M. Sc. Rashmi Ahuja
Cordon bleu ein interaktionspartner von syndapunath Abpl, ist ein neuer
Aktinnucleator der die neuronale morphologie maettli

Zusammenfassung

Zellulare Prozesse so verschieden wie die Kontraler Zellmorphologie, die Bildung
multizellularer  Netzwerke, die Migration  von Zellen die  Cytokinese und
Membrantransportprozesse sind abhéngig von denfoigation von Aktinfilamenten. Gleichsam
wichtig fur die individuellen zellularen Funktionesind sowohl eine zeitliche und réumliche
Kontrolle der Nukleation von Aktin und die Bildungrschiedener Aktinsuperstrukturen. Trotz der
Vielfalt der gebildeten Aktinstrukturen sind bisherin  Vertebraten nur zwei
Aktinnukleationsmaschinerien etabliert, der ArpRi@mplex und Formine. Syndapine und Abpl
sind SH3-Doméanen-enthaltende Proteine, die alsiWéung von Membrantransportprozessen und
dem Aktincytoskelett fungieren kénnen, da sie it keeiden Prozessen beteiligten Proteinen
interagieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Cordon bleu (Cokh),reeuer Aktinnukleator, mittels des Hefe-
Zwei-Hybrid Systems als Interaktionspartner fur &ypin | identifiziert. Cobl ist ein im Gehirn
angereichertes Protein, das mehrere prolinreichd@den und drei Wiskott-Aldrich Syndrom 2
(WH2) Doménen enthélt. Die Interaktion wurde mitsghiedenen in vitro und in vivo Methoden
wie z.B. Koimmunpréazipitationen und in vivo Rekahdionsstudien verifiziert. Parallel dazu
wurde die Interaktion von Cobl mit Abpl gezeigt urmtharakterisiert. Eine Rolle von
Cobl/Syndapin und Cobl/Abpl Komplexen bei der réamgrmittelten Endocytose wurde durch
funktionelle Studien enthllt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die molekularenedhanismen der Cobl-vermittelten
Aktinnukleation untersucht. Cobl, welches mehrer&dd2ADoméanen enthalt, wurde als neuer
Aktinnukleator charakterisiert und zu der erstazinlkleinen Gruppe der aktinfilamentbildenden
Proteine hinzugeflgt. Biochemische Analysen ungitio Rekonstitutionen legten dar, dass alle
drei WH2-Domanen, wenn auch mit unterschiedlichéfin#aten, fir die Aktinbindung genutzt
werden. Kinetische Studien zeigten, dass Cobl-iiedtez Aktinnukleation ahnlich stark ist wie
durch den vollstdndig aktivierten Arp2/3 Komplex sgaléste. Cobl-vermittelte
Aktinpolymerisation, die zu nicht gebiindelten, urveeigten Filamenten fihrt, baut hierbei auf
ein Wachstum ambarbed end und fihrt nicht zu einem Schutz apointed end von
Aktinfilamenten. Um die Aktinnukleation zu realisé®, bendtigt Cobl alle seine drei WH2-
Doméanen und die erweiterte Linkerregion L2 zwiscloen zweiten und dritten WH2-Domane.
Diese Arbeit zeigt, dass Cobls besondere Leistéhigfeit in der Nukleation auf dem
Zusammenfigen von drei Aktinmonomeren in einer édkilament der Helix beinhaltenden
Orientierung beruht. Diese Erkenntnisse liefern idatmekte experimentelle Beweise, dass das
Zusammenfiigen von minimal drei Aktinmonomeren filneeeffektive Nukleation notwendig und
dass die Bildung von Keimen igross-filament Orientierung die hauptsdchliche Quelle fir

Aktinfilamente ist.
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Eine Rolle von Cobl in Aktindynamik auch in vivoigen die Beobachtungen, dass Cobl zu Stellen
mit hoher Aktindynamik lokalisiert die Morphologi®n Fibroblastenzellen durch die Bildung von
starken dreidimensionaldruffles moduliert. In hippocampalen Priméarkulturen hati@blCeinen
drastischen Effekt auf die neuronale Morphogenese, Bildung und die Verzweigung von
Neuriten stiegen deutlich an. Diese Effekte erwiesieh als abh&angig von der Funktion von Cobl
als Aktinnukleator; Mutanten mit fehlender Aktinne&tionsfunktion zeigten keine Effekte.
Konsistenterweise fuhrt eirknock down von Cobl zu einer verminderten dendritischen
Arborisierung. Damit ist Cobl tatsachlich ein Ilsither Faktor wahrend der zellularen
Morphogenese. Diese Arbeit zeigt, dass Cobl einenefktinukleator ist, der neuronale
Morphologie und Entwicklung kontrolliert und gibethillierte mechanistische Aufschlisse Uber

die Rolle von Cobl in der Aktindynamik.



