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Zusammenfassung

Die in der vorliegenden Habilitationsschrift zusammengefal3ten Publikationen stellen
Untersuchungen zu zwei Themenschwerpunkten dar:

1. Verankerungsmechanismen von Membranproteinen der basolateralen und der api-
kalen Plasmamembrandoméne der Parietalzellen mit dem Membranzytoskelett und

2. die regulierte Fusion von zytoplasmatischen Vesikeln mit der apikalen Plasma-
membran dieser Zellen.

Die strukturell und molekular sehr unterschiedlich gestaltete apikale und basolaterale
Membrandomane der Parietalzellen sollte funktionell charakterisiert und die Mecha-
nismen der Membranumbauvorgénge aufgeklart werden, die nach Aktivierung der
Zellen im apikalen Membrankompartiment ablaufen.

Fur die strukturelle Stabilitat der basolateralen Domane spielt wahrscheinlich die Ver-
ankerung von AE2 Uber das Verknipfungsprotein Ankyrin mit dem Membran-
zytoskelett eine wichtige Rolle.

Die apikale Membrandoméne der Parietalzellen kann in drei Kompartimente unterteilt
werden. Die freie apikale Membran, die canalikulare Membran und die Membranen
der tubularen Vesikel.

Entlang der freien apikalen und der canalicularen Plasmamembran kommen wie auf
der basolateralen Seite die Zytoskelett-Proteine Actin und Spectrin vor. Nach unseren
Untersuchungen kdnnte es wéahrend der Sekretionsphase zu einer temporaren Ver-
bindung von H+ K+-ATPase Molekilen mit dem Membranzytoskelett kommen. Diese
Verbindung wird wahrscheinlich durch das Verknupfungsprotein Ezrin vermittelt.

Der Mechanismus des Fusionsvorgangs der tubularen Vesikel mit der canalicularen
Membran war bisher nicht bekannt. In Parietalzellen konnten die neuronalen SNARE-
Proteine Synaptobrevin 2, Syntaxin 1 und SNAP25 sowie das zur Familie der kleinen
G-Proteine gehorende Protein Rab3A und die Regulatorproteine NSF und alpha/beta
SNAP nachgewiesen werden. Das in Parietalzellen gefundene Verteilungsmuster der
SNARE-Proteine entspricht nicht der klassischen Vorstellung einer heterotypischen
Membranfusion, vielmehr entspricht diese Verteilung einer homotypischen Fusion,
wie sie fur Vakuolen in Hefezellen beschrieben wurde.

Die Bedeutung der SNARE-Proteine fur die Fusion der tubularen Vesikel mit der ca-
nalicularen Membran und damit fir die Steigerung der HCI-Sekretion konnte durch
Inkubation der Zellen mit Tetanus Neurotoxin (TeNt) gezeigt werden. Die Behandlung
der Parietalzellen mit TeNt fuhrte zum vollstandigen Ausbleiben der, nach Stimulation
mit CAMP bei Kontrollzellen beobachteten Erhéhung, der Sauresekretion



Summary

The publications summarized here cover two topics:

1. the anchorage mechanism of membrane proteins of the basolateral and the apical
plasma membrane with the membrane cytoskeleton of parietal cells

and

2. the regulated fusion of cytoplasmic vesicles with the apical plasma membrane of
these cells.

It was the aim of these studies to characterize the structural and molecular differ-
ences between the apical and basolateral membrane domains in parietal cells. More-
over the mechanisms involved in membrane traffic within the apical membrane com-
partment following stimulation were investigated.

We found that anchorage of AE2 with the membrane cytoskeleton through the linkage
protein ankyrin seems to be important for the stability of the basolateral membrane.
The apical membrane domain of parietal cells can be subdivided into three compart-
ments. The free apical membrane, the canalicular membrane and the tubulovesicular
membrane.

The cytoskeletal proteins spectrin and actin can be found at the basolateral, the free
apical and the canalicular membrane. We have shown that the H+K+-ATPase mole-
cules appear to be temporary linked to the membrane cytoskeleton during acid-
secretion. This contact is most likely mediated by the linker-protein ezrin.

Until now the mechanism of fusion of the tubulovesicles with the canalicular mem-
brane was unknown. In parietal cells the neuronal SNARE-proteins synaptobrevin 2,
Syntaxin 1, SNAP25, the small G-protein rab3A, and the regulatory proteins NSF and
alpha/beta-SNAP were detected. The subcellular distribution of these proteins does
not support the notion of a neuron-like heterotypic fusion. Instead it shows similarity
with the homotypic fusion process of vacuoles in yeast.

The importance of SNARE-proteins for the fusion of tubulovesicles with the canalicu-
lar membrane and, by consequence also for the increase of acid-secretion was shown
by incubation of the cells with tetanus neurotoxin (TeNt). The measurable increase of
acid secretion by parietal cells after stimulation with c-AMP was inhibited completely
through an incubation with TeNt.
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1 Einleitung
1.1 Mechanismen der polaren Differenzierung transportierender Epithelzellen

Epithelzellen des Verdauungsrohrs, der Nierentubuli oder exokriner Driisen besitzen
zwei strukturell und molekular verschiedene Doméanen der Plasmamembran, eine a-
pikale und eine basolaterale Membrandomane.

Bei diesen Zellen stehen resorptive Aufgaben im Vordergrund. lonen und organi-
sche Verbindungen werden an der apikalen oder an der basolateralen Mem-
brandoméne in die Zelle aufgenommen, um sie durch transepithelialen Transport am
entgegengesetzten Zellpol wieder abzugeben. Als funktionelle Anpassung an diese
Aufgaben kénnen die Oberflachen einer oder beider Membrandomanen durch unter-
schiedliche strukturelle Differenzierungen wie z. B. Mikrovilli oder Mikroplicae deutlich
vergrofert sein.

Die kontrollierte Aufnahme von lonen und organischer Verbindungen durch apikal
oder basolateral vorhandene Transportproteine setzt voraus, dal3 Epithelien eine
wirksame Permeabilitatsbarriere ausbilden, die eine unkontrollierte interzellulare Pas-
sage verhindert. An der Grenze zwischen apikaler und lateraler Membrandomane ist
daher der Interzellularspalt zwischen den Epithelzellen in einer gurtelformigen Zone,
der Zonula occludens, komplett verschlossen. Aul3er dem Verschlul3 des Interzellu-
larspaltes bildet die Zonula occludens auch innerhalb der Lipiddoppelschicht eine Dif-
fusionsbarriere fur apikale bzw. basolaterale Membranproteine und sorgt so fur die
Aufrechterhaltung der Polaritét.

Eine der Grundlagen fur die Ausbildung der zellularen Polaritét ist das differenzielle
Sortieren von Proteinen und Lipiden im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und in den En-
dosomen (Boulan und Powell, 1992; Matter und Mellman, 1994) sowie der ziel-
gerichtete Transport von im TGN abgschnirten Transportvesikeln zu den unter-
schiedlichen Zellkompartimenten (Boulan und Sabatini, 1978; Simons und Wandin-
ger-Ness, 1990). Auch in nicht polarisierten Zellen, wie z.B. Fibroblasten, werden Pro-

teine im TGN in verschiedene Transportvesikel sortiert. Diese werden jedoch an-



schlie3end nicht in bestimmte zellulare Doméanen der Plasmamembran eingebaut,
sondern erscheinen gleichmaRig verteilt an der Zelloberflache. Es mul3 also zusatzli-
che Faktoren geben, die die Polaritat einer Epithelzelle aufbauen und aufrecht erhal-
ten.

Die Entwicklung einer nicht polarisierten Zelle zu einer ausdifferenzierten Epi-
thelzelle wird durch extrazellulare Signale gesteuert. Die Ausbildung der zellularen
Polaritat (siehe Abb. 1 S. 8) beginnt mit dem direkten Kontakt der Zelle zu Kompo-
nenten der extrazellularen Matrix (EZM) und zu Nachbarzellen (Boulan et al., 1983;
Wang et al., 1990; Hynes, 1992). Der Zell-Matrix-Kontakt wird hauptsachlich tber In-
tegrine (EZM-bindende Adhéasionsmolekile mit a,b-Heterodimerstruktur) vermit-telt
(Hynes, 1992). Die Zell-Zell-Bindung wird u. a. durch Cadherine (Ca®*-abhangige Ad-
hasionsmolekule) erreicht (Kemler, 1992). Die spezifischen Bindungen dieser Protei-
ne fuhren zur Aktivierung verschiedener Signalkaskaden, die den zellularen Umbau
auslésen. Mit der Zellhaftung an der EZM entstehen zwei Membrandomanen: die ba-
sale und die freie luminale Membrandomane. Durch Kontaktschluld zwischen benach-
barten Zellen entstehen schliel3lich die freie apikale und die basolaterale adharente
Membranoberflache (Wang et al., 1990). Schon zu einem frihen Zeitpunkt der Epi-
thelzellentwicklung sind zahlreiche Proteine mit apikaler Bestimmung nur noch im Be-
reich der freien Nichtkontaktflache vorhanden (Vega-Salas et al., 1987; Ojakian und
Schwimmer, 1988). Dagegen sind viele der spater ausschliel3lich basolateral vor-
kommenden Proteine weiterhin gleichméaRig tber die apikale und basolaterale Memb-
randomane verteilt (Nelson und Veshnock, 1986). Diese basolateral bestimmten Pro-
teine finden sich erst dann ausschlief3lich an der basolateralen Doméne, wenn nach
Ausbildung der Zonula occludens apikale- und basolaterale-Domane komplett ge-
trennt sind.

Eine Reihe von Experimenten unterstreicht die Bedeutung von Integrinen und
Cadherinen fur die Ausbildung der zellularen polaren Differenzierung. In L-Zell-
Fibroblasten, die normalerweise keine unterschiedlich ausgebildeten Membran-
domanen aufweisen, kommt es nach Transfektion mit epithelialem Cadherin (E-

Cadherin) zu einer Cadherin-vermittelten Kontaktbildung zwischen den Zellen und als

6



Folge zur Umverteilung der endogen vorhandenen Na*,K*-ATPase und von Fodrin
(eine Komponente des Membranzytoskeletts, siehe S. 14). Beide Proteine sind in den
mit E-Cadherin transfizierten Zellen genauso verteilt wie in polarisierten Epithelzellen
der Niere und des Darms (Nelson und Veshnock, 1987; Wang et al., 1990).

Eine vollstandige Umkehr der Polaritéat kann erzeugt werden, wenn epitheliale Zy-
sten, die sich in Suspension spontan bilden kdnnen (apikale Oberflache aul3en, basa-
le Oberflache innen), auf eine Kollagenmatrix aufgebracht werden. Die ,falsch” orien-
tierten apikalen Proteine, die mit der neuen EZM in Kontakt kommen, werden dann
internalisiert und degradiert. Es bildet sich eine neue basale Zell-EZM-Kontaktflache
aus. Die Zonula occludens wird dabei ebenfalls abgebaut, um sich an der neu ent-
standenen lateroapikalen Membrangrenze zu reorganisieren (Wang et al., 1990).
Hierbei sind Integrine beteiligt, da sich die oben beschriebenen Umkehr der Polaritat
durch die Zugabe von bsi-Integrin-Antikérper wie auch durch Zusatz von Integrin-
antisense-Oligonukleotiden zur Zellsuspension verhindern laRt (Oja-kian und
Schwimmer, 1994).

Welche Signalkaskaden werden durch die Bindung der Adhasionsmolekiile an ext-
razellulare Komponenten im Inneren der Zelle ausgeldst? Die durch Integrine und
Cadherine vermittelte Zelladhasion fuhrt als erstes zur Ausbildung von lokalen Netz-
werken zytoskelettaler Proteine. Diese bilden die strukturelle Grundlage zur Re-
krutierung von Signalproteinen, die die funktionelle Differenzierung der verschiedenen
Membrandomanen steuern. (Clark und Brugge, 1995; Yamada und Miyamoto, 1995;
Dedhar und Hannigan, 1996; Parsons, 1996).

Die Bindung von Integrinen an Komponenten der EZM ist ein Signal fur die Tyrosin-
Phosphorylierung zahlreicher Proteine, wie zum Beispiel der Fokalen Adhasionski-
nase, die so aktiviert wird (Clark und Brugge, 1995; Miyamoto et al., 1995a; Dedhar
und Hannigan, 1996). Diese ist selber eine Tyrosinkinase und phosphoryliert dann
ihrerseits weitere Proteine, die als Ergebnis ihrer Phosphorylierung an den Mem-
brankontaktstellen immobilisiert werden. So werden verschiedene Tyrosinkinasen wie
Src, Fyn und CsK (Cobb et al.,, 1994; Xing et al.,, 1994; Miyamoto et al., 1995a;
Hanks und Polte, 1997), Adaptor- und Aktivatorproteine wie Sos und Grb2, Proteine
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des Ras-MAP-Kinase-Wegs und GTP-bindende Proteine der Rho-Familie mit der
lateralen Zellmembran verknipft (Miyamoto et al., 1995b).

Obwohl die molekulare Interaktion zwischen Integrinen, Fokaler-Adhasions-kinase
und weiteren Signalproteinen klar dokumentiert worden ist, bleibt deren Zu-
sammenspiel und Bedeutung fur die Ausbildung der Zellpolaritdt unverstanden. Das
Gleiche gilt auch fir die durch Cadherine vermittelten Zell-Zell-Adhé&sionskontakte.
Zwar kennt man eine Reihe von Proteinen wie die Tyrosin-Kinasen c-Fyn und c-Src
(Tsukita et al.,, 1991), das Tyrosin-Kinase-Substrat p120 (Shibamoto et al., 1995;
Staddon et al., 1995) und die Tyrosin-Phosphatasen PTPm PTP-LAR (Brady-Kalnay
et al., 1995; Kypta et al., 1996), die mit Cadherin-Kontakten assozieren, ihre Funk-
tionen in der Signaltbertragung sind jedoch noch weitgehend ungeklart.

Dagegen ist die Rolle des b-Catenins besser verstanden. Dieses Cadherin-Ad-
aptorprotein kann bei Kontaktlosung (Aufhebung der Kontaktinhibition oder durch an-
dere Signale) von den Cadherinen abdissozieren und in den Zellkern transloziert wer-
den. Dort bindet es an den Transskriptionsfaktor LEF (Behrens et al., 1996; Huber et
al., 1996) und stimuliert so den Eintritt der Zelle in den Zellzyklus. Der Signalweg von

LEF zur Zellproliferation ist allerdings noch wenig verstanden.



Entstehung der adhasionsvermittelten Polarisierung von Zellen

\

nicht polarisierte Zelle

Integrin-vermittelter
Kontakt zur EZM

Cadherin-vermittelter
Zell-Zell-Kontakt
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Abb. 1 Durch direkten Kontakt einer nicht polarisierten Zelle zur extrazellularen Matrix (EZM) oder zu
einer Nachbarzelle kommt es an den Kontaktflachen zu strukturellen Veranderungen. Im Bereich der
neu entstandenen adharenten Membrandomane werden Adhasionsmolekile angereichert. Integrine
binden an Komponenten der EZM und Cadherine vermitteln den Zell-Zell-Kontakt. Die vorher nicht pola-
risierte Zelle hat jetzt zwei unterschiedliche Membrandomanen: die adharente Membrandoméne und die
freie luminale Membrandomane. Entlang der Kontaktflachen bilden sich zytoskelettale Netzwerke aus,
die verschiedene Adaptor- und Signalproteine rekrutieren (siehe Text). Durch Ausbildung der Zonula
occludens erfolgt dann die Trennung der apikalen und basolateralen Membrandoméne der Epithelzellen

(nach Yeaman et al., 1999).



2 Membranzytoskelett
In den letzten zwei Jahrzehnten hat es sich gezeigt, daf die Verankerung integraler
Membranproteine an Komponenten des Zytoskeletts fur die Etablierung und Auf-
rechterhaltung zellularer Polaritat von entscheidender Bedeutung ist. Die spezifische
Interaktion mit dem direkt unter der Membran gelegenen Zytoskelett schrankt die freie
laterale Beweglichkeit einzelner Proteine ein und verlangert wahrscheinlich auch de-
ren Verweildauer in der Membran (Shahbakhti und Gratzer, 1986; Jacobson et al.,

1987; Hammerton et al., 1991).

2.1 Das Membranzytoskelett der Erythrozyten

Das Membranzytoskelett der Erythrozyten stellt heutzutage das am intensivsten un-
tersuchte und am besten verstandene zytoskelettale System dar und wird deshalb
auch als Modell fir das Verstandnis des zytoskelettalen Aufbaus in nicht-erythro-
zytaren Zellen herangezogen.

In Erythrozyten wird das Membranzytoskelett aus Spectrin und Actin aufgebaut,
dabei bilden a,b-Spectrintetramere zusammen mit kurzen Actinfilamenten und wei-
teren akzessorischen Proteinen ein zweidimensionales Netzwerk, das mit itegralen
Membranproteinen der Lipiddoppelschicht verkniupft ist. Das submembranare Zy-
toskelett verleiht den Erythrozyten offensichtlich Gber einen langeren Zeitraum hinweg
(beim Menschen etwa 120 Tage) ihre ungewdhnlichen biophysikalischen Eigenschaf-
ten. Diese sind durch hohe Flexibilitdt und Elastizitat bei gleichzeitiger ausgepragter
Rigiditat gekennzeichnet. So ausgestattet kdnnen die Erythrozyten den hohen Scher-

belastungen, die wahrend der Zirkulation im Gefal3system auftreten, widerstehen.
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Verknupfung von integralen Membranproteinen mit dem erytrozytaren un
dem epithelialen Membranzytoskelett
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Abb. 2a Das Membranzytoskelett der Erythrozyten in stark vereinfachter Form schematisch darge-
stellt. In den Knotenpunkten sind Spectrintetramere, die die Hauptkompo Aufbau entspricht hier in vie-
len Merkmalen dem des erythrozytdren Membranzytoskeletts. Die Verkniipfung des zytoskelettalen
Netzwerkes mit der Plasmamembran erfolgt auch i nente des zytoskelettalen Netzwerkes darstellen, mit
kurzen Actinfilamenten und weiteren zytoskelettalen Proteinen verknupft (genauere Beschreibung siehe
im Text). Uber die Membranproteine Glycophorin C und AE1 wird das submembranére Netzwerk in der
Plasmamembran der Erythrozyten verankert. Vermittelt wird diese Verknupfung uber die Adaptorprotei-
ne Protein4.1 (P4.1) und Ankyrin.

b Dargestellt ist eine ausdifferenzierte Epithelzelle. Das Membranzytoskelett ist exemplarisch fur die
laterale und basale Membrandomane eingezeichnet. Der zytoskelettale n den Epithelzellen Gber Adap-
torproteine. Dargestellt ist die Bindung von Ankyrin an die Na',K'-ATPase und an RenAE1 (RenAE1

kommt in den Schaltzellen der Niere vor (siehe S. 25).

Inzwischen wurden auch in zahlreichen nicht-erythrozytaren Zellen Isoformen der
erythrozytaren Zytoskelettproteine identifiziert. Es stellte sich heraus, dal3 in Epithel-
zellen das Membranzytoskelett insbesondere der lateralen Domane der Plasma-
membran viele Eigenschaften des erythrozytaren Membranzytoskeletts besitzt.

Im Folgenden werden diejenigen Proteine des erythrozytdren Membranzytoskeletts
genauer beschrieben, die fur das Verstandnis des zytoskelettalen Systems von gene-

reller Bedeutung sind.

2.1.1 Filamentbildende Proteine

2.1.1.1 Spectrin

Der Name Spectrin kommt vom lateinischen spectrum, Erscheinung und beschreibt
die schattenhafte Erscheinung der lysierten hamoglobinfreien Erythrozyten (,Geister"),
deren Hauptprotein Spectrin ist. Aul3er dem erythrozytaren Spectrin sind in den letz-
ten Jahren verschiedene andere Spectrinisoformen identifiziert worden (Tabelle 1 S.
13). Die in der Tabelle eingefiihrte Namengebung fir die Spectrine entspricht der

neuen einheitlichen Nomenklatur (Morrow, 1999).
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Im Erythrozyten kommt Spectrin in zwei Untereinheiten von 280 kDa und 246
kDa vor. Es handelt sich um elongierte, flexible Molekule, die in antiparalleler Anord-
nung Heterodimere bilden, die sich zu den in Erythrozyten hauptsachlich vorkom-
menden Tetrameren zusammenlagern.

Die alS1,blS1-Spectrintetramere bilden durch Verknipfung mit weiteren zytoske-
lettalen Proteinen, unter anderen Actin und Adducin, ein unmittelbar unterhalb der
Plasmamembran befindliches zweidimensionales Netzwerk. Es besteht aus pentago-
nalen und hexagonalen Strukturen, die Uber Ankyrin und Protein4.1 mit der zytoplas-
matischen Domane des Anionenaustauschers 1 (AE1l) verbunden sind. Zusatzlich
wird das zytoskelettale Netztwerk Uber die Bindung von Protein4.1 an die zytoplasma-
tische Domane des integralen Membranproteins Glycophorin C mit der Zellmembran
der Erythrozyten verankert.

Fur die Proteininteraktionen, die Spectrin im Erythrozyten und in anderen Zellen
eingeht, spielen zum einen der C- und N-terminale Molekulbereich und zum anderen
repetitive Domé&nen eine wichtige Rolle. Die homologen, repetitiven Strukturmotive
bestehen aus 106 Aminosauren, die in einer dreifachen a-helikalen Anordnung vorlie-
gen. Die homologen Einheiten werden durch nicht homologe Abschnitte unterteilt. Die
einzelnen repetitiven Einheiten variieren untereinander in ihrer Peptidsequenz (Se-
quenzidentitat von einer zur nadchsten Motivwiederholung betragt 10 - 30%) und bilden
so fur sich allein oder auch in Kombination miteinander Bindungsstellen fur verschie-
dene Proteine (Hartwig, 1994; Li und Bennett, 1996). Spectrin-Repeats kommen auch
auf weiteren mit Spectrin verwandten zytoskelettalen Proteinen wie a-Actinin,
Dystrophin und Utrophin vor (Hartwig, 1994).

Neben den Bindungsstellen fir die verschiedenen zytoskelettalen Proteine, deren
Interaktion mit Spectrin im weiteren noch genauer beschrieben wird, besitzt alS1-
Spectrin zwischen dem 11. und 12. Repeat Bindungsstellen fir die Ca®*-bindenden
Proteine Calmodulin und Calpain (Seubert et al.,, 1987; Harris und Morrow, 1990).
Zusatzlich verfugt alS1-Spectrin im C-terminalen Proteinabschnitt Gber zwei Ca*'-
bindende, als ,EF-hand” bezeichnete ,helix-loop-helix“-Motive und verfigt damit

selbst Gber die Moglichkeit, Ca**-lonen zu binden (Strynadka und James, 1989;
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Tabelle1  Spectrin:

Gen Proteinisoformen weitere Bezeichnung Vorkommen
al alSI-Spectrin a-Spectrin im Erythrozyten und im Gehirr
all allS1 bis 8-Spectrin  a-Fodrin in den meisten Geweben
bl bIS1 und 2-Spectrin b-Spectrin im Erythrozyten und
in Skelettmuskelfasern
bil blIS1 und 2-Spectrin b-Fodrin in den meisten Geweben
blll bllIS1-Spectrin — in Neuronen

(Morrow, 1999)

Lundberg et al., 1997). Veranderungen in der Ca**-Konzentration kénnten so direkt,
namlich durch Bindung von Ca** an Spectrin Konformationsanderungen bewirken.

Die damit im Zusammenhang stehenden mdoglichen Veréanderungen von Bin-
dungsaffinitaten zu anderen zytoskelettalen Proteinen kdnnte die Stabilitdt des Netz-
werkes beeinflussen (Seubert et al., 1987; Harris und Morrow, 1990; Lundberg et al.,

1997).

2.1.1.2 Actin

Im Erythrozten gehort Actin mit 400.000 bis 500.000 Molekilen pro Zelle zu den
Hauptproteinen des Membranzytoskeletts. Dariiber hinaus gehort Actin zu den hau-
figsten Proteinen von Eukaryonten. Es ist neben Myosin Hauptbestandteil des kon-
traktilen Apparats der Muskulatur. Nahezu alle Zellen besitzen ein Actinfilamentsy-
stem. Actinfilamente (F-Actin) entstehen durch Polimerisation von Actinmonomeren
(G-Actin). Unterhalb der Zellmembran bilden die 7nm dicken a-helikal gewundenen
Actinfilamente Netzwerke aus. Parallel angeordnete Biindel von gleichsinniger Ori-
entierung bilden das Grundgertst der Mikrovilli des Birstensaums (Drenckhahn und

Dermietzel, 1988). In periodischer Anordnung mit Myosinfilamenten bilden Atin-
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filamente in der Skelett- und Herzmuskulatur die kontraktilen Myofibrillen und in
vielen nichtmuskularen Zellen kontraktile Stref3fasern. Stref3fasern sind besonders in
Endothelzellen entwickelt, die hohen hydrodynamischen Belastungen ausgesetzt
sind. Strel3fasern, wie alle Organisationsformen von Actinfilamenten, sind dynamische
Strukturen, welche minutenschnell durch Depolymerisation verschwinden kénnen, um
sich an anderer Stelle wieder neu zu bilden (Drenckhahn, 1988).

Anders als die meisten Zellen enthalten Erythrozyten fast ausschliel3lich b-Actin.
Ob aus dem Vorhandensein nur einer Actinisoform auf eine spezielle Funktion von
Actin im Erythrozyten geschlossen werden kann, konnte noch nicht nachgewiesen
werden. Fur verschiedene Epithelzellen, wie Parietalzellen (siehe S. 38), ist bekannt,
dalR Actinisoformen in polarer Verteilung vorhanden sind und sich durch spezifische
Interaktion mit anderen Proteinen an der Ausbildung und Aufrechterhaltung zellularer
Subdoméanen und Oberflachenstrukturen beteiligen (Publikation 3; Yao et al., 1996).

Im Erythrozyten ist Actin auf sehr kurze Filamente beschrankt, die zusammen mit
Protein4.1, Adducin und und weiteren Proteinen die Knotenpunkte innerhalb des
Spectrinnetzwerkes bilden. Fast samtliche Actinmolekile sind so mit dem Spectrin-
filamentsystem verbunden und bilden damit eine Hauptkomponente des erythro-
zytaren zytoskelettalen Netzwerkes. Freies Actin liegt knapp unterhalb der kritischen
Konzentration fur die Polymerisation zu Actinfilamenten vor (Pinder und Gratzer,
1983). Isoliertes erythrozytares Actin polimerisiert bei Konzentrationen >0,2nM
(~8mg/ml) ebenso wie Actin von anderen Zellen in vitro zu langen Filamenten aus und
aktiviert die Myosin-ATPase (Tilney und Detmers, 1975; Sheetz et al., 1976). In E-
rythrozyten liegt Actin in Gestalt von 33-37nm langen Filamenten vor, die 12-14 G-
Actinmonomere enthalten (Lin und Lin, 1978; Brenner und Korn, 1980; Bennett,
1990). Drei Actin-bindende Proteine kontrollieren die Filamentlange: Das ~35nm lan-
ge Tropomyosin stabilisiert die Filamente und dient als Schablone, die die Lange fest-
legt. An den beiden Enden der Filamente sitzen zwei unterschiedliche Kappenprotei-
ne; am Polymerisationsende (Plusende) Adducin, ein Protein, das auch als Verknup-
fungsmolekil zwischen Spectrin und Actin dient; am Minusende Tropomodulin, wel-

ches die Depolymerisation der Actinfilamente verhindert (Fowler, 1996).
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2.1.2 Erythrozytare Verknupfungsproteine

2.1.2.1 Adducin

Die Adducinfamilie besteht aus a-, b- und g-Adducin, fir die drei eng miteinander
verwandte Gene kodieren. (Gardner und Bennett, 1986; Joshi et al., 1991 Dong et al.,
1995). In reifen Erythrozyten kommen a, b-Adducin-Oligomere vor, die an den
Spectrin-Actin-Bindungsstellen lokalisiert sind. Wé&hrend der Erythropoese tritt Ad-
ducin bereits im Normoblasten-Stadium und damit relativ frih in der Entwicklung auf
(Nehls et al., 1991). Adducin bindet, wie im vorangegangenen Kapitel erwahnt, an die
schnell wachsenden Enden der Actinfilamente und hat die Funktion eines Actin-
bindelnden Kappenproteins. Es verknupft zwei alS1,blS1-Spectrintetramere mit den
kurzen Actinfilamenten (siehe S. 12) und ist so an der Entstehung des Membranzy-
toskeletts entscheidend beteiligt (Matsuoka et al., 1996; Li et al., 1998).

Adducin bindet auch an das erythrozytare integrale Membranprotein Stomatin und
dient dadurch neben Protein4.1 und Ankyrin (siehe S. 17 und S. 19) als Adaptor-
protein zwischen dem zytoskelettalen Netzwerk und der Plasmamembran. Stomatin
besitzt wahrscheinlich eine inhibitorischen Wirkung auf lonenkandale. Bei der auto-
somal dominant vererbten hamolytischen Andmie Stomatozytose ist Stomatin in den
Erythrozyten nicht nachweisbar. Die Membranen der betroffenen Erythrozyten weisen
eine abnormal gesteigerte Permeabilitat fir Na'-lonen auf und kénnen so eine osmo-
tische Hamolyse beginstigen (Delaunay et al., 1999; Innes et al., 1999).

In der Niere scheint Adducin neben Ankyrin (siehe S. 28) fir die Verknupfung der
Na’,K*-ATPase mit dem kortikalen Spectrin-Actin-Membranzytoskeletts von Bedeu-
tung zu sein und bindet mdglicherweise direkt an die a-Untereinheit der ATPase
(Manunta et al., 1998). In hypertensiven Milan-Ratten wurde ein Polimorphismus von
a-Adducin festgestellt, der in direktem Zusammenhang mit der fur diese Tiere typi-
schen Blutdruckerh6hung zu stehen scheint. Diese Beobachtung deutet auf eine re-
gulatorische Funktion von Adducin fir die Na',K'-ATPase in den Nierenzelle hin

(Manunta et al., 1998; Manunta et al., 1999).
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Fur die Steuerung der verschiedenen Adducinfunktionen spielen sowohl die in-
trazellulare Ca**-Konzentration als auch der Phosphorylierungsgrad eine wichtige Rol-
le, wobei das Wechselspiel zwischen den beiden Regulationsmechanismen noch
nicht ganz verstanden ist. Von den Adducinen besitzt b-Adducin die héchste Affinitat
zu Ca**/Calmodulin. Durch die Ca**/Calmodulin-Bindung verliert b-Adducin seine
Funktion als Actin-Kappenprotein, und die zwischen Spectrin, F-Actin und Adducin
gebildeten Verknipfungsknoten werden geldst. Adducin ist sowohl Substrat der Pro-
tein-Kinase C (PKC) als auch der Protein-Kinase A (PKA). Phosphorylierung durch

beide Kinasen flhrt zur Inhibition der Calmodulin-Bindung (Matsuoka et al., 1996).

2.1.2.2 Protein4.1

Erythrozytéares Proteind.1 ist der erste Vertreter einer wachsenden Proteinsuperfa-
milie, die bisher in funf Untergruppen aufgeteilt werden kann: die Protein4.1-Familie,
Talin, die PTPH1-Familie (Protein-Tyrosin-Phosphatasen), die ERM-Familie (Ezrin,
Radixin, Moesin, Merlin) (genauere Besprechung von Ezrin siehe S. 21) und die
NBL4-Familie (novel band4.1-like protein).

Schon vor mehr als 10 Jahren sind zahlreiche immunologisch mit Protein4.1 ver-
wandte Proteine beschrieben worden, deren Molekulargewichte von 30.000 - 210.000
reichen und die in verschiedenen, auch nicht-erythrozytaren Geweben exprimiert
werden (Granger und Lazarides, 1984; Granger und Lazarides, 1985; Anderson et al.,
1988). Urspringlich aber wurde Protein4.1 als Bestandteil des Membranzytoskeletts
der Erythrozyten identifiziert. Mit 200.000 Kopien pro Zelle ist Protein4.1 eines der
Hauptproteine der Erythrozyten. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung von lysier-
ten hamoglobinfreien Erythrozyten zeigen sich zwei Proteinbanden mit einem appa-
renten Molekulargewicht von 78- bzw. 80kDa. Der Unterschied im Molekulargewicht
beruht nicht auf einer unterschiedlichen Lange der Aminosauresequenz, sondern auf
einer posttranslationalen Modifikation im C-terminalen Proteinabschnitt (Bennett,
1990). Fiur das Verhaltnis zwischen der 78- und der 80kDa-Form ist das Alter der E-

rythrozyten von Bedeutung (Nelson und Veshnock, 1987).
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Die ungewdhnliche Heterogenitat der zahlreichen Protein4.1-Isoformen wird
durch komplexes alternatives Spleil3en der pr&-mRNA sowie durch posttranslationale
Modifikation des Protein4.1-Molekiils erreicht (Discher et al., 1993; Horne et al., 1993;
Huang et al., 1993; Baklouti et al., 1997).

Im Erythrozyten werden Protein4.1 zumindest zwei Funktionen zugeschrieben:

1. die Bindung an Glycophorin C und an AE1 und dadurch die Verknipfung des

Membranzytoskeletts mit der Plasmamembran (siehe Abb. 2a S. 10)

2. die Verstarkung der Bindung zwischen Spectrin und Actin.

Fur die Stabilitat des Membranzytoskeletts spielt Ca**/Calmodulin eine wichtige re-
gulatorische Rolle (siehe S. 12 und S. 16). Die Bindungsstelle von Calmodulin auf
Protein4.1 befindet sich auf dem C-terminalen 30kDa-Fragment, das nach a-
chymotryptischem Verdau erhalten wird und allen Mitgliedern der Protein4.1-Su-
perfamilie gemeinsam ist. Dieser Proteinabschnitt enthélt auch die Bindungsstellen fur
AE1 und Glycophorin C. Die Bindung zwischen blS1-Spectrin und Actin wird durch
den Calmodulin/Protein4.1-Komplex verstarkt. Steigende Ca**-Konzentration und die
damit verbundende Bindung von Ca®* an Calmodulin filhrt anscheinend zu einer Kon-
formationsanderung im Protein4.1-Molekll wobei sich die Specrin/Actin-Bindung lo-
ckert. Die Spectrin/Protein4.1-Bindung wird durch die Erhéhung der Ca*'-
Konzentration nicht beeinflul3t (Tanaka et al., 1991).

Die Bedeutung von Protein4.1 als Verknipfungsmolekil zwischen dem Mem-
branzytoskelett und der Plasmamembran der Erythrozyten ist in den letzten Jahren in-
tensiv untersucht worden. Fir die Bindung von Protein4.1 an AE1 ist auf beiden Pro-
teinen ein kurzes Motiv, bestehend aus jeweils finf Aminosauren, von Bedeutung
(J6ns und Drenckhahn, 1992). Auf AE1 besteht dieses Motiv aus drei aufeinander
folgenden Argininen (Aminosauren mit stark basischen Seitengruppen), die zusam-
men einen basischen Kern bilden, der N- und C-terminal von einer hydrophoben Ami-
nosaure flankiert wird. Diesem LRRRY- bzw. IRRRY-Motiv auf AE1 ist das Motiv
LEEDY auf Protein4.1 gegenlbergestellt. LEEDY hat mit zwei Glutaminsauren und
einer Asparaginsaure einen stark sauren Kern, der ebenfalls von hydrophoben Ami-

nosauren flankiert wird. Punktmutationen der einzelnen Aminoséauren innerhalb des
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Bindungsmotivs auf Protein4.1 ergaben, dal’ die Bindungsaffinitat von Protein4.1
sowohl durch Austausch der hydrophoben wie auch der sauren Aminoséuren signifi-
kant vermindert wird (Jons et al. Manuskript in Vorbereitung). Stéchiometrische Ana-
lysen zum Bindungsverhaltnis zwischen AE1 und Protein4.1 belegen, dal3 bis zu zwei
Molekiile Protein4.1 an einem Molekil AE1 binden kdnnen (Riuckmann et al., 1997).
Durch Deletion unterschiedlicher Bereiche der zytoplasmatischen Doméane von AE1l
konnte gezeigt werden, dafd in vitro die Peptidabschnitte LRRRY/IRRRY beide eine
Bindung mit Protein4.1 eingehen kdnnen (Jons et al. bisher nicht veroffentlicht).

Die auf AE1 identifizierte Bindungssequenz LRRRY/IRRRY findet sich in identi-
scher oder in abgewandelter Form auch in einer Anzahl weiterer Proteine
(Drenckhahn et al., 1996). Die auf Glycophorin C (YRHKG) und CD44 (SRRRC/-
QKKKL) vorhandenen Motivabschnitte scheinen ebenfalls fir die Bindung dieser Pro-
teine an Protein4.1 von Bedeutung zu sein (Marfatia et al., 1994; Nunomura et al.,
1997).

Welche Funktionen Protein4.1-Isoformen in nicht-erythrozytaren Zellen haben, ist
bisher noch wenig untersucht worden. Protein4.1 kommt in nicht-erythrozytaren Zellen
in verschiedenen zellularen Lokalisationen vor und scheint aufRer mit Spectrin und
Actin auch Interaktionen mit weiteren Proteinen, wie zum Beispiel Tubulin oder Myo-
sin, eingehen zu kénnen (Correas und Avila, 1988; Pasternack und Racusen, 1989).
In Endothelzellen ist Protein4.1 strikt membranassoziiert und im Bereich der Adhae-
renskontakte angereichert (Cohen et al., 1982; Leto et al., 1986). Neben den Plas-
mamembran-assoziierten Protein4.1-Isoformen sind in den letzten Jahren verschie-
dene kernassozierte Isoformen beschrieben worden (Correas, 1991; Krauss et al.,

1997a; Krauss et al., 1997b; Lallena und Correas, 1997; Luque et al., 1998).

2.1.2.3 Ankyrin

Ankyrin wurde wie die meisten Proteine, die das Membranzytoskelett aufbauen, ur-
sprunglich als peripheres Membranprotein der Erythrozyten entdeckt. Neben der
Hauptproteinbande von 206 kDa findet sich nach gelelektrophoretischer Auftrennung

eine Abfolge weiterer Proteinbanden, die Ankyrinisoformen darstellen, entstanden
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durch unterschiedliche Prozessierung der pra&-mRNA sowie durch proteolytischen
Abbau von Ankyrin (Steck et al., 1971; Lux et al., 1990a).

Neben dem erythrozytaren Ankyrin sind verschiedene Ankyrinisoformen beschrie-

ben worden, fir die drei Gene kodieren. In Tabelle 2 (S. 20) sind die bekannten Anky-
ringene, die Genprodukte und deren Vorkommen zusammengestellt.
Alle Ankyrinisoformen verfiigen tber eine gemeinsame Proteinstruktur, die aus einer
N-terminalen Membranbindungsdomane, einer Spectrin-Bindungsdomane sowie einer
C-terminalen regulatorischen Doméne bestehen (Bennett, 1992; Lambert und Ben-
nett, 1993; Peters und Lux, 1993).

Im Erythrozyten verankert Ankyrin als Adaptormolekil Gber die Bindung an Spec-
trin und an AE1 das submembranare Zytoskelett mit der Zellmembran (Bennett und
Stenbuck, 1979). In den letzten Jahren sind weitere Membranproteine als Bin-
dungspartner sowohl fir das erythrozytare als auch fiir die anderen Ankyrinisoformen
identifiziert worden. So bindet Ankyrin an die Na',K*-ATPase, den Na', Ca*-
Austauscher und an spannungsabhangige Natriumkanale (Nelson und Veshnock,
1987; Koob et al., 1988; Srinivasan et al., 1988; Smith et al., 1991, Li et al., 1993;
Jordan et al., 1995). Die Uber Ankyrin mit dem Spectrin-Actinzytoskelett verknipften
integralen Membranproteine sind in ihrer lateralen Mobilitdt eingeschréankt und kénnen
in bestimmten Subdomé&nen angereichert sein, wie z. B. die Na*,K*-ATPase im Ran-
vierschen-Schnurring (Bennett, 1990).

Bestimmte Ankyrinisoformen binden an die zur Immunoglobulin-Superfamilie ge-
horenden Zelladhasionsmolekile Neurofascin und L1 (Davis und Bennett, 1994). Die
durch Ankyrin vermittelte Verknupfung dieser Zelladhdsionsmolekile mit dem
Spektrin-Actinzytoskelett spielt unter anderem eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
des Nervensystems (Davis und Bennett, 1993; Davis et al., 1993; Davis und Bennett,

1994)
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Tabelle 2 Ankyrin:

Gen Proteinisoformen weitere Bezeichnung Vorkommen
ANKI ANK SI1-2 Protein2.1, Protein2.2 im Erythrozyten und
Ankyrinl,Ank g im Kleinhirn

(R = rote Blutzelle)

ANKII ANK SI11-2 Ankyrin2, Ank g in Neuronen und Gliazellen
(B = brain)

ANKIII ANK SIII1-4 Ankyrin3, Ank g im Ranvierschen Schniirring,
(G = general) in verschiedenen Epithelzellen,

in der Plazenta, etc.

(Lambert et al., 1990; Lux et al., 1990a; Otto et al., 1991; Kordelli et al., 1995)

Die Membranbindungsdoméane von Ankyrin 1 besteht aus 24 repetitiven Se-
guenzabschnitten, den Ankyrin-Repeats, die jeweils ca. 33 Aminosduren umfassen
(Lambert et al., 1990; Lux et al.,, 1990b). Jeweils sechs dieser Ankyrin-Repeats or-
ganisieren sich zu vier Bindungssubdomanen (Michaely und Bennett, 1993). Ho-
mologe der Ankyrin-Repeats sind auch in vielen nicht mit Ankyrin verwandten Pro-
teinen beschrieben worden (Bork, 1993; Peters und Lux, 1993). Proteine mit Ankyrin-
Repeats sind ubiquitarer verbreitet und kommen auch in Invertebraten, Hefen, Bakte-
rien und Viren vor (Gallagher et al., 1997).

Kombinationen der unterschiedlichen Repeats sowie die unterschiedlichen De-
terminanten, die auf einer Repeat-Doméane vorhanden sind, fihren zu der grof3en Di-
versitdt der Ankyrin-Membranprotein-Interaktionen (Michaely und Bennett, 1995a;

Michaely und Bennett, 1995b).

2.1.2.4 Protein4.2 (Pallidin) Protein4.9 (Dematin)

Protein4.2 und Protein4.9 sind beide als Komponenten des Membranzytoskeletts des
Erythrozyten entdeckt (Bennett, 1990; Cohen et al., 1993) und in der Zwischenzeit

auch in verschiedenen nicht-erythrozytaren Zellen nachgewiesen worden (Fried-richs
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et al., 1989). Obwohl beide Proteine, insbesondere Protein4.2, mit 200.000 Ko-
pien pro Zelle (Yu und Steck, 1975; Korsgren und Cohen, 1986), wichtige Kom-
ponenten des Membranzytoskeletts zu sein scheinen (hamolytische Anaemie bei Pro-
tein4.2-Mangel), konnte deren genaue Funktion noch nicht aufgeklart werden. Prote-
in4.2 bindet wie auch Protein4.1 und Ankyrin an die zytoplasmatische Doméne von
AE1l. Die durch diese Bindung bewirkte Konformationsanderung reguliert maog-
licherweise die Bindung von Ankyrin an AE1 (Cohen et al., 1993).

Fur Protein4.9 ist bekannt, da3 es an Actin bindet und Actin-bindelnde Eigen-
schaften besitzt. Es besteht aus zwei 48kDa- sowie einer 52kDa-Untereinheit. Die N-
terminale 30kDa Doméane der 48kDa-Untereinheit weist Homologien zu Villin auf, ei-
nem ebenfalls Actin-bindenden und -biindelnden Protein des Burstensaums. Bei der
Erythrozytenreifung ist die durch Protein4.9 vermittelte Actinbiindelung wéhrend der
Kernausstolung der Normoblasten méglicherweise wichtig. (Koury et al., 1989). Inte-
ressanterweise haben Protein4.2 und Protein4.9 einen elf Aminosduren langen iden-
tischen Peptidabschnitt, zeigen sonst aber keine Sequenzhomologie. Dieses Motiv
enthalt eine ATP-Bindungsstelle. Es erscheint somit denkbar, dal3 die Protein-Protein-
Interaktionen, die Protein4.2 und Protein4.9 eingehen kénnen, Uber ATP-Bindung

reguliert werden (Azim et al., 1996).

2.2 Epitheliale Verkntpfungsproteine

Im Folgenden werden mit Ezrin und SAP 97 zwei Proteine beschrieben, die nicht im
Erythrozyten, aber in verschiedenen Epithelzellen vorkommen. Beide Proteine binden
an zytoskelettale Strukturen und haben Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der Pola-

ritat dieser Zellen.

2.2.1 Ezrin

Ezrin gehort zur Protein4.1-Superfamilie (siehe S. 16) und bildet zusammen mit Ra-
dixin und Moesin eine Unterfamilie, die als ERM-Familie bezeichnet wird (Mangeat et

al., 1999; Tsukita et al., 1994).
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Die ERM-Proteine sind wie Protein4.1 Membran-Zytoskelett-Verknupfungspro-
teine. Ezrin kommt in verschiedenen Epithelzellen vor, ist dort meist apikal, aber auch
basolateral lokalisiert (Publikation 3; Hanzel et al., 1989; Hanzel et al., 1991).

Fur die Funktionen von Ezrin spielt die Phosphorylierung einzelner Aminosauren
eine entscheidende Rolle (Nakamura et al., 1996; Matsui et al., 1998). Es besitzt C-
und N-terminale-Assoziations-Doméanen, welche die Bildung von Dimeren und Oli-
gomeren ermoglichen und die fir die Bindung an Actin und mdoglicherweise auch an
weitere Proteine wichtig sind. Im nicht-phosphorylierten Zustand sind die Asso-
ziations-Domanen durch Faltung innermolekular maskiert und die Bindung an Actin
sowie aneinander ist nicht moglich oder erschwert. Phosphorylierung fihrt zur Ent-
faltung der Assoziations-Domanen und so zur Aktivierung der Ezrinmolekile. Diese
kénnen nun dimerisieren oder auch oligomerisieren; dies scheint eine Voraussetzung
fur die Translokation zum apikalen Zellpol zu sein (Chen et al., 1995; Kondo et al.,
1997). Durch Phosphorylierung aktiviertes Ezrin bindet an Actin und beteiligt sich an
der Ausbildung von Mikrovilli und anderen Membranauffaltungen (Oshiro et al., 1998;
Shaw et al.,, 1998). Dariiber hinaus besitzt Ezrin Bindungsstellen fiir verschiedene
Membranproteine wie CD44, die Interzellularen Adhasionsmolekile (ICAM-1, 2, 3)
und die H" ,K*-ATPase (Serrador et al., 1997; Tsukita et al., 1997; Heiska et al., 1998;
Yonemura et al., 1998). Mdéglicherweise wird die Bindung von Ezrin an Proteine mit
mehreren Transmembrandomé&nen durch ein weiteres Adaptormolekil vermittelt.
EBP50 (ERM bindendes Phosphoprotein von 50kDa) wurde in Epithelien mit Ezrin
kolokalisiert gefunden (Reczek et al., 1997). EBP50 besitzt zwei PDZ-Domanen (sie-
he S. 23) und verfugt Gber Bindungsstellen fur Ezrin und fur zytoplasmatische Doma-
nen verschiedener Membranproteine (Hall et al., 1998a; Hall et al., 1998b), wie den

CFTR-Chloridkanal (Short et al., 1998).

2.2.2 SAP 97

Das Synapsen-assozierte-Protein (SAP) 97 gehort zur Familie der MAGUK-Proteine,
wobei MAGUK fiir ,membrane associated guanylate kinase homologues” steht. SAP

97 kommt in verschiedenen Regionen im Gehirn vor (hier Gberwiegend an prasynapti-
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schen Nervenendigungen asymmetrischer Synapsen), ist aber auch in unter-
schiedlichen peripheren Organen gefunden worden (Mdller et al., 1995). Wir konnten
zeigen, dal3 SAP 97 in Parietalzellen vorhanden ist und hier entlang der basolateralen
Plasmamembran vorkommt (Publikation 3). Die Funktion der MAGUK-Proteine liegt in
der Kopplung extrazellularer Signale mit intrazellularen Ubertragungswegen sowie in
der Interaktion mit dem zellularen Zytoskelett.

Die Mitglieder der MAGUK-Familie sind gekennzeichnet durch das gemeinsame
Vorkommen von drei charakteristischen Doméanen (Cho et al., 1992; Woods and Bry-
ant, 1991): der PDZ-Domane, der SH3-Domane und der GUK-Doméne. PDZ leitet
sich her von den Anfangsbuchstaben der ersten drei Mitglidern dieser Familie: PSD-
95 (protein of postsynaptic density of 95kDa), Dlg (Drosophila lethal discs-large-1 tu-
mor suppressor gene) und ZO-1 (Zonula-Occludens-Protein-1). der SH3 steht fir (src
homology 3). Die GUK-Domé&ne weist Homologie zu einem Enzym der Guanylat-
Kinase auf.

Die PDZ-Doméanen der MAGUK-Proteine sind bisher am besten untersucht und
kommen aul3er bei den MAGUK-Proteinen auch in anderen Proteinen wie zum Bei-
spiel in EBP50 vor (siehe S. 22). Eine PDZ-Domaéne stellt einen 80-90 Aminosauren
langen Peptidabschnitt dar und enthéalt Bindungsstellen fur verschiedene Mem-
branproteine, die Uber die letzten drei bis zehn C-terminalen Aminoséuren gebunden
werden. In-vitro-Studien konnten zeigen, dal3 z.B. der Glutamatrezeptor vom Typ des
N-methyl-D-aspartat (NMDA) Rezeptors oder der einwarts rektifizierende Kaliumkanal
Kird.1 so gebunden und mdglicherweise an bestimmten Subdomanen der Plas-
mamembran von Nervenzellen angereichert werden (Kim et al., 1995). Wir konnten
bei einer Membranpraparation aus der Niere die Na*,K*-ATPase und SAP 97 mit den
entsprechenden gegen diese Proteine gerichteten Antikorpern koprazipitieren (Bennai
et al., Manuskript in Vorbereitung).

Die Verbindung der MAGUK-Proteine mit dem Zytoskelett kann aul3er tber direkte
Bindung an Actin (Fanning et al., 1998) auch tber die Adaptorproteine Protein4.1 o-
der Ezrin erfolgen (siehe S. 38; Publikation 3; Marfatia et al., 1994; Marfatia et al.,

1995). In verschiedenen anderen Proteinfamilien, die ebenfalls SH3-Doménen be-
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sitzen, werden diese fir die Bindung an Actin oder an andere Proteine, die in die
Signaliibertragung eingeschaltet sind, verantwortlich gemacht. Fur die MAGUK-Pro-
teine ist jedoch bisher auRer Actin (Fanning et al., 1998) kein weiterer SH3-Bin-
dungspartner identifiziert worden. Die Funktion der GUK-Doméne bei MAGUK-Pro-
teinen ist ebenfalls noch ungeklart. Die ATP-abhangige Phosphorylierung von GMP
zu GDP durch MAGUK-Proteine konnte noch nicht nachgewiesen werden. Das Bin-
dungsverhalten fir die Nukleotide ist zwischen den Familienmitgliedern sehr un-
terschiedlich. Erythrozytares P55 bindet sowohl ATP wie GMP; ZO-1 und ZO-2 bin-
den keines von beiden; SAP 90 nur GMP, aber kein ATP und durfte somit wie die ZO-
Proteine keine Enzymaktivitat aufweisen. Ob die MAGUK-Proteine an einen G-
Protein-abhangigen Signalweg gekoppelt sind und mdglicherweise lokal die Nu-
kleotidkonzentration beeinflussen, ist nicht geklart. Alternativ kbnnte aber auch ein
durch die Nukleotidbindung bewirkter allosterischer Effekt die Protein-Protein-Inter-

aktionen beeinflussen.

3 Transportproteine mit Verbindung zum Membranzytoskelett
3.1 HCOg, CI'-Anionenaustauscher

AE1 ist verantwortlich fir den elektroneutralen Austausch von Bikarbonationen
(HCO3) gegen Chloridionen (CI) in Erythrozyten. Erythrozyten sind hoch spezialisiert
fur den O, -Transport und den Gasaustausch in der Lunge und peripheren Geweben.
In der Lunge fihrt die Bindung von O, an Hamoglobin zur Abdissoziation von H*-
lonen. Der H*-Anstieg treibt die Carboanhydrasereaktion in Richtung CO, (H" + HCO3’
— CO; + H0). Fir jedes abgegebene CO, wird ein HCO3 -lon im Austausch gegen
ein Cl-lon in den Erythrozyten aufgenommen. In der Peripherie wird in den Erythro-
zyten die Umsetzung von CO, und H,O in H'-lonen und HCOs-lonen katalysiert.
HCOg3 wird im Austausch gegen CI' in das Blutplasma abgegeben und wird so aus

dem Reaktionsgleichgewicht entfernt. Das in der Zelle verbleibende H*-lon bindet an

25



Hamoglobin und beschleunigt dadurch die O,-Abgabe (Rechtsverschiebung der
O,-Dissoziationskurve, Bohr’scher Effekt).

Mitglieder der AE-Genfamilie, von denen mittlerweile neben AE1 auch AE2 und
AE3 identifiziert worden sind, konnten in den letzten Jahren in fast allen Geweben
beschrieben werden (siehe Tabelle 3 S. 26). Der Prototyp der AE-Familie kommt al-
lerdings nur in Erythrozyten und im Gehirn vor (Havenga et al., 1994). In den Typ-A-
Schaltzellen der Niere wird das AE1-Gen alternativ gespleildt, so dal’ eine N-terminal
trunkierte AElisoform (RenAE1l) entsteht (Wagner et al., 1987; Drenckhahn et al.,
1989; Kudrycki und Shull, 1989; Kollert-Jons et al., 1993). RenAEL1 ist funktionell an
die Aktivitat der apikalen Protonenpumpe gekoppelt. Fir jedes apikal in den Urin ab-
gegebene H'-lon verbleibt ein HCO3™-lon als Alkalidquivalent in der Zelle, das basola-
teral (Blutseite der Zellen) im Austausch gegen CI abgegeben wird (die A-
Schaltzellen sind wie die Erythrozyten reich an Carboanhydrase). Defekte dieser
Sammelrohrfunktion (unter anderem durch Mutationen von RenAE1 bedingt) fihren
zum Krankheitsbild der distalen renalen Azidose (Bruce et al., 1997; Rysava et al.,
1997; Tanner, 1997).

Zwei der bisher klonierten AE2-Familienmitglieder (AE2a und AEZ2b) zeigen zu-
mindest in der Northernblot-Analyse ein ubiquitareres Expressionsmuster (Wang et
al., 1996). Das Genprodukt von AE2c wird hingegen nur im Magengewebe gefunden
(Alper et al., 1994; Wang et al., 1996; Alper et al., 1997). Im Magen kommt AE2c
ausschlie3lich in Parietalzellen vor und ist hier basolateral lokalisiert (Publikation 1;
Stuart Tilley et al., 1994).
AEL1 erflllt zwei Funktionen:
1. den Bikarbonattransport im Dienste des O,/CO, Gasaustausches und
2. die Bildung eines plasmalemmalen Verankerungspunktes fir das Membrazyto-
skelett. Die Verankerung erfolgt Gber die Adaptormolekile Ankyrin und Protein 4.1
(siehe Abb. 2 S. 10).

Interessanterweise scheint AE1 fur den strukturellen Aufbau des submembranaren

zytoskelettalen Netzwerkes der Erythrozyten nur von untergeordneter Bedeutung zu
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sein. Das erythrozytdre Membranzytoskeletts von Mausen mit einer Nullmutation
fur das AE1-Gen weist so gut wie keine Unterschiede zu normalen Erythrozyten auf.
Spectrin, Actin und Protein4.1 waren in normaler Konzentration vorhanden; Ankyrin
war um 50% reduziert; Protein4.2. konnte nicht nachgewiesen werden. Die Tiere hat-
ten zwar eine schwere hamolytische Andmie (Sphéarozytose), waren aber zum Teil
sogar fortpflanzungsfahig (Peters et al., 1996). Ob mdglicherweise die Bindung tber
Adducin an Stomatin oder von Protein4.1 Gber Glycophorin C das Fehlen von AE1l
ersetzen kann oder ob die Fixierung des Membranzytoskeletts an integrale Membran-
proteine Uberhaupt fur die regelgerechte Anordnung und Zusammensetzung des

Membranzytoskeletts notwendig ist, kann noch nicht abschlieRend beantwortet wer-

den.

Tabelle 3 Anionenaustauscher:

Gen Proteinisoformen weitere Bezeichnung Vorkommen

AE1l EryAE1, RenAE1l Bande 3 in Erythrozyten,im Gehirn
und in Typ A Schaltzellen
der Niere

AE2 AE2a, b, c —_ AE2a: in samtlichen Gewben
AEZ2b: im Magendarmtrakt,
Niere, Leber, Gehirn, Lunge
und Uterus
AEZ2c: in Parietalzellen des
Magens

AE3 AE3a, b, c e in Herzmuskelzellen, in Muskel-

zellen der GefaRwand und des
Uterus, in verschiedenen Epithel-
zellen, im Gehirn, in Retina und
Lunge

(Drenkhahn et al., 1984; Wagner et al., 1987; Kopito, 1990; Alper, 1991; Kollert-Jons et al. 1993;
Morgans und Kopito, 1993; Yannoukakos et al.,1994)

3.2 Na'K'-ATPase und H" K*-ATPase

Die Na',K*-ATPase ist unter anderem firr die Ausbildung des Membranpotentials und
damit als Motor fur Natrium-Kotransportsysteme notwendig. Sie kommt praktisch in
samtlichen Zellen vor und ist in Epithelzellen bis auf wenige Ausnahmen (Epithel des
Plexus choroideus und Pigmentepithel der Retina) in der basolateralen Zellmembran

lokalisiert.
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Im Unterschied zu dem ubiquitdren Vorkommen der Na*,K*-ATPase sind H* K*-
ATPasen auf wenige Zelltypen des Organismus beschrankt. Im Magen kommt die
H* K*-ATPase nur in den Parietalzellen der Magendriisen vor, die fir die Anséuerung
des Mageninhaltes verantwortlich sind. Die H",K*-ATPase kommt in einer streng pola-
risierten Verteilung in den Parietalzellen vor. Dort ist sie im Gegensatz zur basolateral
lokalisierten Na',K'-ATPase ausschlieBlich auf die apikale Plasmamembran be-
schrankt und fehlt basolateral (siehe S. 36).

Beide ATPasen gehoren zur Familie der P-Typ-ATPasen und bestehen aus einer
a- und einer b-Untereinheit, die sich in einer 1:1 Stochiometrie zu stabilen Hetero-
dimeren zusammen lagern (Koenderink et al., 1999). Die Bezeichnung P-Typ weist
auf einen hochkonservierten Asparaginsaurerest im aktiven Zentrum der ATPasen
hin, der wahrend des lonentransportes transient phosphoryliert wird. Die katalytischen
a-Untereinheiten der Na',K'-ATPase und der H',K'-ATPase weisen mit 63% einen
hohen Grad an Sequenzidentitat auf (Koenderink et al., 1999). Die stark gly-
kosylierten b-Untereinheiten beider ATPasen sind einander strukturell ebenfalls sehr
ahnlich, besitzen jedoch nur eine Sequenzidentitdt von 30%. Die Bildung von Chiméa-
ren zwischen den verschiedenen Untereinheiten der Na*,K*-ATPase und der H*,K"-
ATPase ist experimentell moéglich. Die ATPase-Aktivitat dieser Chimarenmolekiile
liegt jedoch nur bei ca. 10% des jeweiligen Wildtyps, auRerdem zeigen die entspre-
chenden b-Untereinheiten eine Kklare Praferenz zur eigenen a-Untereinheit
(Koenderink et al., 1999). Obwohl die katalytischen Funktionen der Enzyme eindeutig
auf der a-Untereinheit lokalisiert sind, ist fur ihre Aktivitat die Komplexbildung mit der
b-Untereinheit zwingend notwendig. Der bereits im endoplasmatischen Retikulum er-
folgte Zusammenbau des Heterodimers ist die Voraussetztung fur den gerichteten
Transport zur basolateralen (Na*,K*-ATPase) bzw. zur apikalen (H',K*-ATPase) Zell-
domane (Caplan, 1997b). Die Signalsequenzen fiir den gerichteten Transport nach
apikal oder nach basolateral sind auf der a-Untereinheit der ATPasen lokalisiert
(Dunbar et al., 1998; Muth et al., 1998).

Die Na',K*-ATPase und die H" K'-ATPase weisen, wie im vorangegangenen Ab-

schnitt beschrieben, hinsichtlich ihrer kompartimentspezifischen Positionierung deutli-
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che Unterschiede auf. Die sehr unterschiedliche Dynamik und die komplementéare
Lokalisation der beiden ATPasen deuten differenzielle, spezifische Veran-
kerungsmechanismen mit zytoskelettalen Strukturen an.

Uberexpression von Spectrinfragmenten in Epithelzellen fiihrt zur Disorganisation

des Membranzytoskelets, zu einer randomisierten Verteilung der Na*,K*-ATPase und
damit zur Zerstérung der normalen epithelialen Polaritat (Hu et al., 1995). Die Na*,K*-
ATPase verfugt mit der Aminosauresequenz ,ALLK" Gber ein Bindungsmotiv fir Anky-
rin und kann so Uber ihre zytoplasmatische Domane an dieses Verknupfungmolekdil
binden (Koob et al., 1988; Jordan et al., 1995).
Im Unterschied zur statischen Verankerung der Na*,K*-ATPase sollte eine mogliche
Wechselwirkung der H" K*-ATPase mit Komponenten des Zytoskeletts dynamischer
sein. Die tubularen Vesikel und damit auch die H",K'-ATPase haben keinen erkenn-
baren Kontakt mit zytoskelettalen Proteinen (Hanzel et al., 1989). Erst wahrend der
stimulationsabhangigen Fusion dieser Vesikel mit der apikalen Membran kommt es
zur zytoskelettalen Interaktion, die, im Sinne einer Oberflachenvergroéf3erung, in der
Ausbildung unregelméanRig geformter mikrovillusahnlicher Strukturen resultiert (siehe S.
38).

Die Interaktion von Membranproteinen mit dem Membranzytoskelett stabilisiert die
entsprechenden Membrandomanen und gewahrleistet so eine gleichbleibende Funk-
tionstiichtigkeit der Zellen.

Dieser Funktionszustand kann durch Aktivierung oder durch Deaktivierung der Zel-
len verandert werden. Die Verbindungen zu den zytoskelettalen Strukturen kénnen
geldst oder neu geknlpft werden, und es kann zu umfassenden Umbauvorgange in-
nerhalb der Zellen kommen. Beispielhaft sind derartige zellulare Veranderungen an
den Parietalzellen untersucht worden. In diesen Zellen kommt es nach Aktivierung der
Zellen durch Fusionsereignisse zu einer OberflachenvergrofR3erung der apikalen
Membrandomane und daran gekoppelt zu einer Steigerung der HCI-Sekretion. Der
dieser Fusion zugrundeliegende Mechanismus war bisher nicht bekannt und konnte

im Rahmen der vorliegenden Arbeiten in wesentlichen Teilen aufgeklart werden. In
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den nachfolgenden Kapitel der Einleitung werden kurz der intrazellulare Trans-

port von Vesikeln und ausfihrlicher Mechanismen der Membranfusion beschrieben.

4 Gerichtete Membranfusion in Epithelzellen

Es bestehen prinzipiell zwei Mdglichkeiten, wie Membranproteine eine polare Ver-
teilung in Epithelzellen erhalten konnen (Caplan, 1997a):

1. Vektorieller Transport: Die Membranproteine werden im Trans-Golgi-Netzwerk in
spezifische apikale bzw. basolaterale Transportvesikel sortiert, die nur mit der api-
kalen oder basolateralen Plasmamembran fusionieren kénnen (Simons und Wan-
dinger Ness, 1990; Drubin und Nelson, 1996).

2. Transzytotische Steuerung: Die apikalen- und basolateralen Membranproteine
werden nicht in unterschiedliche Transportvesikel sortiert, sondern randomisiert in die
basolaterale Plasmamembran der Zelle eingebaut. Die nach diesem Zufallsprinzip in
die falsche Doméne gelangten Proteine werden anschlieRend durch Transzytose zur
korrekten Membrandomane transportiert oder lysosomal abgebaut (Drubin und Nel-
son, 1996; Weimbs et al., 1997). Darmepithelien nutzen eine Mischung aus beiden
Transportwegen, wohingegen in Hepatozyten Transzytose der vorherrschende Sortie-
rungsmechanismus zu sein scheint. Die Zymogengranula der exokrinen Pankreas-
drusenzellen werden durch vektoriellen Transport nach apikal befordert. Der Inhalt
der Vesikel wird dann durch regulierte Exozytose ausschlief3lich an dieser Zelloberfla-
che abgegeben (Gardner und Jensen, 1986).

Die Effizienz des gerichteten Transport zum apikalen Zellpol wird durch das Mi-
krotubulus-System entscheidend gesteigert. Mikrotubuli sind in Epithelzellen spezi-
fisch ausgerichtet, wobei das polimerisationsinaktive Ende (Minusende) zum apikalen
und das Plusende zum basalen Zellpol weist. Somit ist innerhalb der Epithelzellen ein
gerichtetes Transportsystem ausgebildet. Mit Hilfe von mikrotubulusabhangigen Mo-
torproteinen kénnen Vesikel entweder zum Minusende (Dynein) oder zum Plusende
(Kinesin) transportiert werden. (Achler et al., 1989; Holzbaur und Vallee, 1994; Lafont
et al.,, 1994; Kraemer et al., 1999). Diese Vorstellung wird unter anderem dadurch

gestitzt, dall Zymogengranula des Pankreas auf ihrer Membran den Dyneinrezeptor
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und Dynein tragen, nicht jedoch den Kinesinrezeptor und Kinesin und daher nur
an der apikalen Plasmamembran zur Exozytose kommen (Kraemer et al., 1999).

Die Bedeutung der Mikrotubuli fir das korrekte Sortieren von Membranproteinen
lai3t sich durch Gabe von Colchicin oder Vinblastin nachweisen. Diese die Mikrotubuli
zerstoren Substanzen haben einen dramatischen Einflu auf die Verteilung von api-
kalen Membranproteinen, wie etwa der Sucrose-lsomaltase, der Aminopeptidase N
oder der Alkalischen-Phosphatase. Nach Colchicin- oder Vinblastin-Gabe erscheinen
die normalerweise nur apikal lokalisierten Proteine auch basolateral, wohingegen die
Verteilung der basolateral lokalisierten Na*,K*-ATPase nicht beeintrachtigt ist (Achler
et al., 1989; Eilers et al., 1989). Nach Wegnahme der Alkaloide reorganisiert sich das

Mikrotubulus-Systems wieder und die zellulare Polaritat baut sich erneut auf.

4.1 SNARE-Mechanismus

Die exozytotische Fusion zwischen intrazellularen Vesikeln und der Plasmamembran
findet nicht spontan statt, sondern erfordert spezifische Fusionsproteine, die die Li-
piddoppelschichten so nahe aneinanderbringen, dal’ eine Fusion ermdglicht wird. In
dieser Modellvorstellung wird postuliert, daf3 die Paarung von SNARE-Proteinen
(SNAP-Rezeptor-Proteine) der Vesikel (v-SNARE-Proteine) mit verwandten Rezep-
torproteinen auf der Ziel (target)-Membran (t-SNARE-Proteine) fur die Spezifitdt der
Anheftung und damit fir den ersten Schritt des Fusionsvorgangs verantwortlich ist
(Sollner et al., 1993; Rothman und Warren, 1994).

In den letzten Jahren sind verschiedene Proteine identifiziert worden, die fur das
Anheften der Vesikel und die Einleitung der anschlieRenden Fusion von Bedeutung
sind (Bennett und Scheller, 1993; Ferro-Novick und Jahn, 1994). Integrale v-SNARE-
Proteine sekretorischer Vesikel gehdren zur Synaptobrevin-Familie, wahrend an der
Plasmamembranseite die t-SNARE-Proteine Syntaxin und SNAP25 vorhanden sind.
Diese Proteine haben eine hohe Affinitat zueinander und bilden einen initialen Haft-
komplex aus (Sollner et al., 1993; Calakos et al., 1994). Fur die Ausbildung dieses

Komplexes ist ein ungefahr sechzig Aminosauren langer Proteinabschnitt verant-
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wortlich, der in allen SNARE-Proteinen vorhanden ist und als SNARE-Motiv be-
zeichnet wird (Terrian und White, 1997; Weimbs et al., 1997). Kristallographische Un-
tersuchungen haben gezeigt, dafl3 im Zentrum der SNARE-Motive entweder ein Glu-
tamin (Q), z. B. bei den Syntaxinen und bei SNAP25 oder ein Argenin (R), z. B. bei
den Synaptobrevinen an exponierter Stelle lokalisiert ist. Diese Entdeckung hat zu
einer erweiterten Terminologie der SNARE-Proteine gefiihrt. Die neue Q/R-Klassifi-
zierung ist der alten Terminologie insofern tberlegen, da das Verteilungsmuster von
einigen Mitgliedern der SNARE-Familie sich nicht mit der streng nach Vesikel- und
Ziel-Membran unterscheidenden v- und t-SNARE-Terminologie in Einklang bringen
laRt (Jahn und Sudhof, 1999).

Der SNARE-Haftkomplex bildet sich spontan in nicht denaturierenden Lésungen
und ist ungewohnlich stabil. Weder Erhitzen auf 90°C noch SDS-Behandlung fiihren
zur Spaltung des Komplexes. Zellen, in denen Membranfusion durch die Ausbildung
des SNARE-Komplexes initiiert wird, verfigen uber spezialisierte Regulatorproteine,
deren Aufgabe die Dissoziation der im Haftkomplexkomplex miteinander verbundenen
SNARE-Proteine ist. Bei diesen Regulatorproteinen handelt es sich um die auch frei
im Zytoplasma vorkommenden Proteine NSF (N-ethylmaleimid-sensitive factor) und
die Adaptor-Proteine a, b, ¢gSNAP (a, b, g-soluble NSF attachment protein). NSF ist
ein Hexamer und hat Eigenschaften einer ATPase (Wilson et al., 1989; Tagaya et al.,
1993). NSF alleine ist nicht in der Lage, den SNARE-Komplex zu binden und diesen
zu spalten, sondern bedarf der SNAPs. Diese muissen zuerst an den SNARE-
Haftkomplex gebunden haben, bevor NSF binden kann. Die Hydrolyse von ATP flhrt
dann zur Dissoziation des zuvor gebildeten Komplexes, wodurch die eigentliche Fusi-
on der Lipiddoppelmembranen eingeleitet wird. Die Vorgange, die zwischen der ATP-
Hydrolyse, der Dissoziation des SNARE-Komplexes und der Fusion liegen, sind mo-
lekular noch nicht geklart (Stdhof, 1995).

Die SNARE-Proteine wurden urspringlich sowohl in Hefe als auch in Neuronen identi-
fiziert und sind inzwischen auch in zahlreichen nicht-neuronalen Zellen nachgewiesen
worden. In verschiedenen Epithelzelltypen wie den Hepatozyten (Fujita et al., 1998),

den Sammelrohrzellen der Niere (Jo et al., 1995), den Parietalzellen des Magens
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(Publikation 4; Calhoun und Goldenring, 1997; Peng et al., 1997) und den Deck-
zellen der Harnblase (Born, et al., 1999) konnten Isoformen verschiedener SNARE-
Proteine identifiziert werden.

Das subzellulare Verteilungsmuster der SNARE-Proteine in den verschiedenen E-
pithelzellen ist sehr heterogen und |3t kein einheitliches Schema erkennen (Gaisano
et al., 1996; Delgrossi et al., 1997; Fujita et al., 1998). Einige SNARE-Proteine wie
das in Epithelzellen verbreitete SNAP23 (ein Homolog von SNAP25), kommt sowohl
basolateral vor (Azinuszellen des Pankreas), aber auch in einer hauptsachlich apika-
len Verteilung (MDCK-Zellen, Low et al., 1998). AuRerdem kann es zu einer Uberlap-
pender Verteilung homologer Mitglieder der SNARE-Familie innerhalb einer Zelle
kommen (Fuijita et al., 1998). Welche Bedeutung diese uneinheitliche Verteilung der
SNARE-Proteine fur die Epithelzellen hat, kann noch nicht beantwortet werden.

Die SNARE-Proteine selber scheinen nicht den Ort der Exozytose zu spezifizieren,
sondern nur an der Ausbildung der Haftkomplexe beteiligt zu sein. Daftr spricht unter
anderem die Beobachtung, dal3 Syntaxin 1 und SNAP25 in Neuronen entlang des
gesamten Axons gleichmallig verteilt vorkommen, die Exozytose der synaptischen
Vesikel aber nur an der prasynaptischen Membran stattfindet. Es bedarf also weiterer
Proteine, die den Ort der Fusion definieren.

Zum einen ware es mdglich, dal3 in Subdoménen, in denen die Fusion stattfindet,
die Q-SNARE-Proteine vor der Fusion aktiviert werden, zum Beispiel durch Asso-
ziation oder Dissoziation regulatorischer Proteine (Rothman und Séllner, 1997). Alter-
nativ ware aber auch denkbar, dal3 die Q-SNARE-Proteine immer aktiviert und kom-
petent flr eine Fusion sind, die Vesikel aber durch Leitstrukturen wie Mikrotubuli, Ac-
tin- oder Septinfilamente an den Ort der Fusion transportiert werden (Adams und
Pringle, 1984; Hsu et al., 1998; Xie et al., 1999).

Zu den Proteinen mit einer regulatorischen Funktion fur SNARE-Proteine gehort
Unc-18 aus Caenorhabditis elegans und dessen Homologe in Saugern, die Munc-18-
Isoformen (Hata et al., 1993; Garcia et al., 1994; Pevsner et al., 1994). Diese Proteine
weisen eine polare Verteilung in Epithelzellen auf und binden, im Fall von Munc 18

gezeigt, je nach Isoform nur an bestimmte Syntaxinisoformen. Die Bindung von Munc
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18 an Syntaxin verhindert die Bindung von SNAP25 oder Synaptobrevin, verhin-
dert also die Haftkomplexbildung. Regulatorische Proteine wie die Mints sind uber ihre
PDZ-Domanen an Plasmamembranproteine gebunden und so in den Abschnitten, in
denen Vesikelanheftung und -fusion ablauft, angereichert (Okamoto und Stdhof,
1997).

Eine weitere Gruppe von Proteinen, die fir das Anheften und fur die Fusion der
Vesikel mit der Plasmamembran von Bedeutung sind, stellen die Rab-Proteine dar.
Diese gehoren zur Familie der kleinen GTP-bindenden Proteine. Bisher ist jedoch
noch keine prézise Funktion der Rab-Proteine wéhrend des Fusionsprozesses be-
kannt (Chavrier et al., 1990; Sogaard et al., 1994; Zahraoui et al., 1994; Rothman und
Soéliner, 1997), es konnte jedoch durch Einsatz von dominant-negativ-Mutationen ge-
zeigt werden, dal3 Abwesenheit bestimmter Rab-Proteine zu einer Blockade in unter-
schiedlichen Stadien der Fusion fuhrt (Tisdale et al., 1992; Holz et al., 1994; Li et al.,
1994; Lazzarino et al., 1998; Ren et al., 1998;). Rab-Proteine haben offensichtlich
keine Bedeutung fur einen gerichteten Transport der Vesikel zur Zielmembran, mogli-
cherweise aber fir die Membranerkennung und die initiale Anheftung (Cao et al.,

1998; Ungermann et al., 1998a).

4.2 Homotypische Fusion

Bei der bisher beschriebenen Modellvorstellung der Fusionsvorgange handelte es
sich um die heterotypische Fusionen, also die Fusion von zwei unterschiedlichen
Membranen. Beide Membranen haben mit den aufgefuhrten R- bzw. Q-SNARE-
Proteinen und den Begleitproteinen eine unterschiedliche Proteinbestiic??kung, die
eine ortsgebundene und zielgerichtete Fusion ermdglicht. Neben dieser Art der Fu-
sion gibt es eine weitere, die homotypische Fusion. Beispiele sind die Fusion der Va-
kuolen in der Hefe, die Fusion von im endoplasmatischen Retikulum gebildeten
Transportvesikeln mit dem Golgikomplex oder die Fusion von Lysosomen unter-
einander (Nichols et al., 1997; Nichols und Pelham, 1998). Auch bei den homotypi-

schen Fusionsvorgdngen sind SNARE-Proteine entscheidend involviert. Im Gegen-
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satz zur heterotypischen Fusion finden sich bei der homotypischen Fusion auf den
Membranen, die miteinander fusionieren, ein jeweils identischer Proteinbesatz aus Q-
und aus R-SNARE-Proteinen. So ist es mdglich, daf’3 bei der homotypischen Fusion
jeder Membranabschnitt sowohl als Ziel- wie auch als Vesikelmembran an der Fusion
teilnehmen kann. Untersuchungen an Hefe-Vakuolen zeigten, dal3 die Hefeanaloga
von NSF (Sec18p) und von a-SNAP (Secl17p) auch fur die homotypische Fusion der
Vakuolen von Bedeutung sind. In diesem System haben die Regulatorproteine magli-
cherweise aber eine andere oder zumindest noch eine zusatzliche Funktion (Unger-
mann et al., 1998b). Die bei der homotypischen Fusion nebeneinander auf einer Ve-
sikelmembran vorhandenen SNARE-Proteine scheinen ebenfalls in einem Komplex
miteinander verbunden sein. Damit die einzelnen SNARE-Proteine fir die Ausbildung
des initialen Haftkomplexes zwischen zwei benachbarten Vesikeln zur Verfligung ste-
hen, mul} zuerst dieser laterale Komplex gelést werden. Dafiur scheinen sec18p und

secl7p verantwortlich zu sein (Ungermann et al., 1998b).

5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Die Parietalzelle als Modell fiir polare Differenzierung und Membranfusion

Parietalzellen weisen grof3e strukturelle und molekulare Unterschiede zwischen dem

basolateralen und apikalen Membrankompartiment auf (Urushidani und Forte, 1997,

Urushidani et al., 1997).

Die apikale Plasmamembran der Parietalzellen kann in verschiedene Kompartimente

unterteilt werden:

1. in die freie apikale Membran, die direkt an das Drisenlumen grenzt,

2. in die, von der freien apikalen Membran ausgehende, tiefe in das Zytoplasma der
Zellen hineinragende kandalchenartige Invaginationen und

3. in die unregelméaRig geformten vesikularen Membranen innerhalb der Zelle, die bei
Aktivierung der Zellen mit der canalicularen Membran verschmelzen und als pra-

apikale Reservemembran angesehen werden kdnnen (siehe Abb. 3 S. 35).
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Die Fusion der Tubulovesikel findet unter anderem nach Stimulation der Zellen
mit Gastrin, Histamin oder Acetylcholin statt. Als Folge dieser Membranumverteilung

vergrof3ert sich die apikale Membranoberflache um das Finf- bis Zehnfache.

Abb. 3 Schematische Darstellung der Membrankompartimente einer ruhenden und einer stimulierierten
Parietalzelle. Das Zytoplasma der ruhenden Zelle ist angefullt mit tubuléaren Vesikeln, die als praapikale
Membran angesehen werden kdnnen. Nach Stimulation der Zelle fusionieren die Vesikel mit der canali-

cularen Plasmamembran, was zu einer deutlichen VergroRerung dieser Membrandomane fiihrt. Die

canaliculéare freie apikale canaliculéare
Plasmamembran Plasmamembran Plasmamembran
Zonula /
occludens > ’ Q

tubuléare
Vesikel

laterale basale
Plasmamembran Plasmamembran

ruhende Parietalzelle stimulierte Parietalzelle

canaliculare Plasmamembran weist in den stimulierten Zellen Mikrovillus-ahnliche Strukturen auf. An
der basolateralen Plasmamembran finden nach Stimulierung der Zellen keine Membranumbauvorgénge

statt.

Die stimulationsabhéngigen Veradnderungen des apikalen Membrankompartiments
und die strukturelle Stabilitat der basolateralen Plasmamembran werfen eine Reihe
von Fragen auf:

1. Worin bestehen die Unterschiede in der Stabilitat bzw. in der Dynamik zwischen

dem basolateralen und dem apikalen Zellmembrankompartiment?
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2. Welche Rolle spielen Verankerungen integraler Membranproteine mit dem
Membranzytoskelett fur die strukturelle Stabilitdt der basolateralen Membrandomé-
ne und fur die Dynamik der Apikaldoméane?

3. Wie wird das stark vergrol3erte apikale Membrankompartiment wahrend der Se-
kretionsphase stabilisiert?
4. Wie wird die Fusion der tubulédren Vesikel mit der apikalen Plasmamembran nach

Stimulation vermittelt?

Wir konnten das fur die basolaterale Chloridaufnahme verantwortliche Molekul der
Parietalzellen des Menschen identifizieren (Publikation 1). Es handelt sich dabei um
den Anionenaustauscher AE2 der Cl-lonen im Austausch gegen HCOgj-lonen in die
Zelle aufnimmt. Die CI'-lonen werden dann an der apikalen Zellseite durch einen noch
nicht identifizierten CI'-Kanal abgegeben. Zusammen mit den durch die H" K*-ATPase
sezernierten H'-lonen kommt es dadurch zur Nettosekretion von HCI. Die apikale
HCI-Sekretion und die basale CI- Aufnahme sind somit funktionell aneinander ge-
koppelt. Die Transportmolekile weisen aber eine sehr unterschiedliche Dynamik auf.
H' K*-ATPase-Molekille werden nach Stimulation der Zellen vom tubulovesikularen
Zellkompartiment durch Fusion in die apikale Plasmamembran eingebaut. AE2-
Molekile verbleiben dagegen unabhéngig vom Funktionszustand der Zellen in der
basolateralen Plasmamembran und scheinen keinem Endozytose/Exozytose-
Mechanismus zu unterliegen.

Entlang der basolateralen Plasmamembran der Parietalzellen konnten wir Ankyrin
nachweisen (Antikdrper gegen die erythrozytaren Ankyrinisoform). Ankyrin ist in die-
sen Zellen mit AE2 kolokalisiert. In einer Bindungsstudie konnte gezeigt werden, dal}
die cytoplasmatische Doméane von AE2 an erythrozytares Ankyrin bindet (Publikation
2). AE2 konnte daher dber Ankyrin mit dem aus Spectrin und Actin aufgebauten
Membranzytoskelett verbunden und so in der basolateralen Membrandomane immo-

bilisiert sein (siehe Abb. 4 S.37).
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Verknipfung von Membranproteinen mit dem Membranzytoskelett
in Parietalzelle

Drisenlumen freie apikale L
Plasmamembran..« .

7

Ezrin
aktiv
basolaterale O ;_canaliculare
e * Plasmamembrar

Plasmamembran / /

e
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fﬁﬂ ” SAP 97 AR
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(B> ’: > Ezrin
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Abb. 4 Schematische Darstellung einer Parietalzelle. In der freien apikalen und der canalicularen Plas-
mamembran ist die H' K*-ATPase Uber Ezrin an das apikale b-Actin-Filamentsystem gebunden. Ezrin
kommt aul3erdem an der basolateralen Plasmamembran vor, hier zusammen in einem Komplex mit
SAP 97 und g-Actin. Der Membranbindungspartner fur diesen Komplex ist noch nicht bekannt. Das ba-

solateral vorhandene Ezrin stellt mdglicherweise die nicht Actin bindende Ruheform des Adaptorpro-

teins dar.

Basolateral ist AE2 Uiber Ankyrin an das Spectrin Membranzytoskelett gebunden.

Actin und Spectrin kommen in Parietalzellen nicht nur entlang der basolateralen
Plasmamembran vor, sondern sind auch apikal vorhanden. In den unterschiedlichen

Membrandoménen dieser Zellen ist die Verteilung von Actin- und Spectrin-isoformen
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jedoch nicht identisch, vielmehr sind apikal und basolateral unterschiedliche Iso-
formen dieser Zytoskelettproteine angereichert. Basolateral kommt fast ausschlief3lich
g-Actin vor (Yao et al., 1995), apikal hauptsachlich b-Actin (Publikation 3). Die apikale
Plasmamembran der Parietalzellen konnte mit einem gegen allS-Spectrin (Fodrin)
gerichteten Antikorper deutlich dargestellt werden, bei nur schwacher Markierung der
basolaterale Membran. Die basolaterale Membrandomane wurde mit einem gegen
alS1/blS1-Spectrin (erythrozytares Spectrin) gerichten Antikdrper markiert, der jedoch
die apikale Plasmamembran kaum darstellte (Jons et al. nicht vertffentliche Daten).
Welche Funktion eine derartige domanenspezifische Verteilung von Zytoskelettprotei-
nisoformen innerhalb einer Zelle haben kénnte, ist noch nicht geklart. Es ist jedoch
denkbar, dal3 Uber unterschiedliche Bindungsaffinititen zu Adaptorproteinen wie An-
kyrin oder Ezrin Membranproteine wie AE2 (basolateral) oder die H",K*-ATPase (api-
kal) in bestimmten Membrandomanen verankert werden.

Ezrin kommt in Parietalzellen in apikaler und in basolateraler Verteilung vor (Abb.4
S. 37; Publikation 3; Hanzel et al., 1991). Entlang der freien apikalen und canalicula-
ren Plasmamembran ist Ezrin mit b-Actin und der H*,K*-ATPase kolokalisiert. Ezrin-
Antikorper kopréazipitieren sowohl b-Actin wie auch die H",K*-ATPase (Publikation 3).
Das laR3t auf eine moégliche Funktion von Ezrin als zytoskelettales Adaptormolekul der
H* K'-ATPase schlieRen.

An der basolateralen Membrandoméane der Parietalzellen konnte mit SAP 97 ein
moglicher Bindungspartner von Ezrin identifiziert werden (Publikation 3; Marfatia et
al., 1994; Marfatia et al., 1995). Immunoprézipitationen mit Ezrin- und SAP 97-Anti-
korpern fihren zur Koprazipitation des jeweils anderen Proteins. Ezrin und SAP 97
konnten somit entweder direkt aneinander binden oder kommen gemeinsam in einem
Komplex mit weiteren Proteinen vor. Die Prazipitation mit SAP 97-Antikérpern fuhrt
ebenfalls zu Koprazipitation von Actin, wobei der b-Actinanteil sehr gering ist, da, wie
oben erwéahnt, b-Actin in Parietalzellen hauptsachlich apikal lokalisiert ist.

Moglicherweise ist Ezrin in ruhenden Parietalzellen basolateral an SAP 97 ge-
bunden und hat selber keinen Kontakt zum Actinzytoskelett (Ezrin bindet mit hoher

Praferenz nur an b-Actin, Yao et al.,, 1995). Nach Stimulierung der Parietalzellen
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kénnte Ezrin zum canalicularen Kompartiment transloziert werden und dort wah-
rend der HCI-Sekretionsphase die vergroRerte apikale Membrandomane durch
Vekniipfung der H" K*-ATPase mit dem b-Actinzytoskelett stabilisieren (siehe Abb. 4
S. 37).

Die Fusion der tubuléaren Vesikel mit der apikalen Plasmamembran ist reguliert und
gleicht daher regulierten Membranfusionen, wie sie bei der Exozytose von Neu-
rotransmittern vorkommen.

Wir konnten zeigen, dal3 die Fusion der tubularen Membranvesikel mit der apikalen
Zellmembran durch SNARE-Proteine vermittelt wird (Publikationen 4 und 5). Hiermit
weisen die Parietalzellen Ahnlichkeiten mit anderen Systemen auf. Der in Fettzellen
und Muskelfasern vorkommende Glukosetransporter GluT4 und der in Sammel-
rohrzellen der Niere enthaltende Wasserkanal Aquaporin 2 AQP-2 sind in ruhenden
Zellen wie die H' ,K'-ATPase der Parietalzellen in der Membran zytoplasmatischer
Vesikel konzentriert. Auf einen adaquaten Stimulus hin (Insulin fir GluT4 und Antidiu-
retisches Hormon fur AQP-2) kommt es zur Fusion der Vesikel mit der Plasma-
membran (Cain et al., 1992; Uchida et al., 1994). Fur GlutT4-Vesikel ist gezeigt wor-
den, dalR die R-SNARE-Proteine Synaptobrevin 2 und Cellubrevin auf der Vesi-
kelmembran vorkommen und dalR an der Plasmamembran von Fettzellen die Q-
SNARE-Proteine Syntaxin 2, Syntaxin 4 und SNAP23 vorhanden sind (Cain et al.,
1992; Timmers et al., 1996; St-Denis et al., 1999).

Durch enzymatische Spaltung von Synaptobrevin 2 und von Cellubrevin mit Botu-
linum-Neurotoxin B oder D konnte die durch Insulin stimulierte Glukoseaufnahme in
Fettzellen inhibiert werden (Cheatham et al., 1996; Olson et al., 1997). Synaptobrevin
2 wurde auch an der Membran der intrazellularen AQP-2-Vesikel der Sammel-
rohrzellen gefunden. In diesen Zellen konnten aul3erdem Syntaxin 4 und SNAP23
nachgewiesen werden (Nielsen et al., 1995; Mandon et al., 1996).

In der gastrischen Mucosa liel3en sich SNARE-Proteine in Parietalzellen und in Ente-
rochromaffin-dhnlichen Zellen nachweisen. In letzteren spielen die SNARE-Proteine

bei der Exozytose von Histamin speichernden Sekretvesikeln eine entscheidende Rol-
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le (Hohne-Zell et al., 1997). In Parietalzellen konnten verschiedene Isoformen der
SNARE-Proteine identifiziert werden, was moglicherweise auf unterschiedliche Funk-
tionen schlie3en laflt, an denen diese Proteinen beteiligt sind (Publikationen 4 und 5;
Peng et al., 1997). Wir konnten zeigen, dal3 in Parietalzellen von Ratte und Schwein
das R-SNARE-Protein Synaptobrevin 2 und die Q-SNARE-Proteine SNAP25 und
Syntaxin 1 vorhanden sind. Dartiber hinaus kommen die Regulatorproteine NSF und
a, b-SNAP sowie das G-Protein Rab3A in diesen Zellen vor. In Abhangigkeit vom
Stimulationszustand der Zellen werden alle Proteine intrazellular umverteilt (Publikati-
onen 4 und 5). Ein unerwarteter Befund war, dal3 die R- und die Q-SNARE-Proteine
ein identisches subzellulares Verteilungsmuster zeigten. In Analogie zur neuronalen
Fusion der synaptischen Vesikel mit der prasynaptischen Membran hatte man erwar-
ten kdnnen, dald Synaptobrevin auf der Membran der tubularen Vesikel nachzuweisen
wére und Syntaxin und SNAP25 entlang der apikalen und canalicularen Membran. Im
Gegensatz zu dieser Vorstellung waren die SNARE-Proteine sowohl in ruhenden wie
in stimulierten Zellen immer mit der H",K*-ATPase kolokalisiert. Die H* K*-ATPase
und die drei SNARE-Proteine kommen in ruhenden Zellen hauptsachlich an der
Membran der tubularen Vesikel (im ganzen Zytoplasma verteilt) vor. Nach Stimulation
befinden sich alle vier Molekiile an der freien apikalen und der canalicularen Memb-
ran der Zellen. Die Erklarung fur die Gleichverteilung aller SNARE-Proteine in Parie-
talzellen konnte in der ganz anderen Zielvorgabe liegen, die hier durch die Fusion er-
reicht werden soll. In Neuronen fusionieren nur solche Vesikel mit der Plasma-
membran, die sich in unmittelbarer Nahe zur prasynaptische Membran befinden.
Nach erfolgter Fusion wird die Vesikelmembran sofort durch Endozytose wieder in die
Zelle zuriickgenommen, die Fusion der synaptischen Vesikel fuhrt somit zu keiner
VergroRerung der Oberflache der prasynaptischen Membran. In Parietalzellen befin-
den sich die tubularen Vesikel in der ganzen Zelle verteilt und haben nur zum Tell
unmittelbarem Kontakt mit der canalicularen Membran. Eine schnelle und stabile Ver-
groBerung der Membranoberflache, die hier erreicht werden soll, ist nur mdglich,
wenn alle Vesikel untereinander, also nach dem Modell der homotypischen Fusion,

fusionieren kdnnen (siehe S. 33). Die tubuldren Vesikel befinden sich innerhalb der
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Zelle in unmittelbarer Nahe zueinander, so dald es Uberall zur Fusion kommen
kann. Die Fusion canaliculusnaher Vesikel mit der invaginierten apikalen Membran-
doméne eroffnet dann auch allen bereits miteinander verschmolzenen Vesikeln den
Zugang zum Drisenlumen.

Wir konnten durch Immunoprézipitation zeigen, dal3 der fur eine SNARE-Protein-
vermittelte Fusion notwendige Haftkomplex, bestehend aus Synaptobrevin, Syntaxin
und SNAP25, in Parietalzellen ausgebildet wird (Publikation 4). Dariiber hinaus konn-
ten wir zeigen, dal3 das Parietalzell-Synaptobrevin genauso wie die neuronale Isoform
ein Substrat des clostridialen Neurotoxins TeNt ist. Wenn SNARE-Proteine fur die
stimulationsbedingte Fusion der tubuléren Vesikel mit der apikalen Membran von Be-
deutung sind, sollte die enzymatische Spaltung von Synaptobrevin durch TeNt in die-
sen Zellen die Fusion und damit auch eine gesteigerte Salzsauresekretion inhibieren.
Da TeNt von nicht-neuronalen-Zellen nicht aufgenommen wird, war es notwendig, die
Plasmamembran dieser Zellen zu permeabilisieren. Behandlung der Parietalzellen mit
Streptolysin O (SLO) gewahrleistete eine ausreichende Zuganglichkeit fir das Toxin,
ohne die Stimulierbarkeit der Zellen mit cCAMP zu beeintrachtigen (Publikation 5). In-
kubation der SLO-permeabilisierten Zellen mit TeNt fihrte im Vergleich mit der nicht
toxinbehandelten aber auch permeabilisierten Kontrolle zu einer kompletten Inhibition
der stimulationsbedingten Steigerung der Salzsauresekretion (Publikation 5).

Wir konnten somit eindeutig zeigen, dafl? die Fusion der tubularen Vesikel und die
daran gekoppelte Steigerung der HCI-Sekretion der Parietalzellen Uber einen Me-

chanismus ablauft, der als essentiellen Bestandteil SNARE-Proteine beinhaltet.
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Modellvorstellung der Fusionsereignisse im apikalen Membrankompartiment

o, Drasenlumen oo

......

Membransegment der canalicul&ren

/ Plasmamembran einer ruhenden
Parietalzelle

Parietalzelle

Tubulare Vesikel

lSynaptobrevin (R-SNARE)

lSyntaxin (Q-SNARE)
SNAP25 (Q-SNARE)

@
lateraler SNARE-Komplex

vor Dissoziation durch NSF —] a, b-SNAPs
und a, b-SNAPs

Abb. 5a Ausschnit des apikalen Membrankompartiments einer ruhenden Parietalzelle. Auf der ca-
naliclaren und auf der Vesikel Membran sind Q- und R-SNARE-Proteine vorhanden. Die Proteine sind
zum Teil in einem lateralen Komplex miteinander verbunden oder kommen einzeln auf der Membran
vor. Die komplexierten SNARE-Proteine sind in Assoziation mit a, b-SNAPs und NSF dargestellt, die

moglicherweise fir die Dissoziation dieses Komplexes verantwortlich sind.
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Abb. 5b Nach Aktivierung der Parietalzelle durch Stimulation kommt es zur Fusion der tubularen Vesi-
kel untereinander und mit der canalicularen Membran.

Die Kombination von homotypischer und heterotypischer Fusion macht es mdglich, daf3 auch diejenigen
Vesikel direkten Zugang zum Driisenlumen erhalten, die sich wahrend der Ruhephase der Zellen nicht

in unmittelbarer Nahe zur canalicularen Membran befunden haben.
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6 Zusammenfassung
Die in der vorliegenden Habilitationsschrift zusammengefal3ten Publikationen stel-len
Untersuchungen zu zwei Themenschwerpunkten dar:
1. Verankerungsmechanismen von Membranproteinen der basolateralen und der api-
kalen Plasmamembrandoméne der Parietalzellen mit dem Membranzytoskelett und
2. die regulierte Fusion von zytoplasmatischen Vesikeln mit der apikalen Plasma-
membran dieser Zellen.

An den Salzsaure sezernierenden Parietalzellen des Magens sollten die strukturell
und molekular sehr unterschiedlich gestaltete apikale und basolaterale Mem-
brandomane der Parietalzellen funktionell charakterisiert und Mechanismen der
Membranumbauvorgange aufgeklart werden, die nach Aktivierung der Zellen im api-
kalen Membrankompartiment ablaufen.

Die Sekretion von HCI in das Drisenlumen ist an eine basolaterale CI-Aufnahme
funktionell gekoppelt, welche durch den Anionenaustauscher 2 (AE2) sichergestellt
wird (Publikation 1).

Fur die strukturelle Stabilitat der basolateralen Doméane spielt wahrscheinlich die
Verankerung von AE2 Uber das Verknupfungsprotein Ankyrin mit dem Membran-
zytoskelett eine wichtige Rolle. Ankyrin ist in Parietalzellen mit AE2 kolokalisiert und
bindet an dessen zytoplasmatische Doméane (Publikation 2).

Die apikale Membrandoméane der Parietalzellen kann in drei Kompartimente un-
terteilt werden:

1. die freie apikale Plasmamembran, die direkt an das Drusenlumen grenzt,

2. kanalchenartige Invaginationen der apikalen Plasmamembran, die tief in das  Zy-
toplasma hineinragen und

3. intrazellulare tubulare Vesikel ,pra-apikale Membranen®, die nach Aktivierung der
Zellen mit der canalicularen Membran fusionieren kénnen. Durch diesen Fusions-
vorgang vergroRert sich die apikale Membrandomane, zusatzliche H',K'-ATPase
Molekile erhalten Zugang zum Drisenlumen, und es kommt zu einer  Steigerung

der Salzsauresekretion.
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Entlang der freien apikalen und der canalicularen Plasmamembran kommen
wie auf der basolateralen Seite die Zytoskelett-Proteine Actin und Spectrin vor, aller-
dings sind apikal andere Isoformen vorhanden als basolateral (Publikation 3). Nach
unseren Untersuchungen konnte es wahrend der Sekretionsphase zu einer tempora-
ren Verbindung von H* K*-ATPase Molekiillen mit dem Membranzytoskelett kommen.
Wahrscheinlich werden die nach der Membranfusion im canalicularen Kompartiment
vorhandenen H',K'-ATPasen durch das Verkniipfungsprotein Ezrin mit b-Aktin-
filamenten verbunden (Publikation 3).

In Parietalzellen kommt Ezrin nicht nur apikal, sondern auch an der basolateralen
Plasmamembran vor wo es moglicherweise in einer nicht-Aktin-bindenden Ruheform
Uber das MAGUK-Protein SAP 97 mit der Plasmamembran verbunden ist (Publikation
3).

Der Mechanismus des Fusionsvorgangs der tubularen Vesikel mit der canali-
cularen Membran war bisher nicht bekannt. In Parietalzellen konnten die neuronalen
SNARE-Proteine Synaptobrevin 2, Syntaxin 1 und SNAP25 sowie das zur Familie der
kleinen G-Proteine gehtrende Protein Rab3A und die Regulatorproteine NSF und a,
b-SNAP nachgewiesen werden. Das Vorhandensein dieser Proteine in Parietalzellen
legt einen Fusionsmechanismus nahe, der in Neuronen der Fusion synaptischer Ve-
sikel mit der prasynaptischen Membran zugrunde liegt (Publikationen 4 und 5). Im
Unterschied zu Neuronen kommen diese Proteine jedoch in Parietalzellen alle in einer
jeweils identischen subzellularen Verteilung vor; in ruhenden Zellen befinden sie sich
hauptsachlich im tubulovesikularen Kompartiment und verteilen sich nach Stimulation
in das canaliculare (Publikationen 4 und 5).

Das in Parietalzellen gefundene Verteilungsmuster der SNARE-Proteine entspricht
somit nicht der klassischen Vorstellung einer heterotypischen Membranfusion (Q-
SNARE-Proteine wie Syntaxin und SNAP25 auf der Zielmembran und R-SNARE-
Proteine wie Synaptobrevin auf der Vesikelmembran). Vielmehr entspricht diese Ver-
teilung einer homotypischen Fusion, wie sie fur Vakuolen in Hefezellen beschrieben
wurde. In Parietalzellen laufen wahrend der Stimulation daher eine Kombination von

homotypischen und heterotypischen Fusionen ab. Verschiedene tubulare Vesikel fu-
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sionieren untereinander nach dem Modell der homotypischen Fusion. Einzelne
heterotypische Fusionsereignisse mit der canalicularen Plasmamembran ermdglichen
dann den Zugang zum Driusenlumen.

Die Bedeutung der SNARE-Proteine fir die Fusion der tubularen Vesikel mit der
canalicularen Membran und damit fur die Steigerung der HCI-Sekretion konnte durch
Inkubation Streptolysin-O-permeabilisierter Parietalzellen mit Tetanus Neurotoxin
(TeNt) gezeigt werden (nicht permeabilisierte Zellen nehmen das Toxin nicht auf). Als
Protease spaltet TeNt hochselektiv Synaptobrevin, fuhrt aber zu keiner weiteren Be-
eintrachtigung der behandelten Zellen. Das Fehlen von Synaptobrevin verhindert die
Ausbildung des SNARE-Haftkomplexes, der fur die eigentlichen Fusion unerlaflich
ist. Die Behandlung der Parietalzellen mit TeNt fihrte zum vollstand-igen Ausbleiben
der, nach Stimulation mit cAMP bei Kontrollzellen beobachteten Erhéhung, der Sau-

resekretion (Publikation 5).

a7



7 Abkirzungen:

a, b, g-SNAP a,b,g-soluble NSF attachment protein

ADH Antidiuretisches Hormon

AE1, 2,3 Anion exchanger 1, 2, 3 (Anionenaustauscher 1, 2, 3)
ANK Ankyrin

AQP-2 Aquaporin 2

ATP Adenosintriphosphat

c-Src cellular-sarcoma-(producing protein)

cAMP zyklisches 3°,5"- Adenosin Monophosphat

CCKg Rezepto

Gastrin-Rezeptor

CD44 Cluster of differentiation 44

CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CsK Glycogen synthase kinase-3

Dlg Drosophila lethal discs-large-1tumor suppressor gene
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor

EZM Extrazellulare Matrix

GDP Guanosindiphosphat

GIP Gastric inhibitory polypeptide

GluT4 Glukosetransporter T4

Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2

GTP Guanosintriphosphat

GUK Guanylat Kinase

H,-Rezeptor

Histamin-Rezeptor

IP3

1, 4, 5-Inositoltriphosphat

L1-(Antigen)

Hitze labiles (Antigen) 1

LEF

Lymphoid enhancer binding factor

Ms-Rezeptor

Muskarin Rezeptor

MAGUK

Membrane associated guanylate kinase homologues
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MDCK Madin-Darby Canine Kidney

NBL4 Novel band4.1 like protein

NSF N-ethylmaleimid-sensitive factor

P55 Peripheres Membranprotein 55

PDz PSD-95, DIg, ZO-1

PKA Proteikinase A

PTPH1 Protein Tyrosin Phosphatase human
ERM Ezrin, Radixin, Moesin

PKC Protein Kinase C

PSD-95 Protein of postsynaptic density of 95kDa
PTP-LAR Protein Tyrosine Phosphatase-Leukocyte antigen-related
PTPm Protein tyrosine phosphatase m

Rab3A Ras related GTP-binding protein

Ras-MAP-Kinase

Rous Sarcoma Virus Oncogen-Protein-p21-Mitogen acti-

vated Protein

Rho Ras Homolog

SAP97 Synapsenassoziertes-Protein 97
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gelelektrophoresis
sec 17p Saccharomyces cerevisiae gen 17p

sec 18p Saccharomyces cerevisiae gen 18p

SH3 Src Homologie 3

SLO

SNAP25 Synaptosomal associated protein of 25kDa
SNARE SNAP-Rezeptor

Q-SNARE Glutamin-SNARE

R-SNARE Argenin-SNARE

t-SNARE target-SNARE

v-SNARE vesicle-SNARE
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Sos Son of sevenless

TeNt Tetanus Neurotoxin

TGFa Transformierenden Wachstumsfaktor a
TGN Trans-Golgi-Netztwerk

Z0-1, 2 Zonula Occludens Protein-1, 2
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