-
muskels moglicherweise eine hohere Elastizitdt, die den starken Zugkriften

entgegenwirkt.

Die beiden Fasertypen weisen auch unterschiedliche Verhéltnisse zwischen diinnen und
dicken Filamenten auf. Abseits dieser morphologischen Beobachtungen wurden diese
Verhiltnisse bereits biochemisch charakterisiert (Medler & Mykles, 2003). Im schnell
kontrahierenden Muskel des Abdomens konnten die muskeltypischen Hexagone
vergleichsweise gut ausgemacht werden, in dem Scherenmuskel wird ein dickes~ von
zwolf diinnen Filamenten umgeben. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von Lang et al.
(1978) wurde dieses Verhiltnis in dieser Arbeit auch als konstant ermittelt und bestétigen
die Auswertung von Hayashi ez al. (1981). An Querschnitten konnte beobachtet werden,
das Fasern mit hohen Verhiltnissen von Actin~ und Myosinfilamenten vergleichsweise
elektronendichter waren, die Myosinfilamente des ScherenschlieBmuskels haben einen
30% groBBeren Durchmesser, als die in dem abdominalen Extensormuskel. Dieser
Unterschied resultiert u.a. aus der hoheren Anzahl und distinkten Anordnung von
Myosinll-Molekiilen in dicken Filamenten, die mit den Actinen umgebender, diinner
Filamente wihrend der Kontraktion interagieren (Hayes et al., 1971). Die Myosin-
filamente des tonischen Crushermuskels sind ~4fach lidnger, als diejenigen aus dem
abdominalen Muskelgewebe und besitzen eine von ihnen abweichende Verteilung der

myosin light chains (Brown & Cantino, 2001), die direkt mit der Rate der ATP-Hydrolyse
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am Myosinkopf korreliert und damit fiir die Kontraktionsgeschwindigkeit verantwortlich

sind (Schiaffino & Reggiani, 1996).

In Crustaceenmuskeln wurden von 2 bis 19% Paramyosin relativ am Gehalt des Myosins
ermittelt, die mit der Erscheinung der geringen Dichte in transversen Schnitten durch den
Kern von dicken Filamenten korrelieren (Kehrel, 1982). Die Region in der Mitte der A-
Bande weillt ein solides transversales Profil auf, zeigt einen Durchmesser von 25nm und
ist 140nm lang, was den schmalsten Bereich (M-Linie) eines durchschnittlich 2,7 pm
langen Sarkomers ausmacht (Ashton et al., 1987). Die beiden Fasertypen enthalten auch
unterschiedliche Anteile an Paramyosinisoformen, die je nach Anteil die verschiedenen

Filamenttypen unterschiedlich stark stabilisieren (Medler & Mykles, 2003).

Aus vergleichenden in vifro Studien wurde die Existenz einer bare zome in dicken
Filamenten des ScherenschlieBmuskels ermittelt (Hayashi et a/, 1981). Dieser Bereich des
Filaments ist frei von Myosinkopfchen und hat einen deutlich sichtbaren, geringeren
Durchmesser, obwohl dort akzessorische Proteine die Myosinfilamente im Sarkomer
miteinander verkniipfen. Am Rand dieses Bereiches wird je nach Kontraktionszustand der
Sarkomere die H-Zone sichtbar, die als actinfreie Zone definiert ist. Die Abwesenheit von
Actin und der Myosinll-Molekiile fiihrt zu einer vergleichsweise deutlichen Beobacht-
barkeit der hellen H-Zone in der Mitte des Sarkomere. Diese Zonen konnten im stark
expandierten ScherenschlieBmuskel nicht so eindeutig ermittelt werden, wie in schnellen
Muskelfasern. Bei starken VergroBerungen konnten die Grenzen der Al-Zonen und die
anschlieBende Abwesenheit der Actinfilamente in den Sarkomermitten -eindeutig

beobachtet werden.

Auffillig erschienen auch vergleichsweise enormen Durchmesse einiger Myofibrillen des
abdominalen Extensormuskels. In Langsschnitten wurde oftmals eine Dicke von 8 um
beobachtet. Wéahrend des Wachstums konnen sich individuelle Myofibrillen mit groBem
Durchmesser longitudinal teilen (Goldspink, 1972). Ein Teil der durch Kontraktion
resultierenden Kraft wirkt auch rechtwinklich zur Achse von Myofibrillen mit hohem
Durchmessern so das die Z-Scheibe aufgebrochen wird. Daraus resultiert einer Separation

der Myofibrille in zwei schmalere Tochtermyofibrillen.

Es konnten grundsitzliche Unterschiede zwischen den Muskelfasertypen beobachtet
werden, die aber nicht direkt Aufschluss iiber die Gelsolinisoformen vermittelten.
Moglicherweise sorgt die vergleichsweise weniger extensive Ausbildung des

sarkoplasmatischen Retikulums (Loesser et al., 1992) in langsamen Muskeln fiir eine

133



Diskussion

leichtere Diffusion der Proteine von und zu den Myofibrillen, als auch fiir
unterschiedliche Calciumkonzentrationen in den Muskelfasertypen, wie durch die
Actomyosinexperimente, als auch durch die unterschiedlichen calciumabhédngigen
Isoformaktivitdten impliziert wurde. Ohne weitere Untersuchungen verbleibt diese

Annahme aber als spekulativ.

4.4.2 Ultrastrukturelle Immunlokalisation von Gelsolin unter physiologischen

Bedingungen

Die Ergebnisse aus lichtmikroskopischen Beobachtungen, die nicht zu eindeutigen
Aussagen iiber die Lokalisation von Gelsolin in Muskelzellen fithrten, sollten in der
vorliegenden Arbeit mit vergleichenden Studien auf ultrastrukturellem Niveau geklart
werden. Dazu wurden verschieden Muskelpriperate expandiert, fixiert und in LRWhite
eingebettet. Die Strukturerhaltung der Prédperate ist im Vergleich zu osmierten und
glutaraldehydfixierten Préperaten schlechter, aus Markierungsversuchen stark fixierter
Muskelproben resultierten jedoch keine verwendbaren Farbungen. Dennoch zeigten sich,
dass auch in markierbaren Priperate bis auf das Fehlen von Glycogen und der
,Deformierung® einiger Organellen wie Mitochondrien und Zellkernen die Myofibrillen

strukturell vergleichsweise gut konserviert wurden.

Die Ultradiinnschnitte wurden dann vielfach bei unterschiedlichen Bedingungen mit den
HG-Antiseren und Zweitantikorpern, die mit verschiedenen Partikelgroflen konjugiert
wurden, inkubiert. Aus einer Analyse von Markierungen mit Antikoérpern, die mit
vergleichsweise groBen Goldkornchen (Partikeldurchmesser = 20nm) ausgefiihrt wurden,
ergaben sich geringere Partikelabundanzen als mit ,kleineren Partikeln®, ohne dass sich
dabei wesentliche Unterschiede im Verteilungsmuster der Goldpartikel beobachten lieBen.
Es wurden auch Zweitantikorper verwendet, die mit Snm Goldkdrner konjugiert wurden,
da diese Partikel besonders in den dicht gepackten Sarkomeren des Scheren-
schlieBmuskels nur schwerer zu identifizieren waren, wurden fiir Markierungen und

nachfolgende Analysen grundséitzlich goat-anti-rabbit 10nm Gold Antikérper verwendet.

Nach den Markierungen konnten am Elektronenmikroskop die Goldpartikel vorwiegend
auf den Myofibrillen lokalisiert werden. Das zentrale Myoplasma wurde geringer
markiert, als die Myofibrillen und nur sehr wenige Partikel wurden auf zelluldren
Kompartimenten wie dem Zellkern oder den Mitochondrien beobachtet. Auf dem Schnitt,

wo keine eingebetteten Strukturen vorhanden waren, wurden nur vereinzelte Partikel
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beobachtet; auch in extrazelluldren Bereichen wurden nur wenige Partikel ermittelt. Durch
Inkubationen von Ultradiinnschnitten des abdominalen Extensor-Muskels und denen des
Crusher-closer-Muskels mit den beiden HG-Antiseren wurden ~90% aller ermittelten
Partikel auf den Myofibrillen ausgezihlt. In beiden Muskelsystemen konnte auf den
Mpyofibrillen ein anndhernd 10fach hohere Partikelzahl/Fliche gegeniiber nicht-

sarcomerischen Strukturen festgestellt werden.

Auffillig erschienen lokale Bereiche nahe den Z-Scheiben des Crushermuskels, an denen
sich nur sehr wenige Goldpartikel ausmachen lieBen, die Aggregation dieser diinner
Filament wurde auch in glutaraldehyd-fixierten Ubersichtspriperaten beobachtet.
Moglicherweise wurden Epitope fiir die Bindung der verwendeten Antikorper verdeckt.
Sich kontinuierlich anschlieende, parallel orientierte Actinfilamenten wurden intensiv
markiert. Die Analysen der intrasarkomerischen Partikelverteilungen der beiden
unterschiedlichen Fasertypen zeigten beide weitgehend homogene Verteilungen der
Goldpartikel im Bereich diinner Filamente. Fiir den abdominalen Extensor Muskel wurden
gleiche Partikelabundanzen fiir die I~ und Al-Banden ermittelt, fiir den
ScherenschlieBmuskel zeigte sich eine 1,3 fache Erhohung der Partikel pro Fliche auf der
[-Bande im Vergleich zur A-Bande. Die Al-Bande der beiden Muskelfasertypen
unterscheiden sich in Bereichen tiberlappender Filamente: im Crusher-Muskel sind diese
Regionen wesentlich elektronendichter. Dies konnte zu einer sterische Inhibition bei den
Markierungensversuchen gefithrt haben, aus der dann niedrigere Partikelzahlen
resultierten. Das sich in vivo in diesen Bereichen aufgrund der hohen Dichte tatsdchlich
weniger Gelsolinmolekiile befinden ist ebenfalls denkbar, erscheint jedoch
unwahrscheinlich, da sich im kontrahierten Muskel die raumliche Enge natiirlich auch fiir

die Bereiche der geringfiigig stidrker markierten [-Bande ergibt.

In beiden Muskelsystemen fiihrten die Markierungen von Gelsolin zu geringen
Partikelzahlen im Bereich der H-Zonen. Parallel dazu zeigten sich intensive Markierungen
durch Partikel an actinhaltigen Strukturen innerhalb der Sarkomere. Dabei wurde sehr
héufig eine direkte Kolokalisation der Partikel mit diinnen Filamenten beobachtet. Aus der
Orientierung der Bindung durch die beiden Antikorper resultierte ein mehr oder weniger
geringer Abstand zum jeweilig diinnen Filament. Dieser Abstand war nie so groB, als das
sich daraus eine lokale Prisenz von Gelsolin hétte schlieBen lassen konnen, die nicht auf

einer direkten Assoziation an die Filamente beruhte.
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Die in dieser Arbeit erstmalig vorgelegten, ultrastrukturellen Studien von Markierungen
an den verschiedenen Muskeltypen unter normalen physiologischen Bedingungen lassen
eindeutig die Aussage zu, dass Gelsolin laterale entlang der gesamten diinnen Filamente

im Muskel assoziiert ist.

Die Markierungen an den Muskeln der Zoea-Hummerlarven zeigten ein iiberein-
stimmendes Bild: ~90% aller ausgezihlten Goldpartikel wurden auf den Myofibrillen
ermittelt. Bei den Untersuchungen von Féarbungen des antennalen Remotormuskels, aber
auch an den Markierungen abdominaler Muskeln, wurden vielfach Goldpartikel
unmittelbar an und auf den Filamenten beobachtet. Gelsolin liegt hier ebenfalls in

Kolokalisation mit den diinnen Filamenten vor.

Da die verwendeten Antiseren nicht isoformspezifisch sind, kann aus den Lokalisations-
studien keine direkte Aussage zur Verteilung der Isoformen gemacht werden. Aus den
Immunblotanalysen geht aber hervor, dass in den beiden markierten Muskelfasertypen
vorzugsweise jeweils eine Isoform exprimiert wird. Durch die Aufreinigung der
Isoformen aus den Muskeln wurden unterschiedliche Mengen gewonnen, die ebenfalls
zeigten, dass in den jeweiligen Muskeln vorwiegend eine Isoform vorliegt. Da aus den
intensiven Markierungen gleichsam die Assoziation der Gelsoline an diinne Filamente
hervorgeht, wird angenommen, dass sich die Isoformen beziiglich ihrer Lokalisation im

Muskel nicht unterscheiden.

4.4.3 Ultrastrukturelle Immunlokalisation von Gelsolin unter modifizierten

physiologischen Bedingungen

Aus den biochemischen Daten wurde ersichtlich, dass die calciumabhéngige Bindung der
Hummergelsoline an Actin reversibel ist. Diese Reversibilitit zeigte sich schon anfangs in
der Aufreinigung der einzelnen Isoformen und in indirekter Weise aus den
Cosedimentationsexperimenten der beiden Isoformen in Gegenwart des Calcium-EGTA-
Puffersystems. Auch aus Untersuchungen an Gelsolin Actin Komplexen ging eine
vollstandige Reversibilitdt hervor (Bock ef al., 1994). Unklar war allerdings, ob sich diese

Reversibilitdt auch durch Immunlokalisationen an intakten Zellen zeigen lassen kann.

Muskelproben des M. adductor dactylopodis und des M. anterior obliquus wurden in
Ringerlosung (1) ohne Calcium und (2) mit 0,5 mM EGTA inkubiert. Die nachfolgenden
Immunmarkierungen wurden in gleicher Weise angefertigt, wie sie bereits in Gegenwart

von Calcium ausgefiihrt wurden. Die Inkubation unter physiologischen Bedingungen in
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Abwesenheit von Calcium erzeugte eine vergleichsweise schwache Strukturerhaltung. Es
konnten nur noch sehr wenige Zellkerne und Mitochondrien beobachtet werden, die
Myofibrillenstrukturen zeigten geringere Dichten, besonders an den Z-Scheiben. Die
Membranen waren aber intakt und es wurde vermutet, dass die dort lokalisierten
Calciumpumpen die intrazelluldre Calciumkonzentration entgegen dem Gradienten des

extrazelluldren Milleus stark erniedrigt hatten.

Aus den Analysen der Partikelverteilung des abdominalen Muskels wurde deutlich, dass
an den Membranen die Partikelzahlen pro Fldche 3,2 Fach hoher waren, als auf den
Myofibrillen. Zusammen mit den cytosolisch ermittelten Partikeln verblieben nur noch 1/5
der Gesamtpartikel auf den Myofibrillen. Ein &hnliches Bild resultierte aus
Beobachtungen des SchlieBmuskels: die ermittelten Partikelsummen belegen eine
gegeniiber den Myofibrillen 1,5x hohere Partikelabundanz im Bereich des Sarkolemmas.
In calciumfreien Muskelpriperaten konnte eine 4x (Extensor), beziehungsweise doppelt
(Crusher) so hohe cytosolische Partikelabundanz gegeniiber den Abundanzen der
Myofibrillen ermittelt werden. Abseits der morphologischen Defekte zeigte sich deutlich,
dass die Assoziation von Gelsolin an diinne Filamente in calciumabhéingiger Weise
reversibel ist. Andererseits wurde auch deutlich, dass ein Teil des Gelsolins an den diinnen

Filamenten verblieb und moglicherweise nicht mehr einer Calciumabhéngigkeit unterliegt.
4.4.4 Immunlokalisation von Gelsolin in isolierten Myofibrillen

Um zu kldren, ob ein Teil des actin-assoziierten Gelsolins irreversibel, bzw.
calciumunabhingig gebunden vorliegt, wurden Myofibrillen in Anwesenheit von EGTA
isoliert und markiert. Sowohl die Markierung des F-Aktins durch Rhodamin-Phalloidin,
als auch die Gelsolinfarbung an verschiedenen Muskelfasertypen erzeugten periodische
Fluoreszenzmuster. Durch Phasenkontrastaufnahmen und der Ubereinanderlagerung der
Aufnahmen konnte die Rhodamin-Phalloidin Farbung dem I-Z-I Bereich der expandierten
Sarkomere zugeordnet werden. Im Bereiche der Al-Bande lie8 sich keine Fluoreszenz
ausmachen. Die Gelsolinmarkierung zeigt, durch Identifikation im Phasenkontrast, eine
Farbung der I-Banden, die Z-Scheiben und Bereiche in unmittelbarer Néhe blieben
ungefdrbt. In der Al-Bande konnte eine vergleichsweise schwache Markierung beobachtet
werden. Das Ergebnis der Farbungen an verschieden Muskeln zeigt, das ein Anteil des
Gelsolins nicht durch Komplexierung gebundener Calciumionen extrahiert werden kann.
Diese lichtmikroskopischen Beobachtungen von actingebundenem, calciumunabhéngig

regulierten Gelsolin wurden durch die elektronenmikroskopischen Untersuchungen an
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isolierten Myofibrillen bestétigt. An Gelsolin-markierten Myofibrillen des Crushers
konnten sowohl in der I-Bande, als auch im Al-Bereich zahlreiche Goldpartikel

beobachtet werden.

Eine Interpretation dieser Befunde bleibt spekulativ. Moglicherweise ist dieser zelluldre
Anteil des Gelsolins calciuminsensitiv, andererseits konnte die Calciumbindestelle, die
eine Assoziation mit den Actinfilamenten bedingt auch durch die Interaktion mit weiteren
Proteinen kryptisch geworden sein. Denkbar wire auch eine Interaktion von Gelsolin mit
Tropomyosin, die bereits fiir Mammaliergelsoline gezeigt wurde und dessen weitere
Bedeutung noch unklar ist (McGough, 2003). Moglicherweise fiihrt die Interaktion dazu,
das Gelsoline im Muskel calciumunabhingig agieren konnen. Gelsoline konnen nach der
Fragmentation nur durch Phospholipide von Actinfilamenten sequestriert werden (Janmay
& Stossel, 1987; Yin & Janmay, 2003), so dass es auch moglich erscheint, dass diese
mutmalBlichen 20% der Gelsoline den Anteil darstellen, der die diinnen Filamente ohne
deutlich erkennbare Fragmentation geschnitten haben. Analog dem Mechanismus der
Fragmentation von F-Actin konnte Gelsolin dann am Ende des Filaments als Kappe

verbleiben.

Es konnte gezeigt werden, das sich die Isoformen im Bezug auf die Actin-Interaktion in
ithrer Calciumabhéngigkeit unterscheiden. In den verschiedenen Fasertypen liegen beide
Isoformen jeweils mit diinnen Filamenten kolokalisiert vor. Da in den Muskelfasern
immer auch ein vergleichsweise geringer Anteil der jeweilig anderen Isoform exprimiert
wird, der mengenméfBig dem durch EGTA nicht von diinnen Filamenten dissoziierbaren
Anteil entspricht, erscheint letztlich auch denkbar, das diese jeweiligen Isoformen sich
nicht nur in ihrer Calciumabhéngigkeit, sondern auch durch spezifische Interaktionen mit
Proteinen (Actin, Tropomyosin) der diinnen Filamente der verschiedenen Fasertypen
unterscheiden. Welche Funktion dieser jeweilig geringere Isoformanteil in den jeweiligen
Muskelfasern besitzt bleibt unklar und es gibt auch letztlich keine Beweise, die eine dieser

Vermutungen untermauern kénnen.

Aus den Untersuchungen bei unterschiedlichen physiologischen Bedingungen resultiert,
dass ein Grofiteil des Gelsolins entlang der diinnen Filamente assoziert ist. Da dieses
Ergebnis aus experimentellen Ansédtzen mit hoheren Calciuciumkonzentrationen resultiert,
als sie zelluldr erreicht werden, mufl im Hinblick auf die ermittelte Relokalisation in
Abwesenheit von Calcium die Aussage zur Lokalisation in vivo tiberdacht werden. Die

erstmalig in dieser Arbeit durchgefiihrten Immunlokalisationen an den Muskeln der Zoea-
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Larven zeigen ebenfalls die Assoziation von Gelsolin an diinne Filamente. Die Larven
wurden nach der Entnahme vom Muttertier sofort in Seewasser-PFA fixiert. Daraus
resultieren physiologische Bedingungen, welche die intrazelluliren Calciumspiegel
wahrscheinlich nicht wesentlich beeintrachtigt haben. Anndhernd 90% der Goldpartikel
wurde auf den Myofibrillen verschiedener Muskelfasertypen ausgezéhlt. Damit wird die

favorisierte Annahme der Kolokalisation von Gelsolin mit diinnen Filamenten bestétigt.

Bei der Untersuchung der Myofibrillen von Zoea Larven wurde auch deutlich, dass die
Sarkomere noch nicht so hochgeordnete Struktur darstellen, wie es vergleichsweise bei
adulten Muskeln zu beobachten ist. Die Myofibrillen der Larven unterliegen durch
vergleichsweise stirkeres Wachstum und den schnelleren Hautungszyklen einer hoheren
Dynamik. In den Immunlokalisationsstudien an den Larven lieB sich, wie auch an
Untersuchungen adulter Muskeln, keine vollstdndige Degradierung der Filamente durch
Gelsolin beobachten. Vielmehr impliziert die homogene Verteilung von Gelsolin entlang
der diinnen Filamente in den sich organisierende Muskelzellen Hinweise auf die Funktion

von Gelsolin in Muskeln.

4.5 Zur Funktion von Gelsolin in Muskelzellen

5.5.1 Der Proteinfurnover in Muskelzellen

In Nichtmuskelzellen ist der Erhalt der Dynamik des Actin-basierten Cytoskeletts von
entscheidender Bedeutung. Actin modulierenden Proteinen wie Gelsolin sind zur
Aufrechterhaltung dieser Dynamik essenziel und spielen fiir den furnover des Actins eine

wesentliche Rolle.

Die Muskelsysteme erscheinen weniger variabel, diinne Filamente sind an ihren beiden
Enden mit einer Kappe versehen (Plusende: CapZ, Minusende: Tropomodulin) und auch
lateral durch assoziierte Filamentsysteme stabilisiert. Die Integritdt der Myofibrillen ist fiir
die Erzeugung und Ubertragung der Kontraktionskraft essentiell. Aber auch nach
Abschluss der Genese sind Myofibrillen keine absolut starren Strukturen, sondern sie
unterliegen einer dynamischen Reorganisation. Die Proteine werden kontinuierlich
abgebaut und ersetzt, die Raten unterscheiden sich im Bezug auf einzelne Fasertypen, dem

Erndhrungszustand und nach dem Alter der Organismen (Millward, 1980).

Das diese Uberlegungen schon frithzeitig angestellt wurden, zeigen Studien mit

radioaktiv-markierten Aminosduren (Oja, 1967, Goldberg, 1969, 1971 Millward, 1971,
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Millward et al, 1976, Bates & Millward 1983): Velick (1956) verglich die relative
Konzentrationen von Phenylalanin und Thyrosin in vielen aufgereinigten und isolierten
myofibrillaren Proteinen und glykolytischen Enzymen aus dem Kaninchenskelettmuskel.
Die relativen Inkooperationsraten von Actin, Myosin und Tropomyosin, ermittelt aus den
Aktivititen war 1:1,5:2,4. Velick zeigte damit erstmalig, dass myofibrillire Proteine
unterschiedliche Syntheseraten aufweisen. Daraus lie8 sich schlieen, dass sich die
relativen Turnoverraten sich unterscheiden, moglicherweise mit einer sechsfach
unterschiedlichen Rate zwischen den am schnellsten ausgetauschten Proteinen (Troponin
und M-Protein) und den ,,Langsamsten* (Actin). Dadurch wurde auch klar, dass die
funktionellen Einheiten nicht als gesamtes ausgewechselt werden, sondern das es Prozesse
geben muf}, welche den individuellen Austausch von Proteinen vermitteln. Die Beziehung
zwischen Gesamtproteinsynthese~ sowie Degradierungsraten und den Turnoverraten
individueller, myofibrilldrer Proteine wurde spédter von Bates und Millward (1983)
untersucht. Dabei zeigte sich, dass die langsamere turnover-Rate myofibrilldrer Proteine
sensitiver flir Verdnderungen (ermittelt aus dem Gesamtturnover) ist, als die
vergleichsweise schnellere Rate sarkoplasmatischen Proteins. Das bedeutet, dass auch
unter verschiedenen Erndhrungsbedingungen eine konstante Gewebekomposition etabliert

bleibt. Unklar verblieb jedoch, wie die individuelle Proteine ausgetauscht werden.
4.5.2 Myofibrilldre Dynamik in Muskelzellen

Mit Blick auf die Schneide~ und Nucleationseigenschaften werden die vermuteten
Funktionen der Gelsolin verwandten Proteine in Muskeln im Zusammenhang mit dem
Auf~ und Umbau der diinnen Filamente gesehen (Rouayrenc et al., 1984). Es liegen
Befunde aus Experimenten mit Gelsolin an rekonstituierten Filamenten vor, die eine
Beteiligung an der Regulation der Kontraktion in Betracht ziehen. Die Mechanismen sind
aber noch unklar und es muss bedacht werden, dass sich solch komplexe Systeme in vitro
von den nativen Systemen stark unterscheiden konnen. In glatten Muskelzellen scheint
eine direkte Beeintrachtigung der Calciumsensitivitit der Actomyosin-ATPase durch
Reduktion der Caldesmon-Inhibition des Gelsolins moglich. Gelsolin hat demnach
moglicherweise einen beglinstigenden Effekt auf Calmodulin, was die Inhibition von
Caldesmon auf die Actin-activierte MyosinATPase authebt. Diese Bedeutung des
Gelsolins sollte eher als ein sekunddrer Effekt angesehen werden, da es die wesentlichen

Funktionen von Gelsolin nicht wiederspiegelt.
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Die Beteiligung von Gelsolin in adulten Skelettmuskelzellen an der Begiinstigung einer
Nukleation wéhrend der Aktinpolymerisation erscheint physiologische eher wenig
relevant, daher riickt die Fragmentationsaktivitdt als wesentliche Funktion in den
Vordergrund. Es wurde bereits nahegelegt, dass Vertebratengelsolin in sifu an diinne

Filamente assoziiert ist, ohne sie zu zerschneiden (Gonsior & Hinssen, 1994).

Fluoreszierende Actinmonomere, die in adulte Herzmuskelzellen injiziert wurden, sind
bereits nach 30 sec. nach der Injektion in die I-Bande und Z-Scheibe eingebaut worden
(Dome et al., 1988, Lorusso et al, 1992). Otey et al. (1988) beobachtete bei skeletalen
Myotuben geringe Préiferenzen fiir den Einbau von o-Actin in Myofibrillen und
cytoplasmatischen y-Actin in cortikale Regionen. Die Sortierung der Isoformen war in den
Myotuben folglich weit weniger stringent, als sie vergleichsweise in adulten
Skelettmuskelzellen zu beobachten ist (Gunning et al., 1998). Die Muskelisoformen von
a-Actin, a~ & B-Tropomyosin und sarcomerischem Myosinll sind im adulten Zellen im
quergestreiften Kontraktionsapparat lokalisiert, der das Zentrum der Muskelzelle ausfiillt.
Nichtmuskelisoformen sind im Membran-assoziierten Cytoskelett mit f-Actin und einem
an neuromuskuldren Verkniipfungen angereicherten Tropomyosin lokalisiert. y-Actin
kommt an Costameren, dem Sarcolemma und in Filamenten vor, die Mitochondrien
umrunden und kolokalisieren mit nichtmuskel-Myosinll. (Fallon & Nachmias, 1980,
Lubit & Schwartz, 1980; Hall ef al., 1981; Lubit 1984; Anthony ef al., 1988). Ahnliche
Studie der initialen Skelettmuskeldifferenzierung zeigt ebenfalls keine signifikante
Differenzierung von o~ und y-Actin (Handel ez al, 1989). Es ist unklar warum wahrend
der Myogenese verschiedene Actine redundant in Myofibrillen eingebaut werden, in
adulten Zellen aber eine Sortierung vorliegt. Noch weniger klar ist, wie diese Sortierung

bis zum adulten Stadium vorgenommen wird.

Die Gelsolinkonzentration steigt in sich ausdifferenzierenden Skelettmyoblasten an
(Chaponnier et al. 1989, Scholz & Hinssen, 1995). Von Gelsolin wird angenommen, das
es durch seine Fragmentationsfunktion beim Zusammenbau der Myofibrillen eine
wesentliche organisatorische Rolle iibernimmt. Gelsolin wird dabei in die zu einem
groflen Teil in die Myofibrillen inkooperiert. Dabei wurde {iberlegt, dass Nichtmuskel-
proteinisoformen als Schablone fiir den Zusammenbau frither Myofibrillen dienen
konnten (Holtzer et al.1987), die dann nach Abschluss der Myogenese durch Gelsolin
degradiert werden konnten. Die funktionelle Rolle beim Zusammenbau der Myofibrillen
kann sich moéglicherweise auch auf die Sortierung der Actinisoformen ausweiten lassen.

Eberhart e al (1990) zeigt in regenerierenden, adulten Cardiomyocyten, dass o-
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Skelettmuskelactin primdr in myofibrilliren Strukturen lokalisiert ist, wohingegen o-
Glattmuskelactin  verstirkt in nicht-myofibrilldren, stressfaserartigen Strukturen
beobachtet wurde. Im Gegensatz dazu ist a-Glattmuskelactin in fetalen Geweben in
myofibrillaren Strukturen akkumuliert. Wie und ob diese Sortierung durch Gelsoline
vorgenommen wird ist nicht belegt, theoretisch kénnen auch andere Proteine wie
beispielsweise Cofilin mit seinen Filament-schneidenden Funktionen diese Aufgabe

iubernehmen.

Chaponier et al. (1990) demonstrierte einen wechselnden Gehalt von Gelsolin in der
glatten Muskulatur der Aorta im Laufe der Entwicklung, Migration und Proliferation. Bei
einer Verletzung der Gefdlle werden die Myofilamente stark umorganisiert, der Gehalt an
Gelsolin stieg dann jedoch nicht iiber den Gehalt normaler, unverletzter Muskelzellen.
Das deutet auf eine permanente Rolle, wie sie beispielsweise beim Turnoverprozess
denkbar ist. Andererseits zeigten Rattenversuche, dass unter katabolen Bedingungen die
Aktivitit von Gelsolin zunimmt, moglicherweise um Actinfilamente abzubauen und zu
verstoffwechseln (D'Haese et al., 1987). Skinner (1966) konnte zeigen, das sich die
Muskulatur von Crustaceen bei der Hautung um 40% reduziert. Durch Immun-
blotanalysen der Zoea' Larven, die innerhalb einer Woche einen Ecdysiscyklus
durchlaufen, konnte keine signifikante Konzentrationserhohung festgestellt werden. Da
solche Untersuchungen aufgrund hoher Proteaseaktivititen bei juvenielen Organismen
nicht unproblematisch sind, wurden die Immunblotanalysen mehrfach wiederholt. Aus
allen Ansidtzen zeigten sich tendenziell eher gleichbleibende Gelsolinkonzentrationen. Es
wird daher angenommen, das Gelsolin keinen wesentlichen EinfluB auf die
Muskelreduktion wéahrend der Hautung von Crustaceen hat. Diese Aufgaben werden
besonders von Proteasen der Calpaninfamilie tibernommen (Mykles & Skinner, 1983;

1986; Yu & Mykles, 2003).

Im Gegensatz zur Hochregulierung wihrend der Myogenese fillt die
Gelsolinkonzentration, in neonatalen Muskeln stetig. Die Gelsolinkonzentration in adulten
Skelettmuskeln von Vertebraten ist vergleichsweise niedrig (50-100ng/mg Protein,
Hinssen, unpubliziert, Kwiatkowski ef al., 1988). In adulten Skelettmuskeln von
Invertebraten sind weit hohere Gelsolinkonzentrationen (~ 20 fach) vorhanden. Auch hier
ist die Funktion ungeklirt, es wird parallel zur Funktion bei Vertebraten vermutet, das
gealterte Actinmolekiile aus den Filamenten herausgeschnitten werden (Rouayrenc et al.,

1984, Gonsior & Hinssen, 1995).
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4.5.3 Invertebratenactine sind instabiler als Vertebratenactine

Eine hohere Gelsolinkonzentration bei Invertebraten ist moglicherweise Folge einer
geringeren Stabilitdit von Actinfilamente. In G-Actinen ist das gebundene Nucleotid
normalerweise ATP, dagegen besitzen die Actinuntereinheiten im Polymer gebundenes
ADP. Ein Austausch des eng gebundenen ADP zu ATP erzeugt eine Offnung der C-
terminalen Aminosduren (Kim er al., 1995). Ahnliche intramolekulare Bewegungen
wurden an Untereinheiten von F-Actin beobachtet. Die Freisetzung von anorganischem
Phosphat aus der ATP-Hydrolyse resultiert in einer Reorientierung der Subdoméine 2
(Muhlrade ef al., 1994), was zur Destabilisierung der Filamente fiihrt (Egelman & Orlova,
1995). Vergleichende proteolytische Spaltungsexperimente zwischen Kaninchen-
skelettmuskelactin und Actin aus Jacobsmuscheln zeigen schnellere tryptische Spaltungen
des Actins aus den Invertebraten. Es wird angenommen, dass Aminosduresubstitutionen
an der Subdoméne 1 diese Begiinstigung verursachen (Khaitlina et al., 1999). Ein
Austausch von Calcium gegen Magnesium konnte die Trypsinolyse des Molluskenactins
weniger effizient inhibieren, als es bei Kaninchenaktin der Fall war. Das impliziert, dass
im Scallop-Mg-G-Actin die Nucleotidspalte stdrker gedffnet vorliegt, als im Skelett-
muskelactin von Vertebraten. Diese Unterschiede konnten durch Vergleiche von vy-
Glattmuskelactin und Skelettmuskel a-Actin bei Vertebraten nicht ermittelt werden.
Vertebraten-Skelettmuskelactin - besitzt eine hohere Affinitit zu ATP, als das
cytoplasmatische Actin aus Hefen, der Nucleotidaustausch in Hefen zeigt eine fiinfach

hohere Rate als im Skelettmuskelactin der Vertebraten (Miller ez al., 1995).

Vergleichende Untersuchungen an unterschiedlichen, nichtsarcomerischen Mg-Actinen
zeigen, das Skelettmuskel-a-Actinmonomere eine geschlossenere Konformation
aufweisen, als andere Actin Isoformen (Khaitlina, 2001). Proteolytische Spaltungs-
experimente an F-Actin aus Kaninchenskelettmuskeln und Scallop F-Actin mit Subtilisin
zeigen das Mollusken F-Actin fiir eine Proteolyse stiarker zuganglich ist (Khaitlina ez al
1999). Es konnte so gezeigt werden, dass die Nucleotidspalte im Polymer in einer
offeneren Konformation vorliegt, als im Skelettmuskel F-Actin. Auch in Hefen liegen
strukturelle Unterschiede im Vergleich zu Vertebratenactinen vor. Elektronen-
mikroskopische Untersuchungen an Filamenten deckten schwéchere Kontakten zwischen
den einzelenen Untereinheiten im Filament von Hefeaktin auf (Kim ez al., 1996), die
ebenfalls zu vergleichsweise schwécheren Farbungen durch Rhodamin-Phalloidin fiihrten

(La Cruz & Pollard, 1996). Die Unterschiede in der Stabilitdt von verschiedenen Actin-
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filamenten korrelieren mit einer weiter geoffneten Position der Spalte in Hefe und

Molluskenactin, als bei Vertebratenskelettmuskelactin.

Diese Studien zeigen, dass die Actine aus Invertebraten nicht so stabil sind, wie die der
Vertebraten. Das impliziert folglich Mechanismen in Muskelzellen von Invertebraten,
welche fiir den Austausch instabiler Actine aus den diinnen Filamenten sorgen. Wie der
Austausch ,,gealterter Actine vorgenommen wird ist ungeklért, gleichsam gibt es bis dato
keine Daten zu Synthese oder Turnoverraten myofibrilldrer Proteine in Invertebraten-

muskeln.

4.5.4 Zur Funktion von Gelsolin in Invertebratenmuskeln

Die Funktion von Gelsolin und auch der Grund fiir die vergleichsweise hohen
Konzentrationen im Invertebratenmuskel sind und verbleiben ungeklédrt. Es erscheint
lediglich denkbar, dass die instabilen bzw. gealterten Actinmonomere durch eine
Fragmentation von Gelsolin aus den diinnen Filamenten herausgeschnitten werden. Diese
strukturelle Reorganisation wiirde zum Erhalt der Kontraktionsfahigkeit der Sarkomere
beitragen (Dissmann & Hinssen, 1992). Gelsolin konnte bei Invertebraten folglich eine
wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung der Integritit kontraktieler Strukturen des
Skelettmuskels tibernehmen und wiirde demnach einen, im Vergleich zum Vertebraten,

verstarkten Turnoverprozess im Muskel vermittelt.

Wie dieser Austausch ablduft, 1468t sich nur hypothetisieren. Eine Fragmentation der
Filamente durch Gelsolin kann moglicherweise durch Tropomyosin inhibiert werden
(Hinssen et al., 1985a). Ausdifferenzierte Myotuben, denen exogenes Gelsolin zugefiihrt
wurde, zeigten lichtmikroskopisch die Bindung von Gelsolin an Aktin ohne erkennbare
Fragmentation, wohingegen Stressfasern von Fibroblasten vollstindig bei Zugabe von
exogenem Gelsolin degradiert werden (Huckriede et al., 1988). Wéihrend der
Myofibrillogenese von Skelettmuskel-Myofibrillen der Vertebraten tritt Nebulin erst sehr
spét in der entwickelnden Myofibrille auf (Fiirst et al. 1989, Moncman & Wang, 2000),
wohingegen die Gelsolinkonzentration in sich ausdifferenzierenden Skelettmyoblasten
ansteigt (Chaponnier et al. 1989, Scholz & Hinssen, 1995) Es wurde bereits erwéhnt, das
sich die funktionelle Rolle von Gelsolin beim Zusammenbau der Myofibrillen
moglicherweise auf die Sortierung der Actinisoformen ausweiten lassen kann, solange

Nebulin in den Sarkomeren noch nicht etabliert ist.
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In Vertebratenskelettmuskeln erscheinen die diinnen Filamente ,resistent gegen die
Fragmentation durch Gelsolin (Gonsior & Hinssen, 1995), diese Resistenz wird
moglicherweise durch Nebulin vermittelt. Trotz einiger Hinweise ist die Existenz von
Nebulin bei Invertebraten nicht belegt. Frithere Untersuchungen zum Vorkommen von
Nebulin in Invertebraten lieferten die Untersuchungen von Locker & Wild (1986) und Hu
et al. (1986), die zeigten, das bei verschiedenen Invertebraten Proteine mit einer
Molmasse von Nebulin vorkommen. Nebulin konnte aber immuncytochemisch nicht
nachgewiesen werden und es ist bekannt, das Mini-Titine ebenfalls im Molekularbereich
des Nebulins liegen (Nave & Weber, 1990). Royuela ef al. (1997) verwiesen durch
Immunnachweise auf die Existenz Nebulin-verwandter Proteine in der schriggestreiften
Muskulatur von Eisenia foetida. Diese Nachweise konnten nicht reproduziert werden und

daher bleibt es bis dato unklar, ob Nebulin bei Invertebraten vorkommt.

Gelsoline binden bei niedrigeren Calciumkonzentrationen an Actin, als sie fiir die
Fragmentation bendtigen (Janmey ef al., 1985). Im Gegensatz zu Vertebratengelsolin, das
nicht signifikant bei [Ca?"] < 10° M an Actinfilamente bindet (Yin e al, 1989), haben
Invertebratengelsoline die Eigenschaft, schon bei geringeren Konzentrationen an die
dinnen Filamente zu assoziieren (3.3.5, Hinssen, 1986; Bock et al., 1994). Wenn Gelsolin
an ein Filament gebunden hat, bleibt es auch bei niedrigeren Calciumkonzentrationen
assoziiert. Die vollstindige Aktivierung der Actomyosin-ATPase fiihrt auch zu einer
zumindest partielle Aktivierung der Gelsoline (3.3.10). Fiir eine vollstdndige Aktivierung
benotigt Gelsolin sowohl Ca®’, als auch die Hydrolyse von PIP, (Prof. Janmay,
personliche Mitteilung). Die aus der Hydrolyse resultierenden Inositoltriphosphate
stimulieren die Freisetzung von Calcium aus intrazelluldiren Speichern wie dem
sarkoplasmatischen Retikulum (Berridge, 1993). Moglicherweise wird Gelsolin dann
vollstandig aktiviert und kann dann zwischen zwei Monomeren die diinnen Filamente
fragmentieren. Das ist allerdings nur theoretisch denkbar, da der exakte Fragmentations-
prozess von F-Actin noch nicht gekldrt ist und in dieser Modelerweiterung auch noch
zusétzlich Elemente der diinnen Filamente (Tropomyosin-Troponin, Nebulin)
hinzukommen, zu deren EinfluB auf eine mogliche Fragmentation nur sehr wenige
Informationen vorliegen. Experimentell liel sich zeigen, das Tropomyosin die
Fragmentation zwar verlangsamt, aber nicht vollstdndig inhibiert (Gonsior & Hinssen,
1994). Von Nyakern-Meazza et al (2002) konnte gezeigt werden, dass Tropomyosin
Gelsolin-Actinkomplexe dissoziieren kann und dabei das hochaffin gebundene G-

Aktinmolekiile in vitro von Tropomyosin verdrangt wird. Folglich koénnte im
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Invertebratenmuskel nach einer Gelsolinfragmentation diese Tropomyosin-induzierte
Konformationsmodifikation am Gelsolin-Actinkomplex zur Freisetzung der Monomere
aus dem diinnen Filament fiihren. Die regulatorischen Filamente, moglicherweise aber
auch Nebulin-artige Proteine, konnten dann bis zur Rekonstitution durch den Einbau eines
intakten Actinmonomers die Stabilitdt der diinnen Filamente gewéhrleisten. Wie sich der
Austausch von Monomeren vollzieht ist ebenfalls nicht bekannt, Klarheit existiert nur
dariiber, dass diese Prozesse stattfinden. Es konnte mehrfach in vivo und in vitro gezeigt
werden, dass Actin sehr schnell in Myofibrillen eingebaut wird (Dome et al., 1988,
Cunningham et al., 1991, Lorusso et al., 1992). Sollte Gelsolin diesen Turnoverprozess
vermittelten, wird somit eine Aufrechterhaltung der Integritét kontraktieler Strukturen
erzeugt, die dann zum Erhalt der Kontraktionsfihigkeit von Invertebratenmuskeln

beitrégt.
Schlussbetrachtung:

Fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden verschiedene Skelettmuskeltypen aus der
Muskulatur von Crustaceen herangezogen. Die Verwendung von Crustaceen fiir Studien
von Invertebratenmuskeln haben den Vorteil, dass sie ein groBe Diversitit an
Muskelfasertypen mit Proteinen in vielfachen Variationen aufweisen, die trotz ihrer
Variabiltdt funktionell korrekt interagieren. Mammalier besitzen beispielsweise keine
derart langsamen Muskelfasern, wie sie in den ScherenschlieBmuskel der Brechschere von

Hummern zu finden sind.

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmalig zwei intrazelluldre Gelsolin-Isoformen
nachgewiesen werden, die sich in ihrer Calciumabhédngigkeit funktionell unterscheiden.
Die physiologische Bedeutung eines biphasischen Systems, in dem moglicherweise erst

eine und dann die andere Isoform aktiviert wird, sollte eingehend untersucht werden.

Der sequenzielle Unterschied zwischen den beiden Gelsolinen sollte identifiziert werden,
damit wire die Grundlage zur Erzeugung von zwei Peptidantikorpern ermoglicht. Die in
dieser Arbeit indirekt nachgewiesen Lokalisationen der Isoformen lieBen sich dann
innerhalb eines Muskels und auch an den verschiedenen Muskeltypen von Crustaceen
durchfithren. Mit den Isoform-spezifischen Lokalisationsstudien konnten sich weiter

Hinweise auf die Funktion der Isoformen in den einzelnen Muskelzellen ergeben.

Untersuchung zur Struktur und Funktion einzelner Doménen sollten vorgenommen

werden, um die Calciumabhéngigkeit der Gelsolin-Actin Interaktion ndher zu beleuchten.
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Die Bindungsstellen fiir Calciumionen, die auch fiir den ungekldrten Ablauf der

Fragmentation relevant sind, wurden fiir Hummergelsolin noch nicht identifiziert.

Das bisherige Model der Gelsolin-Actin Interaktion zeigt keinen Zustand in dem Gelsolin
an Actin bindet und nicht schneidet. Die Hummergelsoline sind ,,klassische® Gelsoline,
nur im Kontext mit den Literaturdaten lieB3 sich erst eine Vorstellung dariiber gewinnen,
welche Funktion sie im Invertebratenmuskel besitzen. Eine Involvierung von Gelsolin in
einen Turnoverprozess erscheint wahrscheinlich, ist aber keinesfalls erwiesen. Ob und
welche Rolle Gelsolin an diesem Prozess hat, sollten zukiinftige Untersuchungen kldren

und damit auch einen weiteren Einblick in die Dynamik von Muskeln vermitteln.
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