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Zusammenfassung 1

1  Zusammenfassung

Vinculin ist ein multiadhésives Protein des Cytoskeletts und ein zentraler Bestandteil
von Zell-Matrix-Verbindungen [Geiger, 1980; 1981]. Das Vinculin-Molekiil besitzt
eine typische Kopf-Schwanz-Struktur, wobei die beiden Bereiche iiber eine flexible
Linker-Region miteinander verbunden sind. Die Tertidrstruktur besteht aus vier
Kopfdomédnen und einer Schwanzdoméne mit jeweils mehreren Biindeln von
a-Helices als dominantem Strukturmerkmal. In seiner inaktiven Form liegt Vinculin
in einer globuldren, geschlossenen Konformation vor, in welcher die Schwanzdoméne
auf den Kopf zuriickgeklappt ist. Dadurch werden einige der Proteinbindungsstellen
maskiert [Weekes et al., 1996; Bakolitsa et al., 2004; Cohen et al., 2005]. Die
Aktivierung kann durch PIP2 und Talin erfolgen, wobei Vinculin mit dem Kopf an
Talin und mit dem Schwanz an ein Aktinfilament binden kann [Chen et al., 2006]. Es
wurden zwei F-Aktin Bindestellen im Vinculin-Schwanz identifiziert [Menkel et al.,
1994; Hiittelmeier et al., 1997]. Aullerdem zeigt der Vinculin-Schwanz eine schwache

Nukleationsaktivitdt fiir die Aktinpolymerisation [Wen et al., 2009].

Aktinfilamente haben eine strukturgebende Funktion in der Zelle und entstehen durch
Polymerisation von Aktinmonomeren. Initialer Prozess der Aktinpolymerisation ist
die Bildung eines trimeren-Komplexes als Nukleus. Weitere Anlagerungen von
Monomeren fithren zur einer Bildung filamentdser Polymere [Cooper et al., 1983]. Es
wurde bereits gezeigt, dass der isolierte Vinculin-Kopf den Nukleationsprozess
erheblich beschleunigt [Neumann, 2004]. Zur weitergehenden funktionellen und
topologischen Charakterisierung dieser Vinculin-Aktivitdit wurden in dieser Arbeit
verschiedene Konstrukte des Vinculin-Kopfes und -Schwanzes mit unterschiedlich
langen Teilbereichen der prolinreichen Linker-Region hergestellt, exprimiert und im
Hinblick auf die Interaktion mit monomerem und filamentdsem Aktin untersucht. Fiir
die Analyse der Interaktion wurden Methoden wie Viskosimetrie, Spektral-
fluorometrie, chemische Quervernetzung und Sedimentationsanalysen eingesetzt, die
weitreichende Schlussfolgerungen ermdglichten. Vinculin-Kopf-Konstrukte, die die
Domine 4 mit unterschiedlich langen Linker-Regionen enthielten, zeigten eine
charakteristische Interaktion mit monomerem Aktin, die zu einer verstarkten

Nukleation fiihrten. Eine Bindung an F-Aktin war nicht nachweisbar.
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Diese Wechselwirkung konnte durch mehrere Methoden bestétigt werden und wurde
mit einer Dissoziationskonstante von 5,3-10° M bestimmt. Im Vergleich dazu zeigte
der Vinculin-Schwanz (Domine 5) eine ausgeprégte Interaktion mit F-Aktin, die sich
auch in einer lichtmikroskopisch zu beobachtenden Bildung von Filamentbiindeln
duBerte, jedoch nur eine sehr geringe Bindung an monomeres Aktin. Fiir die Domédnen
1-3 war keinerlei Aktinbindung nachweisbar. Das Konstrukt des gesamten Vinculins
zeigte - genau wie das native Vinculin - eine sehr schwache Aktinbindung, als Folge
der geschlossenen Konformation, die durch eine Bindung zwischen Doméne 1 und 5
erzeugt wird und die Aktinbindungsstellen offenbar maskiert. Konstrukte, bei denen
die Domine 1 deletiert war, hatten dagegen die Aktin-Bindungscharakteristika sowohl
des Kopfes als auch des Schwanzes. Die in dieser Arbeit nachgewiesene G-Aktin-
bindungsstelle konnte im Vinculin-Kopf Bereich der Aminosduren 719-875 lokalisiert
werden. Ferner wurde gedffnetes Vinculin, als ein Aktin nukleationsforderndes
Protein identifiziert. Durch die hier nachgewiesenen Nukleationseigenschaften des
Vinculins in Bezug auf die Aktinpolymerisation kann dem Vinculin eine Funktion bei
der Bildung neuer Aktinfilamente in vivo im Bereich, der an der Zell-Matrix-

Adhaision beteiligten Fokalkontakte, zugeordnet werden.
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2 Einleitung

Die Gewebe tierischer Organismen werden durch Ansammlungen von Zellen gebildet,
die durch Zell-Zell und Zell-Matrix-Kontakte stabilisiert werden. Motile Zellen wie
Leukozyten, interagieren bei der Zellmigration {iber sogenannte Fokalkontakte (engl.
focal contacts oder focal adhesion) der extrazelluliren Matrix. In der Abbildung 1 ist
vereinfacht ein Fokalkontakt dargestellt. Diese Fokalkontakte interagieren mit einer
Vielzahl von Cytoskelett-Proteinen. Das Protein Vinculin stellt eine dynamische
Verbindung zwischen dem Aktin-Cytoskelett und der extrazelluldren Matrix {iber die
Membran-assoziierten Integrine her. Diese Verbindungen sind unabdingbar fiir die
Zell-Adhidsion und Regulation der Motilitdt und Zellform [Balaban et al., 2001;
Galbraith et al., 2002; Ridley et al., 2003].

Aktin-C kelett -
In-Cytoskele F-Aktin

_ Vinculin

Fokaladhésions Talin
Komplex

Zellmembran

Extrazellulare
Matrix

Integrine a & B

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Fokalkontaktes
Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Fokalkontaktes zwischen dem Cytoskelett und
der extrazelluldren Matrix [modifiziert Mierke et al., 2009].

2.1 Cytoskelett

Das Cytoskelett, ein komplexes Netzwerk aus Proteinfasern (Filamenten) im
Cytoplasma eukaryontischer Zellen, ist neben anderen Funktionen essentiell
verantwortlich fiir die Strukturgebung, d.h. die mechanische Stabilisierung der Zelle

und fiir die zellulire Bewegung. Jedoch handelt es sich hierbei nicht um eine
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festgelegte starre Struktur, sondern um die rdumliche Anordnung vieler einzelner
Filamente, die im Verlauf des Wachstums, der Bewegung, der Teilung und
Differenzierung der Zelle stark variieren kann. Dieses komplexe Netzwerk setzt sich
aus drei verschiedenen Filamenttypen zusammen. Zu diesen gehoren die Mikrotubuli
und Mikrofilamente, die neben der Strukturgebung auch an der Lokomotion von
Zellen und an intrazelluldren Transportvorgdngen beteiligt sind, und die
Intermediérfilamente, die einen strukturgebenden Charakter haben [Dustin, 1980].
Mikrofilamente sind fadenformige Strukturproteine mit einem Durchmesser von nur
6-8nm, bei denen es sich um Polymere des Proteins Aktin handelt und die deshalb

auch als Aktinfilamente bezeichnet werden [Schliwa, 1981].

2.2 Aktin

Aktin macht den Hauptbestandteil an Protein in fast allen eukaryotischen Zellen aus.
Es bildet eine stark konservierte und multifunktionale Proteinfamilie, die eine grofle
Rolle beim Aufbau des Cytoskeletts, bei der Zell-Lokomotion und bei der Kontraktion
von Muskelzellen spielt [Zechel & Weber, 1978; Vandekerckhove & Weber, 1978].

Zum ersten Mal wurde Aktin aus der Skelettmuskulatur des Kaninchens isoliert
[Straub, 1942]. Die Existenz von Aktin in Nicht-Muskelzellen wurde zuerst bei den
azelluldren Schleimpilzen Physarum polycephalum nachgewiesen [Hatano & Oosawa,
1966a; 1966b; Jockusch et al., 1971; Nachmias & Ingram 1970]. In den verschiedenen
Geweben werden unterschiedliche Isoformen von Aktin exprimiert [Herman, 1993;
Rubenstein, 1990], wobei Sequenzen und Struktur der Aktine stark konserviert sind.
Die Aktine zeigen eine sowohl {ibergreifende als auch spezifische zelluldre
Funktionen [Vandekerckhove & Weber, 1978]. So konnen Aktin-Isoformen in zwei
Gruppen unterteilt werden, muskuldre o-Aktine und cytoplasmatischen (- und
v-Aktine. Von dem muskulidren o-Aktin sind drei Isoformen charakterisiert, das
a-Aktin des Skelettmuskels, Herzmuskels und der Glattmuskulatur [Perrin &
Ervastin, 2010; Wagner et al., 2002; Rubenstein, 1990].

Ein Knockout von a-Aktin des Skelettmuskels ist bei Madusen wenige Tage nach der
Geburt letal [Crawford et al., 2002]. Ein Knockout des Herzmuskel o-Aktins fiihrt zu

einer Desorganisation des Herzmuskels [Kumar et al., 1997]. Das letzte dieser Gruppe

ist das a-Aktin der Glattmuskulatur. Hier fiihrt ein Knockout zu einer eingeschrénkten
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Kontraktionsfahigkeit von Blutgefien [Schildmeyer et al., 2000]. Die
cytoplasmatischen Isoformen, das (- und y-Aktin, unterscheiden sich nur in vier

Aminosduren am N-terminalen Ende [Oda et al., 2009].

2.2.1 Monomeres Aktin

Das globuldre Aktinmonomer (G-Aktin) besitzt eine molekulare Masse von 42kDa
und besteht aus 375 Aminosduren (AS) in Muskelzellen und 374 AS in Nicht-
Muskelzellen. Die Aminosduresequenz aus der Skelettmuskulatur des Kaninchens
wurde 1973 aufgeklért [Elzinga et al., 1973]. Das G-Aktin besteht aus zwei annidhernd
gleich groBen Doménen, die sich weiterhin in jeweils zwei Subdoménen aufgliedern
lassen, die aus o-Helix und f-Faltblatt Strukturen aufgebaut sind und eine Art
Hufeisenform bilden. Dieses bildet die ATPase-Falte, wo ATP oder ADP gebunden
wird [Kuhel et al., 1975; Kabsch et al., 1990; Kabsch & Vandekerckhove, 1992]. Des
Weiteren sind in der ATPase-Falte Bindestellen fiir bivalente Ionen, wie Ca®" oder
Mg*" vorhanden. Die Struktur und die Funktion des monomeren Aktins wird durch

diese Ionen beeinflusst [Carlier, 1991].

Eine Bindung dieser Ionen erfolgt sowohl durch Seitengruppen von Aminosauren, als
auch durch die Phosphatgruppen des ATPs, wodurch die Struktur des gesamten
monomeren Aktins stabilisiert wird [Valentin-Ranc & Carlier, 1989]. Eine Interaktion
mit mono- oder bivalenten Kationen aktiviert das Protein [Barden et al., 1983; Hegyi
& Venyaminov, 1980]. Eine Aktin-Aktin-Wechselwirkung erfolgt iiber die Aktin
Subdoménen 2 (AS 33-69) und 4 (AS 181-269), die mit einem weiteren Aktin iiber
die Subdoméne 1 und 3 interagieren [Kabsch et al., 1990; Kabsch & Vandekerkchove,
1992].

2.2.2 Aktin-Polymerisation

Unter physiologischen Bedingungen liegt Aktin in vitro hauptséchlich als
filamentoses Aktin (F-Aktin) vor [Korn, 1982; Pollard & Cooper, 1986]. Monomeres
Aktin (G-Aktin) kann durch Zugabe von lonen, wie Mg2+ oder K", zu Filamenten
(F-Aktin) polymerisiert werden. [Barden et al., 1983; Hegyi & Venyaminov, 1980;
Oosawa et al., 1972]. Die F-Aktine werden aus ATP-G-Aktinen des Cytosol gebildet
[Samstag et al., 2003; Aktionson et al., 2004]. Diese Aggregationsreaktion verlauft
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iiber drei Phasen, Nukleationsphase, Elongationsphase und stationdre Phase (steady
state). Durch Anlagerung von Ionen an G-Aktin in der Nukleationsphase erfahrt das
Aktin eine Konformationsidnderung und aggregiert zu einem Aktin-Trimer-Komplex,
der als Nukleationskeim dient [Pring et al., 2003; Otomo et al., 2005; Goode & Eck,
2007]. Die Affinitdt der Monomere filireinander ist sehr gering, so dass die Nukleation
entsprechend langsam verlduft. Wéhrend der Filament-Verlingerung in der
Elongationsphase, werden weitere G-Aktine an beiden Enden des entstehenden
Filaments angelagert [Cooper et al., 1983; Frieden et al., 1983], bis ein
Gleichgewichtszustand der stationdren Phase zwischen Aufbau und Abbau des
Filaments erreicht wird [Pollard & Cooper, 1986]. In dieser Phase findet nur noch ein
Austausch von G-Aktin an den Filamentenden statt und es kommt zu keiner weiteren
Verliangerung des Filaments. In vitro kann ein solches Aktinfilament im
Gleichgewichtszustand eine Ldnge von 5-10um erreichen [Rickard & Sheterline,
1988, Milligan et al., 1990]. Dieses Filament besitzt zwei verschiedene Enden mit
unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften, einen schnell wachsendes (+)-Ende
(barbed end) und ein langsam wachsendes (-)-Ende (pointed end) [Welch & Mullins
2002; Huxley, 1963; Bremer & Aebi, 1992]. Die beiden Enden unterscheiden sich in
der kritischen Konzentration an freiem G-Aktin, ab welcher ein Filamentaufbau
stattfindet [Wegner, 1976]. Beim pointed end findet eine Polymerisation nur ab einer
kritischen Konzentration von 0,7uM statt. Somit liegt die Konzentration hoher als
beim barbed end mit 0,1luM. Wenn die Konzentration an Monomeren unter 0,1uM
fillt, kommt es nicht zu einer Polymerisation. Bei Uberschreitung der Konzentration
von 0,7uM findet an beiden Enden eine Filamentverlingerung statt [Amann &
Pollard, 2000]. Nur wenn die Konzentration im Bereich zwischen den jeweiligen
kritischen Konzentrationen liegt, entsteht ein Gleichgewicht zwischen Auf- und
Abbau, zwischen dem barbed end und pointed end des Aktinfilaments [Pollard &
Cooper, 1986]. Die Anlagerung eines G-Aktins erfolgt unter ATP-Hydrolyse am
barbed end. Im Gegenzug wird die Konfiguration am pointed end destabilisiert, indem
ein Aktin aus dem Filament unter Freisetzung eines anorganischen Phosphates (P;) die
Konfiguration dissoziiert [Pollard & Cooper, 1986; Carlier, 1989; Goode & Eck,
2007; Pollard et al., 2000].
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Die Bildung eines Nukleus (Aktinnukleationskomplex) kann durch bestimmte
Proteine des Cytoskeletts, wie Formin, den Arp2/3-Komplex und Spire ausgelost
werden, wie in Abbildung 2 schematisch gezeigt. Der Arp2/3-Komplex besteht aus
sieben verschiedenen Untereinheiten und ist mit weiteren Nukleations-Aktivatoren
verbunden [Welch & Mullins, 2002]. Der Arp2/3-Komplex bindet an ein bestehendes
F-Aktin, wobei dieser in einem Winkel von 70° ein neues Aktinfilament bildet. Dabei
dhneln die Untereinheiten Apr2 und Apr3 dem komplexen G-Aktin [Kreishman-
Deitrick et al., 2005; Rodal et al., 2005]. Durch diese Gleichartigkeit interagiert ein
G-Aktin, das mit Hilfe des Proteins WASp angelagert wird, mit diesem Komplex und
eine Nukleation startet [Goley et al., 2004].

Spontane Nukleation

—_ - - _> 4
a N/
Formin
b FH2/ g‘?&/
Spire
H P\ é ‘Hr ‘F‘ . \' ‘, - (\/
c N\ WH2

Arp2/3-Komplex

Arp2/3-Komplex
d

Abbildung 2: Bildung eines Aktin-Nukleationskomplexes (modifiziert nach Goode & Eck, 2007)

In der Abbildung ist schematisch der Aktin-Nukleationskomplex dargestellt. Im Abschnitt a) ist die
spontane Nukleation des G-Aktins (braun), in b) wird die Aktinnukleation mit Formin, in ¢) die Bildung
des Nukleationskomplexes mit Spire und in d) die Nukleation von G-Aktin durch den Arp2/3-Komplex
gezeigt.

Das Formin nukleiert G-Aktine zu linearen F-Aktinen [Pruyne et al., 2002; Sagot et
al., 2002]. Formin besteht aus sieben Untereinheiten [Moseley & Goode, 2005], wobei
die Untereinheit FH2 eine gleichartige Struktur wie G-Aktin aufweist und an dieses
bindet [Goode & Eck, 2007; Lu et al., 2007]. Die FH2 Untereinheit stabilisiert den
dimeren G-Aktin-Komplex und fordert so die Aktinnukleation [Pring et al., 2003;
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Shimada et al., 2004; Xu et al., 2004]. Das Protein Spire stabilisiert die Bildung eines
Nukleus auf einem anderen Weg, indem es gemeinsam mit vier WH2 Untereinheiten
mit G-Aktin interagiert und diese zu einen vorldufigen Nukleations-Komplex
aneinander reiht, woraus letztlich ein pointed end gebildet wird [Quinlan et al., 2005;

Goode & Eck, 2007].

2.2.3 Aktinfilamente: Capping und Vernetzung zu F-Aktinbiindeln

Die gebildeten F-Aktine konnen untereinander durch aktinbindende Proteine, wie
Fimbrin [Bretscher et al., 1981], Formin [Esus et al., 2008], Filamin [Tseng et al.,
2004], a-Aktinin [Xu et al., 2000], Villin [Khurana & George, 2008] und auch

Vinculin [Shen et al., 2011], vernetzt werden, wodurch Aktinbiindel entstehen.

F-Aktin kann durch sogenannte Capping-Proteine, wie beispielsweise Gelsolin oder
CapZ, stabilisiert werden, wodurch die Motilitdt von Zellen reguliert wird [Weeds &
Maciver, 1993; Hug et al., 1995]. Indem diese Capping-Proteine an das barbed end
binden, konnen diese den Aufbau und Abbau des F-Aktins beeinflussen [Pantaloni et
al., 2001; Wear & Cooper, 2004; Disanza et al., 2005]. Auch Vinculin konnte als ein
Capping-Protein identifiziert werden [Clainche et al., 2010].

2.3 Vinculin

Ein Protein des Cytoskeletts, das besonders an der Verbindung zwischen Cytoskelett
und extrazelluldrer Matrix beteiligt ist, ist das multiadhdsive Vinculin. Es interagiert
mit einer Vielzahl von Proteinen und wurde 1980 von Geiger et al. als ein
bedeutendes Verbindungselement zwischen Proteinen der Plasmamembran und dem
Aktinfilament beschrieben [Geiger et al., 1980] und wurde im Cytoplasma [Geiger,
1982] als globuldres Protein nachgewiesen [Isenberg et al., 1982]. Vinculin wurde ein
Jahr zuvor bei einer nativen Proteinpréparation aus dem Putenkaumagen als ein
Nebenprodukt einer eigentlichen a-Actinin-Préparation isoliert [Geiger, 1979]. Bis
heute konnte Vinculin in den unterschiedlichsten Zelltypen und Organismen
nachgewiesen werden [Otto, 1990]. Es wurde sowohl in ungebundener Form im
Cytoplasma gefunden [Burridge & Feramisco, 1980], als auch in der Adhirenz-
Verbindung (engl.: adherens junction) zwischen Epithelzellen und Herzmuskelzellen

nachgewiesen [Geiger et al., 1980].
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Vinculin besteht aus 1066 Aminosduren. Die relative molare Masse betragt 117 kDa
[Geiger et al., 1980]. Die erste Aminosduresequenz des Vinculins wurde neun Jahre
nach der Entdeckung aufgeklirt [Price et al., 1989]. Das Hiihner-Vinculin hat einen
isoelektrischen Punkt (P;) von 6,0 [Coutu & Craig, 1988]. Das komplette Vinculin
liegt im Cytosol als ein inaktives kompaktes globuldres Molekiil vor, welches durch
eine Kopf-Schwanz-Interaktion gebildet wird [Isenberg et al., 1982; Bakolitsa et al.,
2004; Cohen et al., 2005].

Vinculin kommt in den verschiedensten Muskelgeweben vor. Hauptsdchlich kommt
Vinculin jedoch in der glatten Muskulatur vor, in Form der Membran-assoziierten
»dense plaques™ [Small, 1985]. Des Weiteren wurde Vinculin in den Costameren der
Skelettmuskulatur [Craig & Paro, 1983; Pardo et al., 1983a/b; Shear & Bloch, 1985;
Belkin et al., 1988a/b; Danowiski et al., 1992], im Sehnenansatz der Skelettmuskeln
[Yorifuji & Hirokawa, 1989], sowie in Herzmuskelzellen nachgewiesen [Koteliansky
& Gneushev, 1983]. Im Skelett- und Herzmuskel wird Vinculin an der
transmembranen Verbindung der Muskelzelle lokalisiert und ist an den Costameren
mit den Myofibrillen verbunden [Pierobon-Bormioli, 1981; Craig & Pardo, 1983;
Pardo et al., 1983b; Shear & Bloch, 1985]. Des Weiteren ist Vinculin essentiell fiir die
Entwicklung des Gehirns und des Herzens bei Miusen [Xu et al.,1998]. Vinculin
defiziente Miuse zeigten eine Veranlagung unter Stress eine Kardiomyopathie zu
entwickeln [Zemljic-Harpf et al., 2004]. Vinculin wurde auch in Lymphozyten
[Marchision et al., 1988], sowie Trombozyten [Koteliansky et al., 1984], welche nicht
in Geweben organisiert sind, nachgewiesen [Rosenfeld et al., 1985; Horvath et al.,
1992]. Sogar in Nematoden konnten Vinculin-dhnliche Proteine im

Hautmuskelschlauch nachgewiesen werden [Barstead & Waterston, 1989; 1991].

Vinculin hat auch einen Einfluss auf die Apoptosekaskade von Caspase-3, indem
Paxillin iiber eine Interaktion mit Vinculin um FAK (engl.: focal adhesion kinase)
konkurriert. Die Vinculin-defizienten F9-Zellen zeigen eine Apoptoseresistenz,
welche tliber die Caspase-3 ausgelost wird [DeMali et al., 2002; Goldmann & Ingber,
2002; Subauste et al., 2004].

Da Vinculin eine wichtige Bedeutung bei einer Vielzahl von regulatorischen
Prozessen aufweist, wie der Fokal-Adhision, Migration und Invasion, gibt es einen

Zusammenhang zwischen der Tumorgenese und dem Fehlen von Vinculin [Sadano et
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al., 1992; Lifschitz-Mercer et al., 1997; Meyer & Brinck, 1997; Kawahara et al., 1999;
Somiari et al., 2003; Ziegler et al., 2006; Mierke et al., 2009; 2010]. So zeigen

Vinculin defiziente Zellen eingeschrinkte Fokal-Kontakte und ein schnelleres

Zellwachstum [Rodriguez Fernandez et al., 1992a; 1992b; 1993].

Fiir das multiadaptive Vinculin wurden viele Bindungspartner beschrieben, wie
F-Aktin [Hiittelmaier et al., 1997], Talin [Burridge & Mangeat, 1984], a-Actinin
[Geiger, 1979; Drenckhahn & Franz, 1986], a-Catenin [Weiss et al., 1998],
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP,) [Johnson & Craig 1995], Vinexin [Kioka
et al.,, 1999], VASP [Brindle et al., 1996], Ponsin [Mandai et al., 1999], Arp2/3-
Komplex [DeMali et al., 2002], Raver-1 [Hiittelmaier et al., 2001], Proteinkinase C
(PKC) [Tigges et al., 2003] und Paxillin [Wood et al., 1994; Critchley, 2000; Zamir &
Geiger, 2001]. In der Abbildung 3 werden das Vinculin und dessen
Interaktionspartner schematisch dargestellt. Als multiadhisives Verbindungselement
stellt Vinculin eine wichtige Komponente bei der Fokaladhision dar und ist neben
Talin ein bedeutender Interaktionspartner [Geiger, 1979; Burridge & Feramisco, 1980;
Burridge & Connel, 1983].

<>
Li g .
- 1-835 877-1066
Vinculin-Kopf Vinculin-Schwanz
| 3 x 112 AS-Wiederholul
D2 p3___| b4 | | D5
< 6-252 >« 253-485 > < 493-717 > .719-835. < 896-1066 >
a-Actinin Talin F-Aktin  F-Aktin
1-107 167-207 893-985 1016-1066
onsin Paxillin
39-89; 979-1028
[\ PIP, >
316»970
Vinexjin
849-893
<+
Vinculin-Schwanz] VASP Vinculin-Kopf!
]B‘LZZE wﬂ 1Q29-1036

Abbildung 3: Schematische Darstellung von Vinculin [modifiziert nach Zamir & Geiger, 2001]

In der Abbildung wird die schematische Darstellung des Vinculins gezeigt. In dieser Darstellung sind
die Grdfen der einzelnen Domdnen, sowie die Protein-Untereinheiten dargestellt [Bakolitsa et al.,
2004]. Des Weitern sind Interaktionspartner des Vinculins angegeben und die Bindebereiche werden
gezeigt.
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2.3.1 Molekulare Struktur des Vinculins

Die Struktur des Vinculins kann in eine Kopf-, Schwanz- und eine Linker-Region
unterteilt werden, wie in der Abbildung 3 gezeigt. Vinculin besteht zu hohen Anteilen
aus Biindeln von a-Helices [Bakolitsa et al., 2004]. Das globulére Protein wird durch
eine Kopf-Schwanz-Interaktion gebildet. Diese Vinculin-Kopf- und Vinculin-
Schwanz-Bindung zeigen eine starke Bindung (K¢<10) [Bakolitsa et al., 2004;
Cohen et al., 2005], so dass in vitro meist nur eine geschlossene Konformation
vorliegt. Die Abbildung 4 zeigt die geschlossene Vinculin-Konformation. Der
Vinculin-Kopf besitzt in der Domidne 1 eine Bindestelle (AS 181-226) fiir den
Schwanz [Weekes et al., 1996]. Diese Bindestelle, die eine hydrophile Umgebung mit
einem hydrophoben Mittelpunkt enthilt, weist eine Dissoziationskonstante von 10° M
auf [Borgon et al., 2004; Pagrigoriou et al., 2004]. Der interagierende Bereich des
Vinculin-Schwanzes befindet sich am C-terminalen Ende der Domine 5 auf einer
a-Helix (AS 1029-1036) und bindet den Vinculin-Kopf {iber polare
Wechselwirkungen [Bakolitsa et al., 2004].

Talin,
a-catenin

PIP2,
F-actin

Vinexin,
ponsin

Arp2/3

Abbildung 4: Struktur des Vinculins (Huhn) [modizifiert nach Bakolitsa et al., 2004]

In der Abbildung ist die Kristallstruktur des Vinculinmolekiils dargestellt. Die einzelnen Domdnen sind
farblich gekennzeichnet, die D1 (blau), D2 (hellblau), D3 (griin), D4 (gelb) und D5 (rot). Es wurden
Bindungsstellen fiir Talin, PIP, und weitere Bindungspartner des Vinculins markiert.
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2.3.1.1 Der Vinculin-Kopf

Der Kopf des Vinculins besteht aus den Domédnen 1-4, umfasst 835 Aminosduren und
weist in einigen Regionen Homologien zu a-Catenin auf [Bakolitsa et al., 2004]. Eine
Vielzahl von Proteinen des Cytoskeletts, wie beispielsweise Talin, bindet an den
Vinculin-Kopf, wobei dieses nur bindet, wenn der Kopf bei einer Zell-Matrix-
Adhaésion assoziiert ist [Burridge & Mangeat, 1984]. Eine Interaktion mit a-Catenin
[Weiss et al., 1998] oder B-Catenin [Hazan et al., 1997] erfolgt, wenn der Vinculin-
Kopf in einer Adherens-Junction gebunden ist [Geiger, 1979; Hazan et al., 1997;
Watabe-Uchida et al., 1998]. Des Weiteren interagiert auch a-Actinin [Geiger, 1979;
Drenckhahn & Franz, 1986] und IpaA [Nhieu et al., 1997] mit dem Vinculin-Kopf.
Die Bindungsstellen fiir einige dieser Interaktionspartner sind in der Abbildung 3

angezeigt.

2.3.1.2 Der Vinculin-Schwanz

Der Vinculin-Schwanz besteht aus der Doméne 5 und umfasst 189 AS [Zamir &
Geiger, 2001; Bakolitsa et al., 2004]. Die Vinculin-Schwanz Doméne besteht
ebenfalls iiberwiegend aus o-Helices: fiinf antiparalell orientierte a-Helices sind
durch Schleifen von 3-8 Aminosduren verbunden [Bakolitsa et al., 1999; Bakolitsa et
al., 2004; Borgon et al., 2004]. Es wurden zwei Serine, S'%3 und 81045, in der letzten
a-Helix identifiziert. Diese konnen durch die Proteinkinase-C phosphoryliert werden

[Schwienbacher et al., 1996; Weekes et al., 1996; Ziegler et al., 2002; 2006].

Fiir den Vinculin-Schwanz wurden mehrere Interaktionspartner beschrieben, wie
beispielsweise Paxillin [Turner et al., 1990; Wood et al., 1994] und F-Aktin [Johnson
& Craig 1995; Hiittelmaier et al., 1997]. Es wurden zwei F-Aktin-Bindestellen im
Vinculin-Schwanz identifiziert. Diese liegen in den Aminosdure-Abschnitten 893-985
und 1016-1066 [Cohen et al., 2005, Gilmore & Burridge, 1996, Hiittelmaier et al.,
1997; Menkel et al., 1994]. Des Weiteren interagieren Phosphatidylinositol-4,5-
biphosphat (PIP,) [Johnson & Craig, 1995], die Proteinekinase-C (PKC) [Weekes et
al., 1996] und Raver-1 [Hiittelmaier et al., 2001] mit dem Vinculin-Schwanz (siehe
Abbildung 3). Aktiviertes Vinculin, insbesondere der Vinculin-Schwanz, zeigt einen

Capping-Effekt gegeniiber dem barbed end des F-Aktins [Clainche et al., 2010].
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2.3.1.3 Die Vinculin Linker-Region

Durch Rontgenstrukturanalyse des gesamten Vinculins vom Huhn wurde der
Regionsbereich von AS 837-878 als eine prolinreiche Linker-Region beschrieben
[Bakolitsa et al., 2004].

/8850  \/g8s7

PQEPDFPPPPPDLEHLHLTDELAPPKPPLPEGEVPPPRPPPP

D 4 | prolinreich | prolinreich | D 5

Linker-Region

837-847 859-878
+—> 4+—>
719-835 837-878 896-1066
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Linker-Region [modifiziert nach Gimona et al., 1988;
Coutu & Carig, 1988].

In der Abbildung wird schematisch die Linker-Region des Vinculins mit den prolinreichen Regionen
und den Spaltstellen der Endoproteinase Glu-C (V8-Protease) gezeigt. Die dargestellte Aminosdure-
Sequenz stammt vom Huhn.

Als Interaktionspartner der prolinreichen Linker-Region wurde VASP (engl.:
vasodilator-stimulated phosphoprotein) beschrieben [Brindle et al., 1996]. Dabei
bindet VASP an das Sequenzmotiv FPPPP (AS 842-847) der Linker-Region [Brindle
et al., 1996; Hiittelmaier et al., 1998; Reinhard et al., 1996]. Des Weiteren binden die
Proteine Vinexin [Kioka et al., 1999] und Ponsin [Mandai et al., 1999] an dieses
Sequenzmotiv. Der Arp2/3-Komplex [DeMali et al.,, 2002] wird durch das
Sequenzmotiv PPPP (AS 875-878) an die prolinreiche Linker-Region rekrutiert. Des
Weiteren bindet das Protein ArgBP2, ein Vertreter der Protein-Tyrosinkinasen,
ebenfalls an die prolinreiche Linker-Region [Kawabe et al., 1999; Robinson &

Turbedsky, 2001; Rodal et al., 2005].

2.3.2 Regulation der Aktivierung des Vinculins

Eine Vielzahl von Bindestellen, zum Beispiel fiir Talin, a-Actinin und F-Aktin,
werden in der inaktiven Vinculin-Konformation durch die Kopf-Schwanz-Interaktion
maskiert [Chen et al., 2006; Groesch & Otto, 1990; Gilmore & Burridge, 1996;
Johnson & Craig, 1994; Kroemker et al., 1994; McGregor et al., 1994; Wood et al.,
1994]. Die prolinreiche Linker-Region zwischen Vinculin-Kopf und Schwanz
ermoglicht wahrscheinlich die Aktivierung des Vinculins, indem diese Region als ein
flexibles Gelenk dient, wodurch der Vinculin-Schwanz vom Vinculin-Kopf abklappen

kann [Miller et al., 2001]. Fiir die Aktivierung des Vinculins wurden unterschiedliche
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Theorien postuliert, zum einen kann der Aktivierungsschritt iiber eine Protein-
Interaktionen verlaufen oder zum anderen werden mehrere Interaktionspartner zur

Aktivierung bendtigt [Chen et al., 2006].

2.3.2.1 Aktivierung des globuliren Vinculins durch ein Protein

Die Aktivierung durch nur eine Protein-Interaktion wurde modellhaft durch
unterschiedlichste Kombination zwischen Vinculin-Kopf und -Schwanz Fragmenten,
mit Proteinfragmenten des Talins (VBS1: AS 607-636, VBS2: AS 852-875, VBS3:
AS 945-970) und des a-Actinins (VBS: AS 731-760) dargestellt [Bois et al., 2005,
2006]. Die Fragmente des Talins (VBS1, VBS2 und VBS3) binden an das
geschlossene inaktive Vinculin, kompetitiv zum Vinculin-Schwanz [Bois et al., 2005;
2006]. Die Bindungskonstante zwischen aVBS und Vinculin, sowie die Vinculin
Kopf-Schwanz-Bindung zeigen die gleiche Groflenordnung und ermdglichen so das
Offnen des geschlossenen Vinculins [Bois et al., 2005]. Diese konkurrierende
Interaktion zwischen VBS und dem Vinculin-Kopf in Kombination mit dem Vinculin-
Schwanz fiihrt zur Dissoziation des Schwanzes und zur Offnung des Vinculins [Izard

& Vonrhein, 2004].

Vinculin kann auch durch IpaA, ein virulenter-Faktor des Bakteriums Shigella
flexneri, aktiviert werden [Hamiaux et al., 2006; Nhieu et al., 1997]. Das Bakterium
infiltriert Epitelzellen durch eine Vakuolenbildung [Parsot, 2005], die durch 25
Proteine induziert wird, wovon eines das IpaA ist [Menard et al., 1993; Nhieu et al.,
1997; 2000; Nhieu & Sansonetti, 1999]. Bei der Bindung von IpaA an den
N-Terminus des Vinculins kommt es zu einer Aktivierung von F-Aktin [Bourdet-
Sicard et al., 1999]. Es wurde ein mdgliches Vinculin-Bindemotiv in IpaA (AS 560-
633) vorgeschlagen. Das IpaA enthdlt zwei VBS-Bindemotive am C-Terminus und
bindet gleichzeitig an die Vinculin Doméne 1 (AS 1-250). Die Ubereinstimmung des
Bindemotivs zwischen dem virulenten Protein IpaA und den VBS-Regionen des
Talins, sowie des a-Actinins zeigen, dass inaktives Vinculin durch eine Mimikry-

Struktur des IpaAs aktiviert wird [Hamiaux et al., 2006; Park et al., 2011].
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2.3.2.2 Aktivierung des globulidren Vinculins durch mehrere
Proteine

Eine Aktivierung des Vinculins durch Talin ist wegen der starken Interaktion
zwischen Kopf und Schwanz mit einer K4 von 10°M nur bedingt méglich. Nur ein
geringer Anteil des Vinculins bindet deshalb an Talin und bildet einen Komplex mit
einer Affinitit von 107M. Somit kommt es zu keiner signifikanten Aktivierung des
Vinculins durch Talin allein. Wie in der Abbildung 6 gezeigt, wird der Vinculin-
Talin-Komplex erst durch die Anwesenheit von F-Aktin aktiviert [Chen et al., 2006].

Talin Taln
Vinculin e— £
- — . — _ <
N < h - u_
\._M /s ’ “— ' w¢< -

Abbildung 6: Schema der Aktivierung des globuliren inaktiven Vinculins durch mehrere
Interaktoren [modifiziert nach Chen et al., 2006]

In dieser Abbildung ist die Aktivierung des globalen inaktiven Vinculins durch zwei Proteine
dargestellt.

Inaktives Vinculin kann durch PIP, aktiviert werden, das regulatorisch auf Vinculin
wirkt [Gilmore & Burridge, 1996; Johnson & Craig, 1995; Weekes et al., 1996]. Es
unterbindet die Wechselwirkung zwischen Vinculin-Kopf und Vinculin-Schwanz
[Schwienbacher et al., 1996; Zhang et al., 2004]. Die gedffnete Konformation des
Vinculins kann durch Phosphorylierung stabilisiert werden, indem die nun fiir die
Proteinkinase-C  zugénglichen Aminosduren S'°* und S'"*  phosphorylieren
[Schwienbacher et al., 1996; Ziegler et al., 2002; Weekes et al., 1996]. PIP, selbst
bindet im Bereich (AS 916-970), einer F-Aktin Bindestelle, wodurch die Interaktion
mit F-Aktin inhibiert wird. Dabei kann Vinculin nur iiber eine zweite Bindestelle mit
F-Aktin interagieren und voriibergehend gedffnet werden. In der offenen
Konformation kénnen nun weitere Proteine, wie Talin, mit Vinculin interagieren und
den offenen Zustand stabilisieren [Bass et al., 2002; Gilmore et al., 1992, 1993; Miller
et al., 2001; Jones et al., 1989]. Die Regulation des Vinculins durch PIP, wurde durch
Mutanten (K952Q, K956Q, R963Q, K966Q, R1060Q, K1061Q) bestitigt, die PIP,
nicht binden konnten [Chandrasekar et al., 2005].
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2.3.3 Vinculin und Zellkontakte

Eine Adhésionsverbindung, etwa bei der Zell-Matrix-Adhédsion, ist fiir die
Organisation von Geweben hochgradig essentiell. Durch diese Adhisionen interagiert
dic Zelle mit der extrazelluliren Matrix, was fiir zellulire Prozesse, wie
Zellproliferation und Wundheilung, von entscheidender Bedeutung ist. Die Zell-
Matrix-Adhédsion wird {iber ein transmembranes Adhésionsprotein vermittelt und stellt
einen Kontakt zwischen Zelle und extrazelluliren Matrix her. Die Funktion des
Vinculins in der Zell-Matrix-Adhésion reguliert eine Vielzahl von zelluldren
Prozessen, wie Zellproliferation, Zellmigration und Differenzierung [Rodriguez
Fernandez et al., 1993; Xu et al., 1998; DeMali et al., 2002; Berrier & Yamada, 2007,
Schwartz & DeSimone, 2008; Huveneers & Danen, 2009].

2.3.3.1 Vinculin in Zell-Zell-Adhasion und Zell-Matrix-Adhision

Bei der Modulation der Zell-Zell-Adhésion oder Zell-Matrix-Adhésion dient Vinculin
als ein indirektes Kopplungsmolekiil zwischen Cytoskelett und Intergrinen oder
Cadherinen [Pokutta & Weis, 2002; Mierke, 2009]. Die Fokal-Adhésion wird durch
Bindung von Talin an die cytoplasmatische Doméne der Integrine oum, 1 und (3
ermoglicht. Vinculin stellt das Bindeglied zwischen Cytoskelett und Fokal-Adhésion
dar, indem der Vinculin-Kopf an Talin bindet [Calderwood et al., 2002; Nayal et al.,
2004]. Vinculin hat einen Einfluss auf die Regulierung des Turnovers der Fokal-
Adhésion. So reguliert die Vinculin-Talin-Interaktion die Ausbildung des Integrin-
Komplexes. Nach derzeitiger Vorstellung bindet Talin bei der Ausbildung eines
Fokal-Kontaktes an ein Integrin, und so entsteht zundchst eine schwache Fokal-
Adhéasion. Das Vinculin wird durch Talin und F-Aktin aktiviert und rekrutiert,
wodurch ein multimolekularer Integrin-Komplex entsteht. Die Fokal-Adhésion wird
durch Intergrin-Clustering des Vinculins verstiarkt. Durch Interaktion zwischen PIP,
und Vinculin wird die Fokal-Adhédsion reguliert, indem Vinculin vom F-Aktin des
multimolekularen Integrin-Komplexes durch PIP, verdringt wird. Die Ausbildung
eines Fokalkontaktes kann durch PIP, mithilfe von Vinculin reguliert werden
[Chandrasekar et al., 2005; Saunders et al., 2006]. Die Interaktionen von PIP, mit

Vinculin wurden in einem vorangegangen Abschnitt (2.3.2.2) beschrieben.



Einleitung 17

Die Zell-Zell-Adhidsion wird durch Calcium-abhéngigen Cadherine ermoglicht. Dieses
transmembrane  Glykoprotein  besteht aus einem extrazelluldren, einem
transmembranen und einem intrazelluliren Bereich. Die Cadherine sind an den
sogenannten Adhdrenz Junctions assoziiert und bilden Zellkontakte zwischen
Geweben aus [Geiger et al., 1985]. Im cyctoplasmatischen Bereich dieser Cadherine
sind verschiedene Ankerproteine gebunden, wie a-, - und y-Catenin, die wiederum
mit dem Cytoskelett interagieren [Barth et al., 1997; Geiger & Ginsberg, 1991; Geiger
et al.,, 1985; Cowin et al., 1986]. Fiir a-Catenin wurden Interaktionen mit
Aktinfilamenten, sowie mit a-Actinin nachgewiesen [Rimm et al., 1995; Nieset et al.,
1997]. Ein Aminosdurensequenzvergleich zwischen Vinculin und a-Catenin zeigt drei
homologe Bereiche mit einer Sequenziibereinstimmung. Die Homologien im Vinculin
liegen in den Bereichen AS 6-208, AS 582-796 und AS 905-1053 [Herrenknecht et
al., 1991; Nagafuchi et al., 1991]. Des Weiteren wurden Interaktionen zwischen den
beiden Proteinen nachgewiesen, so bindet der Vinculin-Kopf an den a-Catenin-
Schwanz [Watabe-Uchida et al., 1998; Weiss et al., 1998]. Durch diese Interaktion ist
das Vinculin indirekt auch an Zell-Zell-Adhisionen beteiligt [Riidiger, 1998].

2.3.4 F-Aktin-Biindelung durch Vinculin

Eine F-Aktin-Biindelung kann durch Polykationen, bivalente Metallionen und
basische Polypeptide erfolgen [Tang & Janmey, 1998]. Das gesamte Vinculin
interagiert mit F-Aktin und induziert Aktinbiindel, indem das F-Aktin dreidimensional

vernetzt wird [Jockusch & Isenberg, 1981].

Des Weiteren wurde beobachtet, dass gedffnetes Vinculin, vor allem aber der
Vinculin-Schwanz, die Fahigkeit besitzt F-Aktin zu vernetzen und Aktinbiindel zu
bilden [Menkel et al., 1994; Hiittelmaier et al., 1997; Johnson et al., 2000; Janssen et
al., 2006; Clainche et al., 2010; Shen et al., 2011]. Hier bindet F-Aktin an zwei
unterschiedlichen Bindestellen des Vinculin-Schwanzes. Diese Bindung ermoglicht
eine Vernetzung des F-Aktins [Johnson et al., 2000; Janssen et al., 2006; Shen et al.,
2011]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Vinculin-Schwanz auch
Aktinbiindel aus G-Aktin erzeugt. Diese Aktinbiindel bilden sich schlieBlich aus
F-Aktinen, die durch Nukleation von G-Aktin entstehen [Wen et al., 2009].
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3  Problemstellung

Eine Bindung von Aktin an den Vinculin-Kopf ist bisher in der Literatur nicht
beschrieben worden. Aus den Ergebnissen der Arbeitsgruppe war aber bekannt, dass
nativ aus Putenmagen gereinigtes Vinculin die Bildung von Oligomeren aus
monomerem Aktin (G-Aktin) induziert und damit die Polymerisation des G-Aktins
beschleunigt [Neumann, 2004]. Somit muss das Protein eine G-Aktin-Bindestelle
besitzen. Zudem zeigt nur die offene Vinculin-Konformation eine Aktivitit gegeniiber
Aktin. In der geschlossenen Konformation ist offenbar die Bindestelle maskiert, denn

es findet keine Beschleunigung der Aktinpolymerisation statt.

Die proteolytische Spaltung des Vinculins in Kopf- und Schwanz zeigt, dass eine
G-Aktin-Bindestelle im Vinculin-Kopf vorhanden sein muss, da nur die Kopfdoméne
die Nukleation des G-Aktins fordert und damit die Polymerisation beschleunigt,
wihrend der isolierte Schwanzteil nur an bereits polymerisiertes Aktin bindet, nicht
aber an G-Aktin [Neumann, 2004; Oberlack, 2009]. Eine Aktin-Bindestelle dieses
Typs im Vinculin-Kopf war bisher unbekannt. In der Literatur wird davon
ausgegangen, dass der Vinculin-Kopf keine Bindung an Aktin zeigt. Der Vinculin-
Schwanz zeigt einen inhibierenden FEinfluss (Capping-Effekt) auf die
Depolymerisation von Aktinfilamenten (F-Aktin). Diese Capping-Funktion stabilisiert
das F-Aktin. Im Gegensatz dazu zeigt der Vinculin-Kopf keinen Capping-Effekt,
sondern ausschlieBlich eine nukleationsférdernde Aktivitdt von G-Aktin [Neumann,
2004]. Die Region der Interaktion, nukleationsfordernder Effekt von G-Aktin, im
Vinculin-Kopf ist noch nicht charakterisiert. In dieser Arbeit wurde diese Region der
G-Aktin-Wechselwirkung und die Aspekte der schwachen Aktinpolymerisation durch
Vinculin und eine Bindung von G-Aktin an Vinculin charakterisiert. Dazu wurden
insbesondere Konstrukte des Vinculin-Kopfes, als auch des Vinculin-Schwanzes
durch die Interaktion mit Aktin ndher charakterisiert. Durch gezieltes Verkiirzen des
Vinculin-Kopfes wurden Konstrukte hergestellt, die eine Bindung zwischen G-Aktins
und Vinculin, sowie eine Aktinpolymerisation zeigen. Durch diese Charakterisierung
soll die Aktin-Wechselwirkung auf eine Region des Vinculinmolekiils eingeschriankt

werden.
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4 Material und Methoden
4.1 Material und Gerite

4.1.1 Materialien

Verbrauchsmaterialien fiir Pipettenspitzen, Zentrifugenréhrchen, Kulturréhrchen und

Plastikwaren fiir die Zellkultur wurden von den Firmen Brand, Eppendorf, Nunc,

Greiner, TPP, Apogent, Millipore, Roth bezogen.

4.1.2 Reagenziensitze

Produkte

Firma

Gel Extraktionskit
Topo-Klonierung
Praparationskit flir Plasmid-DNA

Priparationskit fiir RNA

Macherey-Nagel, Qiagen®
Invitrogen
Macherey-Nagel

Macherey-Nagel

pGEM Easy Operon
Transfektionskit Loranza Loranza
4.1.3 Chromatographie-Saulen

Produkte Firma

DEAE-Sepharose” CL-6B
Mono Q™ HR5/5

Mono S™ HRS5/5
Sephadex G-200
Q-Sepharose

Ni-NTA

Ni-TED

Glutathion-Sepharose

Pharmacia-GE Healthcare
Pharmacia-GE Healthcare
Pharmacia-GE Healthcare
Pharmacia-GE Healthcare
Pharmacia-GE Healthcare
Invitrogen, Roth

Macherey-Nagel

Macherey-Nagel, Roth
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4.1.4 Chemikalien
Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Aldrich, AppliChem,

Biomol, Fluka, Gerbu, Roche, Roth, Merck, Sigma, Fermentas und Stratagene

bezogen.

4.1.5 Protein-Molekularmassenstandards
Als Molekularmassenstandards wurden in dieser Arbeit unterschiedliche Markertypen

verwendet. Es wurde ein Proteinmarker Roti®-Mark Standard (Roth) mit einem
GroBenbereich von 212 bis 14kDa, ein low molekular weight (LMW)-Marker (Sigma)
von 66 bis 14kDa und ein Protein-Marker I (AppliChem) von 116 bis 14kDa, sowie
ein laboreigener high molekular weight (HMW)-Marker mit einer Grof3e von 280 bis
29kDa verwendet.

4.1.6 DNA-Molekularmassenstandards

Als Molekularmassenstandard wurde der Generuler Ladder-Mix (MBI Fermentas) mit

einem Molekularbereich von 10kbp bis 0,1kbp verwendet.

4.1.7  Puffer, Medien und andere Losungen
Falls nicht anders angegeben, wurden die Puffer, Medien und Ldsungen mit

deionisiertem Wasser angesetzt. Die verwendeten Medien und Ldsungen fiir die
genetischen und Zellkultur-Arbeiten wurden fiir 20min bei 121°C autoklaviert oder
sterilfiltriert. Die Lagerung der angesetzten Losungen erfolgte, wenn nichts anders

angegeben, bei Raumtemperatur.

Puffer Zusammensetzung

B-10 Puffer: 20mM Tris/HCI; 10mM NaCl; 0,3mM DTT; 0,5mM EDTA;
0,2mM PMSF; pH 7,5

BI-10 Puffer: 20mM Imidazol; 10mM NaCl; 0,3mM DTT; 0,5mM EDTA;
0,2mM PMSF; pH 7,5

5-G-Puffer: ImM ATP; 5SmM Tris/HCI; 0,2mM CaCl,; 2mM NaNj; ImM
B-ME

10x ABP-Puffer : 100mM KCI; 2mM MgCI2; ImM PMSF; ImM ATP; 10mM

Imidazol; pH 7,5
PBS-Puffer 1,5mM KH,POy4; 2,7mM Kcl; 8,1mM Na,HPOy4; 137mM NaCl
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4.1.8 Antibiotika

Antibiotikum Abkiirzung Stammldsung Arbeitslosung
Ampicillin Amp 100mg/ml in H,O 50-100 pg/ml
Chloramphenicol Cm 50mg/ml in EtOH 50-100 pg/ml
Kanamycin Kan 30mg/ml in H,O 30ug/ml
Tetracyclin Tet 12,5mg/ml in EtOH 12,5ug/ml

4.1.9 Enzyme

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen, die T4-Ligase und die alkalische
Phosphatase wurden von der Firma New England Biolabs bezogen. Die eingesetzte
Revers Transkriptase (OmniScript) und die DNA-Polymerase (Tag-Master-Mix),
sowie die DNA-Polymerase Pfu wurden von der Firma Invitrogen bezogen. Sdmtliche
Enzyme wurden entsprechend den von den Herstellern angegebenen Vorschriften

verwendet.

4.1.10 Bezugsquellen von Probenmaterial
Fir die native Vinculin-Prdparation und Proben fiir die RNA-Isolierung wurden

Putenmégen verwendet, die aus der Gefliigelschlachterei Reinhard Buschsieweke

GmbH (Rietberg) bezogen wurden.

4.1.10.1 Biologisches Material
Die biologischen Materialien, Aktin und Pyren-Aktin, wurden durch die
Arbeitsgruppe Biochemische Zellbiologie bereitgestellt und konnten fiir die

Experimente als Substrat eingesetzt werden.

4.1.10.2 Monomeres Aktin

Monomeres Aktin wurde nach der Methode von Spudich und Watt modifiziert und
aus acetongetrocknetem Skelettmuskelpulver von Kaninchen (Oryctolagus cuniculus)
hergestellt [Spudich & Watt 1971]. Die weitere Aufreinigung erfolgte iiber eine
Gelfiltration, wie von MacLean-Fletcher und Pollard beschrieben [MacLean-Fletcher

& Pollard 1980].
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Das aufgereinigte G-Aktin wurde in einem 5x G-Puffer bei 4°C gelagert und innerhalb
von 2 Wochen verwendet oder mit 4mg/ml Saccharose lyophilisiert. Die Lagerung
erfolgte bei -80°C. Das lyophilisierte Aktin wurde vor Gebrauch in 5xG-Puffer
resuspendiert und gegen den selbigen Puffer {iber Nacht bei 4°C dialysiert.

4.1.10.3 Pyren-Aktin

Das Pyren-Aktin wurde nach Vorschrift von Kouyama und Mihashi hergestellt. Uber
eine  Thiolgruppe des Cys’* wurde ein fluoreszierendes Reagenz
N-(1-pyrenyl)lodacetamid an das monomere Kaninchenskelettmuskel Aktin gekoppelt
und mit 4mg/ml Saccharose lyophilisiert [Kouyama & Mihashi 1981]. Die Lagerung
erfolgte bei -80°C. Das Pyren-Aktin wurde vor Gebrauch in 5x G-Puffer resuspendiert
und gegen den selbigen Puffer iiber Nacht bei 4°C im Dunkeln dialysiert.

4.1.10.4 Nativer Vinculin-Schwanz
Der native Vinculin-Schwanz wurde durch die Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellt.
Dieser wurde durch eine limitierende Spaltung des Vinculins erhalten und durch einen

Anionenaustauscher vom Vinculin-Kopf getrennt.

4.1.10.5 Rekombinante Vinculin-Kopf-Konstrukte des Schweins

Die rekombinanten Vinculin-Kopf-Konstrukte des Schweins, die in dieser Arbeit
verwendet wurden, wurden selbst hergestellt und wie die nativen Vinculine
aufgereinigt, da diese keinen Tag besaflen. Diese Konstrukte wurde in erster Linie fiir

vorab Versuche verwendet.

4.1.11 Antikorper

Name Spezies Typ  Spezifitit Hersteller
hVinl Maus mk Vinculin N-Terminus, Sigma
human

Ziege-anti-Maus AP Ziege pk Maus IgG Sigma



Material und Methoden 23

4.1.12 Bakterienstimme

Name Eigenschaft Hersteller

Fiir die Klonierung wurden folgende Bakterienstimme verwendet:

TOP-10 F-merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 ~ Invitrogen ™
AlacXT74 recAl araD139 A(ara- leu)7697 galU
galK rpsL (StrR) endA1 nupG

DH5a fhuA2 MargF-lacZ)U169 phod glnV44 &80 Invitrogen™™
AllacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl Promega

lac [F proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)].

Fiir die Expression wurden folgende Bakterienstimme verwendet:

BL21(DE) E. coli B F—ompT hsdS(r —m —) dem+ Stratagen
Tetr gal A(DE3) endA Hte [argU prolL BB

CodonPlus RIPL Camr] [argU ileY leuW Strep/Specr]

BL21(DE) fhuA2 lacZ::T7 genel [lon] ompT gal Invitrogen™

sulA11 R(mcr-73::miniTnl0--TetS)2 [dem]
R(zgh-210::Tnl0--TetS) endA1 A(mcrC-
mrr)114.::1510

4.1.13 Zelllinien

Name Eigenschaft
NHI/3T3 Adhirent wachsende Zellline aus Maus-Fibroblasten
Fibroblasten Adhérent wachsende embryonale Huhn-Fibroblasten

4.1.14 Vektoren

Name Eigenschaft Referenz
Klonierungsvektoren
pCR®2. 1-TOPO® AmpR, KanR; lac-Promotor InvitrogenTM

pGEM®-T Easy Vector Amp~, Kan®; lac-Promotor Promega
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Name Eigenschaft Referenz

Prokaryotische Expressionsvektoren

pET21a(+) Amp®; T7-Promotor Novagen
pET 100 AmpR’ T7-Promotor InvitrogenTM
pGEX-4T(2) AmpR, Ptac-Promotor GE Healthcare

Eukaryotische Expressionsvektoren

pEGFP-C1 KanR, NeoR; CMYV-Promotor Clontech

4.1.15 Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden von den Herstellern Operon, metabion und eurofins

MWG GmBH synthetisiert.

Sonstige Primer:

Name Sequenz
B-Aktin-F 5'-ACC AAC TGG GAC GAC ATG GA-3°
B-Aktin-R 5'-GCC ATC TCC TGC TCG AAG TC-3°
Oligo dT S-TTT TTT TTT TTT TTT TTT-3"
GST-F 5°-GGT GGT CAT ATG TCC CCT ATA-3"
GST-R 5'-GGT GGT GCT AGC ACG CGG AAC-3°
GFP-F 5-TAC AAG TCC GGA ACT ATG ATG CCC GTC TTC

CAC ACG CGC ACC-3°

Klonierung des Hiithner-Vinculins:

Name Sequenz
VHKS-F 5'-CAT ATG CCC GTC TTC CAC ACG C-3°
VHKS5-R 5'-CAA GGA GCG AAG GAT ATC ATC-3°
VHKM-F 5'-GTG TCA CAA GGC CTG GAT TTG C-3°
VHKM-R 5'-GGA GGA GCA AGC TCA TCA GTC AG-3°
VHK3-F 5'-GCA GGA AAT ATC TCT GAT CCT GG-3°

VHK3-R 5'-GAG CTA CTG ATA CCA TGG GGT C-3°
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Klonierung des Puten-Vinculins:

Name Sequenz

Xhol-F 5'-CTC CTG ACC TCG AGC ATC TTC ATC-3

Xhol-R 5°-GAT GAA GAT GCT CGA GGT CAG GAG-3°

VP _I1-F 5°-GGT GGT GCT AGC ATC GAA GGT CGT ATG CCC GTC
TTC CAC ACG CGC-3°

VP _757-F 5°-TGG TGG GCT AGC TGG GAT GAA GAT GC-3°

VP _1467-F 5°-TGG TGG GCT AGC TTG GAG GGC AAG ATT-3°

VP 2155-F 5°-TGG TGG GCT AGC ACC AAG TCT CTG TTG-3°

VP _2221-F 5°-GAA TTC GCT AGC ATC GAA GGT CGT ATG GCC AAT
ATG CAA CCT-3

VP _2320-F 5'-GAA TTC GCT AGC ATC GAA GGT CGT TCA GAA GAC
CCG AAATTC-3°

VP_2506-F 5°-TGG TGG GCT AGC CAG CCT CAG GAA CCA-3°

VP 2561-F 5°-TGG TGG GCT AGC CAT CTT CAT CTG ACT GAT-3"

VP _2582-F 5°-TGG TGG GCT AGC CTT GCT CCT CCA AAA C-3°

VP _2686-F 5°-TGG TGG GCT AGC CAG CCT ATG ATG ATG-3"

VP _1455-R 5°-TGG TGG GAG CTC TAC CTA GTA TTT GCT AC-3°

VP 2151-R 5°-TGG TGG GAG CTC TAA TGG CTT CAT CCA C-3°

VP_2229-R 5°-TGG TGG GAG CTC TAA TTG GCC ATT GCA ACT TT-3°

VP 2328-R 5°-TGG TGG GAG CTC TAG TCT TCT GAA TTT TCA AC-3°

VP _2505-R 5°-TGG TGG GAG CTC TAG AAG GCT TCT CTG AC-3°

VP 2550-R 5°-TGG TGG GAG CTC TAC TCA AGG TCA GGA GG-3°

VP _2581-R 5°-TGG TGG GAG CTC TAC TCA TCA GTC AGA TG-3°

VP 2685-R 5°-TGG TGG GAG CTC TAA TTA ATA GCT TCT CC-3°

VP_3201-R 5°-TGG TGG GAG CTC TAC TGA TAC CAT GGG GTC-3°
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4.1.16 Computersoftware

Programm Hersteller

Adobe Reader Adobe System Incorporated

BIAevaluation GE Healthcare

BioEdit Tom Halllsis Pharmaceuticals

Mac OS 10.6.7 Appel

MS Office Microsoft GmbH

MS-Dos 6.2 Microsoft GmbH

pDraw32 1.1.87 Acaclone Software

Primer3 Whitehead Institute for Biomedical Research
Rasmol National Science Foundation

Windows 3.11/95/98/2000 Microsoft GmbH
WinGene 2.31 Lars Henning, 2000

WinPep 3.01 Lars Henning, 2000

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Isolierung von mRNA aus Gewebe

Die Isolierung von RNA aus Gewebe der Glattmuskulatur wurde durch einen hohen
Anteil an Proteinen und durch die Anwesenheit von RNasen erschwert, da es zu einem

schnellen Abbau von RNA kommt.

4.2.1.1 RNA-Isolierung durch Fallung

Fiir die RNA-Isolierung wurden 100mg Gewebe in 1ml GTC-Lsung gegeben und im
Ultraturrax fiir 60sec bei maximaler Drehzahl zerkleinert. Zu dem Homogenisat
wurden 100ul einer 2M Natriumacetat-Losung mit einem pH-Wert von 4,0 und 1ml
mit Wasser gesittigtem Phenol, sowie 200ul Chloroform/Isoamylalkohol (49:1)
gegeben. Das Gemisch wurde 30sec lang geschiittelt, anschlieBend fiir 10min auf Eis

inkubiert und fiir 20min bei 4°C mit 10.000rpm in einer Eppendorfzentrifuge
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zentrifugiert. Die obere Phase wurde entnommen und mit dem gleichen Volumen
kaltem Isopropanol (0°C) vermischt und iiber Nacht bei -20°C inkubiert. Darauf
wurde das Gemisch fiir 15min bei 4°C mit 10.000rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde
mit 300pl GTC-Losung resuspendiert und mit 300l Propanol erneut iiber Nacht bei
-20°C gefillt. Dieses Gemisch wurde wiederum fiir 15min bei 4°C mit 10.000rpm
zentrifugiert und das Sediment zweimal mit 500ul und 0°C kaltem 75% Ethanol
gewaschen. Das gewaschene Sediment wurde fiir 15min getrocknet und in 100ul
DEPC-Wasser aufgenommen. Mit der gewonnenen RNA wurde weitergearbeitet oder

diese wurde bei -80°C gelagert.

GTC-Losung: 4M GTC; 1% N-Lauroylsarcosine; 25mM Na-Acetat pH7,0; 1mM
Na-EDTA; 1M B-Mercaptoethanol

4.2.1.2 Total RNA-Isolierung durch Affinititssaulen
Es wurden 50mg Gewebe fiir die RNA-Isolierung verwendet und mit dem RNA-Kit
des Herstellers Macherey-Nagel gemdll deren Herstellerangaben verwendet. Die

gewonnene RNA wurde weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert.

4.2.1.3 mRNA-Isolierung durch Affinitatssiulen

Die mRNA-Isolierung und Konzentrierung erfolgte mit einem mRNA-Kit des
Herstellers Macherey-Nagel und wurde gemédl3 den Herstellerangaben verwendet. Die
Aufreinigung erfolgte iiber oligo-dT beads, an die die mRNAs iiber den polyA-

Schwanz gebunden und somit aus der Total-RNA isoliert wurden.

4.2.2  Reverse Transkription

Die reverse Transkription wurde im Jahr 1970 beschrieben und bezeichnet das

umschreiben von Information von RNA in DNA [Baltimore, 1970].

Die cDNA-Synthese (engl.: complementary DNA) wurde unter Anwendung des Kits
OmniScript Reserve-Transkription des Herstellers MWG durchgefiihrt. Dazu wurden
2ug mRNA mit 2ul eines 10uM oligo-dT Primers geprimt, indem die Mischung fiir
10min auf 70°C erwédrmt und anschlieend in Eiswasser abgekiihlt wurde. Fiir die
eigentliche reverse Transkription wurde die Probe mit 0,2mM dNTP-Mix und 4 Units
der RT-OmniScript in dem vom Hersteller mitgelieferten Puffersystem fiir 60min bei

37°C inkubiert. Die erhaltende cDNA wurde bei -20°C gelagert.
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4.2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion, kurz PCR (engl.: Polymerase Chain Reaction) ist ein
in vitro Verfahren zur gezielten Anreicherung von Nukleinsduren einer definierten
Linge, sowie einer bestimmten Sequenz. Das Verfahren wird ebenfalls fiir die
Modifikationen von Nukleinséuren verwendet. Die eigentliche Amplifikation der PCR
benotigt zwei Oligonukleotide (engl.: primer), die zu der Zielsequenz komplementér
sind. Das Verfahren wurde 1983 durch Kary Mullis entwickelt. Ein PCR Zyklus
besteht aus drei Schritten der Denaturierung des DNA-Doppelstrangs, die Anlagerung
(eng. Annealing) der Oligonukleotide und die Zweitstrangsynthese durch die DNA-
Polymerase wird als Elongation beschrieben [Bartlett & Stirling, 2003].

Fiir die Amplifikation der Konstrukte wurden eine Mischung von Tag-Polymerase mit
einem Zusatz Pfu-Polymerase verwendet. Die Taq-Polymerase wurde von dem
Hersteller Qiagen als einen fertigen Master-Mix namens Tag-Master-Mix bezogen
und die Pfu-Polymerase stammt von der Firma Invitrogen. Fiir die Amplifikation von
langen PCR Produkten wurde eine Elongationstemperatur von 68°C, laut des

Herstellers, verwendet.

Die PCR wird im Umfang dieser Arbeit fiir die Herstellung der Vinculin-Konstrukte

verwendet. Des Weiteren wurde die PCR fiir die Kolonie-PCR Analysen angewandt.

Der Temperaturbereich zur Anlagerung eines Primers an die komplementdr-DNA ist
abhingig von der Basenzusammensetzung und der Lédnge dieses Primers. Die
optimale Annealingtemperatur sollte 5°C unterhalb des TM-Wert (engl. temperature

meltingpiont) liegen, wie in der Formel 1 beschrieben.
T™ = (A+T) 2°C + (G+C) 4°C

Formel 1: Schmelzpunkt Ermittlung des Primers

Konstrukte Primerpaar Temperatur-Zeit-Profil
HK § VHKS5-F — VHKS5-R 30s 94°C; 60s 54°C; 180s 68°C 30x
HK M VHKM-F — VHKM-R 30s 94°C; 60s 55°C; 180s 68°C 30x
HK 3 VHK3-F — VHK3-R 30s 94°C; 60s 54°C; 180s 68°C 30x

PK 5 VHKS5-F — VHKS5-R 30s 94°C; 160s 53°C; 180s 68°C 30x
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Konstrukte Primerpaar Temperatur-Zeit-Profil
PK M VHKM-F — VHKM-R 30s 94°C; 180s 55°C; 180s 68°C 30x
PK 3 VHK3-F — VHK3-R 30s 94°C; 260s 53°C; 180s 68°C 30x
GST-Tag GST-F - GST-R 30s 94°C; 60s 55°C; 120s 68°C 30x
Konstrukte vgl. Tabelle 2 30s 94°C; 60s 55°C; 120-240s 68°C 30x

GFP-Markierung

GFP-F —3201-R

30s 94°C; 60s 55°C; 240s 68°C 30x

Tabelle 1: PCR-Bedingungen der Vinculin-Fragmente

In der Tabelle sind die jeweiligen Primer Kombinationen fiir die Amplifikate und Konstrukte gelistet.
Des Weiteren sind die Temperatur-Zeit-Profile, sowie die Zyklenanzahl des PCR-Programms

aufgefiihrt.

Konstrukt Primerpaar Konstrukt Primerpaar
D1-D5 (1-1066)  VP_1-F- VP 3201-R 471985 VP 2155 - VP_2581-R
D2-D5 (253-1066) VP_757-F - VP_3201-R D470 VP_2155 - VP_2550-R
D3-D5 (493-1066) VP_1467-F - VP_3201-R D471%8% VP 2155 - VP_2505-R
Vh'!#% VP_1-F - VP_2685-R 467778 VP_2155 - VP_2328-R
Vh!* VP_1 F-VP_2581-R D4¢77H VP_2155 - VP_2229-R
Vh! VP_I-F - VP_2550-R D4CTHST VP_2221-F - VP_2581-R
Vh'*¥ VP_1-F - VP_2505-R D407 VP_2320-F - VP_2581-R
Vh!77 VP_I-F - VP_2328-R V3361066 VP_2506-F - VP_3201-R
Vh'V VP_1-F - VP_2151-R VtI-10ee VP_2561-F - VP_3201-R
V257 VP_757-F - VP_2581-R V#38-1066 VP_2582-F - VP_3201-R
Vh387 VP_1467-F - VP_2581-R VP10 VP_2686-F - VP_3201-R

Tabelle 2: PCR-Bedingungen der Konstrukte

In der Tabelle sind die jeweiligen Primer-Kombinationen der Konstrukte gelistet. Alle Konstrukte
wurden nach dem PCR-Reaktionsansatz zwei (siehe Tabelle 3) und einem PCR-Programm
,, Konstrukte* (siehe Tabelle 1) amplifiziert.

Je nach Anwendungen wurden unterschiedliche Volumina zwischen 25 bis 50ul
verwendet. Fiir die Amplifikation der Konstrukte, sowie fiir die analytische PCR

wurden unterschiedliche PCR-Reaktionsansitze verwendet, die in der Tabelle 3

gelistet sind. Die Primer-Kombinationen und das entsprechende PCR-Programm sind
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fiir die jeweiligen Vinculin-Fragmente in Tabelle 1 und die Primer-Kombination der

Konstrukte sind in der Tabelle 2 gelistet.

Nr. Amplifikation PCR-Reaktionsansatz
1 Vinculin-Fragmente: 12,5 pl Tag-Mastermix
1ul Pfu

5 ul Q-Solution
2ul 20pmol Primer-Paar (vgl. Tabelle 1)
100pg bis 10ng cDNA

add 25ul MPW
2 Deletionsmutanten und 12,5 pl Tag-Mastermix
Konstrukte: 1ul Pfu

2ul 20pmol Primer-Paar (vgl. Tabelle 2)
100pg bis 10ng cDNA
add 25ul MPW
3 Analytische-PCR: 6,25 pl Tag-Mastermix
1ul 20pmol Primer-Paar
100pg bis 10ng cDNA
add 12,5 pl MPW

Tabelle 3: PCR-Reaktionsansdtze
In der Tabelle sind verschiedene PCR Reaktionsansdtze gelistet.

Bei allen durchgefiihrten PCRs wurde ein einmaliger Denaturierungsschritt fiir 1min
bei 94°C, bei der analytischen PCR fiir 4min bei 94°C durchgefiihrt, bevor der
eigentliche PCR Zyklus startet. Im Anschluss des letzten Zyklus wurden alle PCRs fiir
10min bei der Elongationstemperatur von 68°C inkubiert und bis zur Entnahme der
Probe auf 10°C gekiihlt. Das fertige Amplifikat kann in einem Agarosegel analysiert

werden (4.2.13) oder es kann direkt mit diesem weitergearbeitet werden.

4.2.4 Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Es wurden 250ng bis lpg Plasmid-DNA oder Amplifikate mit 2-3U einer
Restriktionsendonuklease in einem Gesamtvolumen von 20ul fiir 120min inkubiert.
Die Pufferbedingungen sowie die Inkubationstemperatur der Restriktions-

endonukleasen wurden entsprechend den Angaben der Hersteller durchgefiihrt.
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4.2.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Plasmid-DNA oder PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel nach ihrer Grofle
aufgetrennt, und konnten durch Zugabe von Ethidiumbromid unter einem UV-
[luminator sichtbar gemacht werden, die dann mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel

isoliert und gereinigt wurden.

4.2.5.1 Isolierung durch Glaswolle

Die isolierte DNA-Bande wurde durch gepresste Glaswolle mit 2.000xg zentrifugiert
und die Fliissigkeit separiert. Mit der isolierten DNA, konnte sofort weitergearbeitet
oder bei -20°C gelagert werden.

4.2.5.2 Isolierung mit Kits
Die DNA-Bande wurde mit Hilfe eines Gel-Extraktions-Kits der Firma Macherey &
Nagel nach Angaben des Herstellers isoliert. Die Isolierung der DNA erfolgte bei dem

Gel-Extraktions-Kit durch eine lonenaustauschersiule.

4.2.6  Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Durch das dephosphorylieren von linearisierter Vektor-DNA wurde eine Religation
vermieden. Eine alkalische Phosphatase spaltet den Phosphatrest vom 5°-Ende der
DNA ab. Fiir eine Ligation durch T4-Ligase reichen die vorhandenen Phosphatreste
des Inserts aus. Der entstehende Einzelstrangbruch wird durch das Reparatursystem

der Bakterien wiederhergestellt.

Die Reaktion wurde mit 1U alkalischer Phosphatase fiir 45min bei 37°C inkubiert und

anschlieBend wird das Enzym Hitze inaktiviert fiir 15min bei 65°C.

4.2.7  Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation wurde eine T4-Ligase und ein Puffersystem des Hersteller NEB
verwendet. Die Ligation von DNA-Fragmenten und linearisierten Vektoren erfolgte

iiber Nacht bei 16°C unter der Verwendung von 1U T4 DNA Ligase in 20ul Ansitzen.

_ Masse ., [ng]-Lange . ____
Masse Fragment [ng] - * Vel r = Fragmes
Lange Vektor [bp]

Formel 2: Berechnung der molaren Verhdiltnisse bei der Ligation
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Fiir eine Ligation wurden 10 bis 15ng Vektor-DNA verwendet und das zu ligierende
DNA-Fragment in 5fachen molaren Uberschuss eingesetzt. Mit Hilfe der Formel 2

kann die einzusetzende Menge an Fragment-DNA berechnet werden.

4.2.8 Herstellen chemisch-kompetenter XL1-Blue E.coli-Zellen

Fir die Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien wurden 500ml LB-Medium,
sowie das entsprechende Antibiotikum mit S5ml einer frisch gewachsenen
Ubernachtkultur angeimpft und diese bei 37°C bis zum Erreichen einer ODggo von 0,4
schiittelnd inkubiert. Die Bakterienlosung wurde flir 15min auf Eis gekiihlt. Die
vorgekiihlte Bakterienlosung wurde mit 2.000xg bei 4°C fiir 10min pelletiert und das
Pellet wurde in 50ml einer gekiihlten Tfb1-Losung gewaschen und erneut mit 2000xg
zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 10ml gekiihlter Tfb2-Losung
resuspendiert, zu 50ul aliquotiert und in fliissigem Stickstoff gefroren. Die chemisch-

kompetenten Bakterien konnten gleich verwendet oder bei -80°C gelagert werden.

Tfb1-Puffer: 30 mM Kaliumchlorid; 100 mM Rubidiumchlorid; 10 mM
Calciumchlorid; 50 mM Magnesiumchlorid; pH 5,8
Tfb2-Puffer: 10 mM MOPS; 75 mM Calciumchlorid; 10 mM

Rubidiumchlorid; 15 % Glycerin; pH 6,5

Die Losungen wurden sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

4.2.9 Transformation chemisch kompetenter E.coli-Bakterien

Die Transformation von chemisch-kompetenten Bakterien erfolgte durch einen
Hitzeschock. Dazu wurden 50pl der kompetenten Bakterien-Losung auf Eis aufgetaut
und mit Vektor-DNA fiir 30min auf Eis inkubiert. Darauf erfolgte der Hitzeschock,
dazu wurde der Ansatz fiir 2min bei 42°C und anschlieend sofort fiir 2min wieder
auf Eis inkubiert. Die transformierten Bakterien wurden in 1ml LB-Medium fiir 60min
bei 37°C im Schiittler inkubiert. Die Bakterien wurden pelletiert und der Uberstand
auf 150ul reduziert. Die resuspendierten Bakterien wurden nun auf ein

Selektionsmedium mit dem entsprechenden Antibiotikum gegeben und {iber Nacht bei

37°C inkubiert.
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4.2.10 Blau-Weiss Selektion

Die Blau-Weiss Selektion wird durch das LacZa-Gen ermdglicht. Fiir die
Verwendung dieser Selektionsmethode bendtigen die Bakterien den Genotyp
lacZAM15. Beide Genprodukte allein haben keine p-Galactosidase Aktivitdt, nur in
der Kombination beider Gene. Durch das LacZa-Gen des Vektors wird die
B-Galactosidase exprimiert. Diese spaltet X-Gal zu Galactose und 5-Bromo-4-chloro-
3-hydroxyindole, der Blaufarbstoff entsteht letztlich durch eine oxidative
Dimerisation  des  Spaltproduktes  5-Bromo-4-chloro-3-hydroxyindole  zu
5,5'-Dibromo-4,4'-dichloro-indigo. Wird ein Insert in die Vektoren TOPO oder pGEM
eingefiigt, so wird das LacZa-Gen unterbrochen und X-Gal kann nicht mehr durch die
B-Galactosidase gespalten werden, somit bleiben die transformierten Bakterien-
Kolonien wei. Diese Methode ermdglicht eine schnelle Selektion der Bakterien-

Kolonien von transformierten Bakterien.

Fir die Anwendung wurde eine LB-Agarplatte, mit entsprechenden Selektions-
medium, 50pg Ampicillin oder 50pg Kanamycin, mit 40ul einer 40mg/ml X-Gal-
Losung, sowie mit 40ul einer 1M IPTG-Losung bestrichen. Die transformierten
Bakterien wurden nach dem Trocken der LB-Agarplatten aufgebracht und iiber Nacht
bei 37°C inkubiert.

4.2.11 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA ist fiir die Klonierung, sowie die Sequenzierung von

Vektoren oder die Gewinnung von DNA eine wichtige priaparative Methode.

4.2.11.1 Plasmid-Isolierung

Fiir die Plasmid-Isolierung wurden 1,5ml einer Ubernachtkultur fiir 2min bei
13.000rpm in einer Eppendorfzentrifuge pelletiert, der Uberstand abgesaugt und das
Bakterienpellet in 200ul TELT-Puffer, sowie in 20ul Lysozymlosung resuspendiert.
Die resuspendierten Bakterien wurden fiir 10min auf einem Schiittelblock belassen.
Das Gemisch wurde fiir 3min auf 95°C erhitzt und sofort fiir Smin auf Eis gelagert
und fiir 15min bei 4°C mit 13.000rpm zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde aus
der Losung entfernt und die Plasmid-DNA mit 100pul Isopropanol fiir Smin gefillt.
Die Losung wurde fiir 15min bei 4°C mit 13.000rpm zentrifugiert, das Pellet mit
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200ul 70%igem Ethanol gewaschen und erneut fiir Smin mit 13.000rpm zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 30ul TE-Puffer aufgenommen.

TELT-Puffer: 50mM Tris/HCl pH7,5; 62,5mM EDTA; 2.,5mM
Litiumchlorid; 0,4% Triton-X-100
TE-Puffer: 10mM Tris/HC1 pH7,5; 0,1mM EDTA

4.2.11.2 Plasmidpriparation iiber Ionenaustauscher-Siulen

Fiir die Priparation von reiner Plasmid-DNA wurden Kits der Hersteller Macerey &
Nagel und Qiagen™ verwendet. Fiir Sequenzierungen wurde die Plasmid-DNA
immer mit Hilfe eines Mini-Prep-Kits isoliert. Fiir eukaryotische Transfektionen
wurden groere Mengen an Plasmid-DNA {iber ein Maxi-Préparations-Kit

aufgereinigt.

4.2.12 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgt bei einer
Wellenlidnge von 260nm. Bei einer ODy6p von 1 und einer Kiivettentiefe von lcm
entspricht die Konzentration von doppelstringiger DNA 50ug/ml oder einer
Konzentration von 40ug/ml RNA. Die Reinheit wird durch den Quotienten zwischen
der OD,60/ODygp bestimmt, das entspricht einem Wertebereich von 1,8 bis 2 einer

proteinfreien Losung.
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4.2.13 Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA Fragmente nach Ihrer Grofe zu trennen, wurden die DNA-Proben auf ein
Agarosegel aufgetragen und durch ein elektrisches Feld getrennt. Dazu wurden je
nach Grofle der zu trennenden DNA-Fragmente eine Agarosekonzentration zwischen

0,8% bis zu 2% (w/v) gewdhlt, um eine geeignete Auftrennung zu erreichen.

Fiir die Herstellung eines Agarosegels wird die bendtigte Menge an Agarose in TAE-
Puffer aufgekocht. Die abgekiihlte aber noch fliissige Losung wird mit 0,5%o (v/v)
Ethidiumbromidlésung versetzt und das Agarosegel gegossen. Zum Auftragen der
DNA-Proben werden diese mit einen 6x DNA-Probenpuffer versetzt und elektrisch in

einem Agarosegel bei einer Spannung von 5V pro cm Elektrodenabstand getrennt.
TAE-Puffer: 40 mM Tris; 1% Essigsdure; | mM EDTA; pH 8,0

6x DNA-Probenpuffer:  0,025%(w/v) Bromphenolblau; 0,25%(w/v) Xylencyanol;
40%(w/v) Saccharose

4.2.14 Anzucht und Lagerung von Bakterien

Alle E.coli. Bakterienstimme werden in einem Schiittelinkubator bei 37°C
angeziichtet. Je nach Anzugsbedingung der Bakterien werden diese unter

Selektionsdruck mit dem entsprechenden Antibiotikum gehalten.

Fiir eine Lagerung von Bakterien wurden Glycerinkulturen hergestellt. Dazu wurde
die Bakterienlosung mit 1/3 Glycerin des Volumens versehen, gemischt und in

fliissigen Stickstoff gefroren. Die Lagerung der Glycerinkulturen erfolgte bei -80°C.

4.2.15 Bakterielle Proteinexpression

Fiir die bakterielle Proteinexpression wurde der E.coli Stamm BL21 verwendet, der
zuvor mit dem gewiinschten Konstrukt transformiert wurde. Der E.coli Stamm BL21
enthélt eine T7-Polymerase, die iiber IPTG induziert wird. Da die T7-Polymerase
einen speziellen T7-Promotor benétigt um DNA abzulesen, weist dieses
Expressionssystem geringe Hintergrundexpression auf und eignet sich gut fiir eine

Uberexpression eines Proteins.

Bei den BL21-Stamm gibt es Unterschiede in den Genotypen, wie zusitzliche
eukaryotische tRNA-Codons bei dem BL21(DE) CodonPlus RIPL Stamm. Mit diesem

BL21(DE) Stamm konnen Proteine, die einen eukaryotischen Ursprung haben, eine
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groBere Ausbeute erzielen, da es nahezu zu keinem Proteinbiosyntheseabbruch
kommt. Fiir die Proteinexpression wurde jeweils eine Kolonie mit einem sterilen
Zahnstocher in 5ml LB-Medium mit doppelter Amp/Cm Konzentration {iberfiihrt und
iiber Nacht bei 37°C und 200rpm inkubiert. Am néchsten Tag wurde die
Ubernachtkultur zu 250ml auf 37°C vortemperierten Expressionsmedium gegeben, die
bei 37°C und 200rpm bis zu einer ODgy von 0,5-0,6 inkubiert wird. Nun erfolgte die
Induktion mit IPTG, worauf die Proteinexpression einsetzte und noch 3h bei 37°C und
200rpm inkubiert wurde. Danach wurden die Bakterien bei 4000xg pelletiert und auf
Eis bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

LB-Medium: 1L Medium enthalten: 10g Natriumchlorid; 5g Hefeextrakt;
10g Trypton; pH7

4.3  Zellbiologische Methoden

4.3.1 Kulturbedingungen

Alle Zellkulturarbeiten wurden in einer Reinraumwerkbank unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem CO,-
Begasungsbrutschrank bei 37°C, mit einer Atmosphidre von 5% CO, und einer

Luftfeuchtigkeit von 90%.

4.3.2 Nahrmedien und Zellkultur

Die NIH/3T3-Zellline wurde in dem Néhrmedium DMEM gehalten. Diese NIH/3T3
Zellen sind adhdrent wachsende Fibroblasten und stammen aus embryonalem

Mausgewebe [Todaro et al., 1963].

Das DMEM (engl.: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) wurde als Pulver von dem
Hersteller Sigma bezogen. Fiir Herstellung von 11 DMEM-Ndhrmedium werden 10g
DMEM Pulver, 3,7g Natriumdicarbonat, 50ml fo6tales Kilberserum und 30ml
Goodies-F verwendet. Das Ndhrmedium enthilt eine Gesamtkonzentration von 2mM
L-Glutamin, sowie 20pg Pentamycin und 20pg Streptomycin. Fiir eine Selektion der

transfizierten NIH/3T3-Zellen wurde 1mg/ml Neomycin (G418) verwendet.
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4.3.3 Auftauen und Einfrieren von Zellkulturen

Die Zellkulturen werden mdglichst rasch in 37°C Wasser aufgetaut und in dem
entsprechenden Ndhrmedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde bei 200xg fiir
Smin pelletiert und in neues Néhrmedium resuspendiert und darauf in eine

Kulturschale tiberfiihrt.

Um die adhirent wachsende NIH/3T3-Zellkur einzufrieren, wurden diese zunidchst mit
PBS gewaschen und anschlieBend mit Trypsin abgeldst. Dazu werden diese Zellen mit
Trypsin-EDTA (1:10 Volumen der Ldsung) fiir Smin bei 37°C inkubiert. Die
abgeldsten Zellen wurden bei 200xg fiir Smin pelletiert und in kaltem Einfriermedium
bestehend aus DMEM mit 10 %(v/v) DMSO resuspendiert und iiber Nacht langsam
bei -80°C eingefroren. Fiir eine lingere Aufbewahrung wurden die NIH/3T3-Zellen in

fliissigen Stickstoff gelagert.

4.3.4  Passagieren von adhirent wachsenden Zellen

Die Teilung der adhdrent wachsenden NIH/3T3-Zellen erfolgte alle 2-3 Tage. Hierzu
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin gelost. Dazu werden diese
Zellen mit Trypsin-EDTA (1:10 Volumen der Losung) fiir Smin bei 37°C inkubiert.
Die abgelosten Zellen wurden in Ndhrmedium aufgenommen und nach Bedarf auf

Zellkulturschalen aufgeteilt.

4.3.5 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit Hilfe eines Hemozytometers, einer Neubauer
Zihlkammer, durchgefiihrt. Hierzu werden die Zellen mit Trypsin abgelost, pelletiert
und in Iml Néhrmedium resuspendiert. Nach Erstellung einer Verdiinnungsreihe,
wurden die Zellen unter einem Phasenkontrastmikroskop ausgezéhlt und nach der

Formel 3 wurde die Zellzahl pro ml ermittelt.

Zellen/ml = Anzahl der Zellen - 1-10* - Verdiinnungsstufe

Formel 3: Bestimmung der Zellzahl
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4.3.6 Transfektion von NIH/3T3 Zellen

Fiir die Transfektion von NIH/3T3 Zellen wurde das Cell-Line Nucleofector® Kit-R
des Herstellers Lonza verwendet. Die Zellen sollten 3 Tage vor der Transfektion nicht
umgesetzt werden und eine Konfluenz von 70-80% aufweisen. Pro Transfektion
wurden 1-10° Zellen pelletiert, in 100pul Nucleofector Soulution-R vorsichtig
resuspendiert und mit 2,5ug reiner Plasmid-DNA gemischt. Danach erfolgte die
Elektroporation der Zellen nach dem Programm U-30 des Elektroporators
Nucleofector von Amaxa. Die elektroporierten Zellen wurden in ein auf 37°C
vorgewirmtes Nédhrmedium aufgenommen und anschlieBend in eine Zellkulturschale

iiberfiihrt. Nach einem Tag wurde das Nédhrmedium gewechselt.

4.4 Proteinbiochemische Standardmethoden

4.4.1 Konzentrierung von Protein-Losungen

Fir die Ankonzentrierung von Protein-Losungen wurden Ultrafiltrationszellen der
Firma Amicon verwendet. Je nach einzuengendem Volumen wurde eine entsprechend
groBBe Ultrafiltrationszelle mit einem Membranfilter (Millipore) der Ausschlussgrenze
von 10kDa verwendet. Die eigentliche Konzentrierung erfolgt in einer
Ultrafiltrationszelle unter stindigem Riihren von 100 bis 200rpm mit einem Druck

von 0,5 bis Ibar in einem entsprechenden Puffersystem bei 4°C.

4.4.2  Dialyse von Losungen

Um die Salzkonzentration in Proteinlésungen zu verringern, wurden diese dialysiert.
Dazu wurden die Proteinlosungen in einem Dialyseschlauch oder einer Dialysezelle
mit entsprechender PorengréfBe zwischen 5 und 10kDa gefiillt und gegen den
gewiinschten Puffer mit 100fachem Uberschuss dialysiert. Die Dialyse einer

Proteinlosung findet bei 4°C unter stindigem Riihren je nach Probengrof3e 1-12h statt.

4.4.3 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Das SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist
eine Methode, um Proteine unter denaturierenden Bedingungen nach ihrer relativen
molaren Masse in einem elektrischen Feld zu trennen. Dazu wird die Struktur des

Proteins durch B-Mercaptoethanol und durch das Detergens SDS aufgeldst und die
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Nettoladung durch das vorhandene SDS maskiert. Durch das SDS wird das gesamte
Protein negativ geladen und bewegt sich im elektrischen Feld zur Anode. Somit
konnen Proteine nach ihrer molaren Masse, unabhdngig von ihrer Ladung und

Struktur aufgetrennt werden.

4.4.3.1 Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen

Die verwendeten SDS-Polyacrylamidgele wurden in einem Batch von bis zu 10 SDS-
Polyacrylamidgelen gleichzeitig hergestellt. Dazu wurden die Glasplatten mit Spacer
in einen Gieflstand gepackt und die Polymerisationslosung wurde blasenfrei
eingelassen. Dann wurde die Polymerisationslosung mit Wasser-geséttigtem Butanol
iiberschichtet und bei Raumtemperatur auspolymerisiert. Die auspolymerisierten SDS-

Polyacrylamidgele wurden anschlieBend bei 4°C gelagert.

Das 5%igen Sammelgel wurden erst kurz vor der Verwendung des SDS-PAGEs
gegossen. Um eine optimale Auftrennung von Proteinen zu erreichen wurden
verschieden prozentige Polyacrylamidgele von 12% bis 15% hergestellt. Des Weiteren
wurde die Vernetzung des Polyacrylamidgels durch das Verhiltnis von Bisacrylamid
zu Acrylamid (1:80) verdndert. Die Tabelle 4 zeigt das Mischungsverhiltnis der
verschieden prozentigen SDS-Polyacrylamidgele.

Tabelle 4: In der Tabelle sind die Mischungsverhdltnisse der Trenngele und Sammelgel angegeben.

Trenngel Sammelgel

Gelkomponenten 8% 10%  12% Gelkomponenten 5%
MPW  8Iml 7Iml  56ml MPW 775ul
IM Tris (pH 8,8) 75ml  75ml  75ml IM Tris (pH 6,8) 1250ul
40% Acrylamid-Mix  20ml  25ml  30ml 40% Acrylamid-Mix 425ul

40% Acrylamid  20ml  25ml  30ml

5% SDS 2ml 2ml 2ml 5% SDS 50ul
TEMED 0,2ml 0,2ml 0,2ml TEMED 3ul

10% APS 2ml 2ml 2ml 10% APS 35ul
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4.4.3.2 Vorbereitung von SDS-Proben
Die SDS-Proben wurden mit einen 5x Probenpuffer gemischt und fiir Smin bei 95°C
erhitzt. Um groBere Aggregate aus der Losung zu entfernen wurde diese fiir 2min bei

2000xg zentrifugiert.

5x SDS-Probenpuffer: 320mM Tris/HCI pH 6,8; 25mM EDTA; 10% SDS; 20%
Glycerol; 40% pP-Mercaptoethanol; 0,05% Bromphenolblau

4.4.3.3 Elektrophorese

Das SDS-Polyacrylamidgel wurde in die Elektrophorese-Apparatur gespannt und mit
einem 5%igen Sammelgel versehen. Darauf wurde die Apparatur mit Ix SDS
Laufpuffer geflutet. Die Probe wurde auf das Sammelgel aufgetragen und die
elektrophoretische Trennung mit 20mA und 80V gestartet. Nachdem die Lauffront das

Sammelgel verlassen hat, wurde die Stromstirke auf 25mA erhoht.

Im Anschluss wurden die Proteine durch eine Coomassie-Farbung nachgewiesen.
Dazu wurde das SDS-Polyacrylamidgel fiir 30sec mit der Coomassie-Firbeldsung in
der Mikrowelle erhitzt. Durch die enthaltende Essigsdure wurden die Proteine im
SDS-Polyacrylamidgel fixiert und fiir 20min auf dem Schiittler gefdrbt. Durch die
Entfarberlosung wurden iiberschiissige Farbstoffe entfernt und das entwickelte SDS-
Polyacrylamidgel dokumentiert. Die Dokumentation eines Polyacrylamidgels erfolgte

durch Trocknung oder Scannen des Gels.

SDS-Laufpuffer: 25mM Tris-Glycin; 0,1% SDS; pHS8,35

Coomassie-Blau-Farbung:  10% Essigsédure; 25% Isopropanol; 0,5% Coomassie
Brilliant Blau R-250

Entfdrberlosung: 10% Essigséure; 10% Isopropanol

4.4.3.4 Trocknen eines Polyacrylamidgels
Um ein Polyacrylamidgel zu dokumentieren wurde das SDS-Polyacrylamidgel

zwischen zwei mit Wasser getrinkte Cellophan-Folien gespannt und getrocknet.

4.4.3.5 Proteintransfer
Der Immunblot ermoéglicht es, die zuvor in einem SDS-Polyacrylamidgel

aufgetrennten Proteine mittels immunologischer Methoden zu charakterisieren. Hierzu
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wurden die zuvor in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine

elektrophoretisch auf eine Membran gebracht, wie z.B. Nitrocellulose.

Der Transfer wurde wie folgt durchgefiihrt. Das gerade gelaufene SDS-
Polyacrylamidgel wurde auf einen Stapel von drei Whatmanpapieren gelegt, wobei
das erste Whatmanpapier mit der Blotlosung A und die zwei weiteren mit der

Blotlosung B getrinkt waren.

Auf das SDS-Polyacrylamidgel wurde anschlieBend eine mit Methanol aktivierte
Nitrocellulose moglichst blasenfrei gelegt, um einen optimalen Transfer zu erzielen,
gefolgt von drei mit Blotlosung C getrdnkten Whatmanpapieren. Dieser Stapel wurde
zwischen zwei Graphitplatten gespannt und mit Eis gekiihlt. Der Proteintransfer

erfolgte in Richtung der Anode fiir 120min bei 1,5mA/cm?®,

Blotlésung A: 300mM Tris/HCI; 20% MeOH
Blotlésung B: 30mM Tris/HCI; 20% MeOH
Blotlésung C: 40mM Aminocapronsdure; 25mM Tris/HCI; 20% MeOH

Phosphat-Puffer: ~ 50mM MgCl,; 50mM Tris-HCI pH 9,5

4.4.4 Immunblot mit AP-konjugierten Antikorpern

Bei der Immundetektion werden Substanzen, meistens Proteine, durch Antikdrper

nachgewiesen und mittels Farbnachweis visualisiert.

Fir die Immundetektion wurde die Nitrocellulosemembran zuerst fiir 60min bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C mit 3% MP-TTBS (w/v) inkubiert, um
unspezifische Bindestellen abzusittigen. Die Nitrocellulosemembran wurde darauf
3mal mit Ix TTBS gewaschen und der primdre Antikorper wurde in einer
entsprechenden Verdiinnung in 1x TTBS fiir 180min bei Raumtemperatur mit der
Nitrocellulosemembran inkubiert. Nach einem dreimaligen Waschschritt mit 1x TTBS

wurde der zweite Antikorper fiir 60min bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach einem erneuten Waschschritt mit 1x TTBS wurde die Nitrocellulosemembran
zweimal im Phosphatpuffer fiir 10min inkubiert. Zur Visualisierung wurde zu dem
Phosphatpuffer die Entwickerlosung gegeben und nach einer ausreichenden
Entwicklung die Reaktion der Alkalischen-Phosphatase durch einige Tropfen 1%iger
Essigsédure gestoppt.
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Als primérer Antikorper wurde ein monoklonaler mouse-anti-Vinculin hVinl in einer
Verdiinnung von 1:7000 (v/v) verwendet. Als sekundirer Antikdrper wurde ein mit
Alkalischer-Phosphatase  gekoppelter ~ Antikdrper  goat-anti-mouse in  einer

Verdiinnung von 1:2000 verwendet. Die Antikdrper wurden von der Firma Sigma

bezogen.

TTBS: 500mM Natriumchlorid; 0,05% Tween 20; 20mM Tris-HCl
pH 7,5

MP-TTBS: Milchpulver in TTBS

Phosphatpuffer: 50mM Magnesiumchlorid; S0mM Tris-HCI; pH 9,5
Entwicklerlosung:  10ml Phosphatpuffer; 0,1ml NBT-Losung; 0,1ml BCIP-Lésung

NBT-Losung: 30mg Nitroblautetrazolium in 1ml 70% Dimethylformamid
BCIP-Losung: 15mg 5-Bromo-4-Chloro-Indolylphosphat in Iml Dimethyl-
formamid

4.4.5 Bildung von F-Aktin Biindeln

Das Strukturprotein F-Aktin bildet unter bestimmten Vorraussetzungen Biindel aus
mehreren F-Aktinen. Diese konnen durch bivalent geladene Metallionen, wie

Magnesiumionen und durch Proteine, wie den Vinculin-Schwanz entstehen.

Fiir die Durchfiihrung des F-Aktin Biindelungsnachweises wurde zuerst monomeres
Aktin zu F-Aktin polymerisiert. Dazu wurde 1mg monomeres Aktin in 1ml ABP-
Puffer in Gegenwart von 0,1M KCI fiir 60min polymerisiert. Fiir den Nachweis
wurden 50ul des frisch polymerisierten F-Aktins mit 0,01mg des zu untersuchenden
Proteins fiir S5min inkubiert und mit Rhodamin/Phalloidin gefiarbt. Die gefarbten

F-Aktin Biindel wurden im Fluoreszenzmikroskop bildtechnisch nachgewiesen.

4.4.6 Protein-Protein-Interaktion durch ,,Pulldown*

Durch einen Pulldown werden Protein-Protein-Interaktionen nachgewiesen. Das erste
Protein auch als Koder bezeichnet (engl. baif), z.B. ein GST-Fusionsprotein wird an
Glutathion-Sepharose gebunden. Das zweite Protein, die Beute (engl. prey) wird dem
Gemisch zugefiigt. Falls eine Interaktion vorliegt pelletieren die beiden Proteine nach

einer Zentrifugation.
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Fir die Durchfilhrung werden 10ul aufgeschlimmte Affinitdtsmatrix mit 1ml
2x G-Puffer gewaschen und anschliefend in 1ml 2x G-Puffer aufgenommen. Zu
dieser Losung werden die zwei Proteine, in diesem Fall ein Vinculin-Konstrukt als
Koder-Protein und G-Aktin als Beute-Protein in einem molaren Verhéltnis von 1:10
zugegeben. Nach zwei Waschschritten mit 2x G-Puffer wurde das Pellet in SDS-
Probenpuffer fiir Smin bei 95°C gekocht in einem SDS-PAGE (4.4.3) analysiert.

5x G-Puffer: ImM ATP; 5mM Tris/HCI; 0,2mM CaCl,; 2mM NaNj; 1mM
-Mercaptoethanol; pH-Wert 8,2

4.4.7 Cosedimentation mit F-Aktin

F-Aktin kann durch Zentrifugation bei > 100.000xg vollstindig sedimentiert werden.
Die Proteinwechselwirkung zwischen F-Aktin und den Konstrukten wurde durch
Cosedimentation gezeigt. Durch eine Sedimentation des F-Aktins zusammen mit dem
allein nicht sedimentierenden Liganden kann der Nachweis einer Bindung erbracht
werden. Hierbei wurde durch Sedimentierung der Vinculin-Konstrukte und des

F-Aktins gezeigt, dass eine Proteinwechselwirkung zwischen den Proteinen besteht.

Fir die Durchfiihrung der Cosedimentation wurde zuerst G-Aktin zu F-Aktin
polymerisiert. Hierzu wurden 1mg monomeres Aktin in 1ml 1x ABP-Puffer in

Gegenwart von 0,1M KCI fiir 60min polymerisiert.

Fir den Nachweis wurden 0,5mg frisch polymerisiertes F-Aktin, sowie die zu
charakterisierenden Proteine oder Vinculin-Konstrukte, in einem molaren Verhiltnis
von 1:20 in einem 1ml Ansatz gemischt und fiir 60min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Proteine wurden zuvor bei 150.000xg zentrifugiert, um storende Aggregate
abzutrennen. Dieses Gemisch wurde durch 150.000xg sedimentiert. Der Uberstand
wurde entfernt und das Sediment wurde mit Wasser im selben Volumen
aufgenommen. Zur Analyse wurden SDS-Proben vom Uberstand und dem
resuspendierten Sediment genommen und in 5x SDS-Probenpuffer (4.4.3) fiir Smin

bei 95°C aufgekocht.

4.4.8 Chemische Quervernetzung ,,Cross-Link*

Protein-Protein-Wechselwirkungen konnten durch eine Quervernetzung, wie mit dem

wasserloslichen Cross-Linker EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) identifiziert
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werden. Die Quervernetzungsprodukte werden durch SDS-PAGE (4.4.3) oder durch

einen Immundetektion (4.4.4) nachgewiesen.

Das EDC ist ein zero-lentgth Cross-Linker und gehort zu der Gruppe der
Carbodiimide. Die Proteinfixierung wird durch die Bildung einer Amidbindung
zwischen einer Carboxylgruppe oder einer Aminogruppe gebildet. Durch Verwendung
von EDC und Sulfo-NHS (N-Hydroxysulfosuccinimide) wurde ein stabiles
Intermediat zwischen zwei Proteinen gebildet, die durch eine Proteinwechselwirkung

in rdumliche Ndhe gebracht wurden.

Fiir den Nachweis wurde ein molares Verhiltnis von 1:5 von Konstrukt zu G-Aktin in
einem 2x G-Puffer eingesetzt und die Reaktion mit insgesamt 4mM EDC, SmM
Sulfo-NHS und 70mM KCI gestartet. Die Reaktion wurde {iber einen Zeitraum von
Smin verfolgt, indem in gewissen Zeitabstinden Proben entnommen wurden. Diese
wurden sofort in 5x SDS-Puffer aufgenommen und fiir Smin bei 95°C inkubiert.
Dadurch wurde die Reaktion des Cross-Linkers gestoppt. Die Proben wurden auf ein
SDS-PAGE (4.4.3) aufgetragen, geblottet und das Cross-Link Produkt wurde

immunologisch nachgewiesen (4.4.4).

4.4.9 Nukleation von monomeren AKtin

Bei der Nukleation werden G-Aktine zu ldngeren polymerisierten Aktinen, den

sogenannten filamentdsen-Aktin (F-Aktin) umgewandelt.

Die Bildung des F-Aktins verlduft {iber die Aneinanderlagerung von zwei monomeren
Aktinen bis zu einem terndren Komplex von drei Aktinen. Dieser Prozess wird bei der
Aktinpolymerisation als Keimbildung bezeichnet. Die Zusammenlagerung zweier
monomerer Aktinen ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt dieser
Polymerisation, da der sich bildende sekundidre Komplex eine schwache Interaktion
zeigt. Erst durch die Anlagerung eines weiteren G-Aktins wird ein stabiler

Ubergangskomplex erreicht, an den sich spontan weitere monomere Aktine anlagern.

Die Nukleation von G-Aktin kann durch das Oswald-Viskosimeter, als auch mit

einem Spektralfluorometer untersucht werden.

Die beiden Verfahren unterschieden sich in der Art des Nachweises des F-Aktins. Bei
der Viskosimetrie geschieht dieses durch die sich verédndernde spezifische Viskositit

der Losung, bei der Fluorometrie wird eine zunehmende Fluoreszenzintensitét
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gemessen, die durch ein an Aktin gekoppeltes Fluorochrom (in diesem Fall Pyren)

entsteht.

4.49.1 Fluorometrie

Fir die fluorometrische Messung der Nukleation von G-Aktin in einem
Spektralfluorometer wurde ein Polymerisatonsansatz mit einem Gesamtvolumen von
1,1ml bei einer Temperatur von 25°C mit einer Wellenldnge von 365nm angeregt. Das
emittierte Licht einer Wellenldinge von 407nm wurde detektiert und iiber einen
Zeitraum von 5 bis 30min verfolgt. Der Polymerisationsansatz besteht aus 0,44mg
G-Aktin mit einem 10%igen Anteil Pyren-G-Aktin, 110ul 10x ABP-Puffer und einem
zu charakterisierenden Protein oder Vinculin-Konstrukt, was in einem molaren
Verhéltnis von 1:10 bis 1:80 zugegeben wurde. Der gesamte Polymerisationsansatz
wurde mit 40mM KCI gestartet und die Messung am Spektralfluorometer verfolgt.
Alle Proteine wurden zuvor bei 150.000xg zentrifugiert, um stérende Aggregate

abzutrennen.

4.4.9.2 Oswald Viskosimetrie

Fiir die viskosimetrische Messung der Nukleation von G-Aktin in einem Oswald-
Viskosimeter wurde ein Polymerisatonsansatz mit einem Gesamtvolumen von 1ml bei
einer Temperatur von 25°C die Viskositét iiber einen Zeitraum von 20min verfolgt.
Der Polymerisationsansatz besteht aus Img G-Aktin, 100ul 10x ABP-Puffer und
einem zu charakterisierenden Protein oder Vinculin-Konstrukt, was in einem molaren
Verhéltnis von 1:20 bis 1:60 zugegeben wurde. Der gesamte Polymerisationsansatz

wurde mit 40mM KCI gestartet und die Viskositdt gemessen.

L)_l

T,

Formel 3: Spezifische Viskosimetrie
Hier bei steht [n] fiir die spezifische Viskosimetrie, T; beschreibt die Durchflusszeit der Probe [s], T,
die Durchflusszeit von Wasser [s]

Fiir die spezifische Viskosimetrie-Bestimmung einer Lésung mit dem Oswald
Viskosimeter wird eine Zeitdifferenz gemessen, die eine Losung braucht, um einen

definierten Bereich zu passieren. Die spezifische Viskosimetrie berechnet sich nach
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der Formel 3. Alle Proteine wurden zuvor bei 150.000xg zentrifugiert, um storende

Aggregate abzutrennen.

4.4.10 Oberflachenplasmonresonanz Effekte (BIAcore)

Im direkten Nachweis der Interaktion zwischen Vinculin und Aktin wurde die
Oberflichenplasmonresonanz (Biacore-Gerit) verwendet. Diese Technik erlaubt den
Nachweis auch von schwachen Wechselwirkungen zwischen Proteinen. Das Prinzip
beruht auf der Analyse von Interaktionen zwischen Biomolekiilen unter Nutzung des
Oberflachenplasmonresonanzeffektes. Dabei wird polarisiertes, monochromatisches
Licht auf eine diinne Goldschicht eingestrahlt, wo es reflektiert wird. Das Licht
interagiert nun mit den freien Elektronen des Goldes. Kommt es zu einer Bindung
zwischen Rezeptorprotein (gekoppelt an der Goldschicht) und einem potentiellen
Liganden, so erhoht sich der Beladungsgrad der Goldoberflidche, welcher durch die
Ablenkung des Lichtes gemessen wird. Die Wirkungen zwischen G-Aktin und den

verschiedenen Vinculin-Konstrukten wurden mit dem Biacore 3000 analysiert.

4.4.10.1 Kopplung an einem CMS-Chip

Hierzu wurde G-Aktin iiber eine Thiol-Kupplung an einen CMS5-Chip kovalent
gekoppelt. Die Thiol-Kupplung wurde bei einer Flussgeschwindigkeit von Sul/min
durchgefiihrt, wobei MPW als Flussmedium diente.

Im ersten Schritt der Thiol-Kopplung wurden zwei Flusszellen des CMS5-Chips
angesteuert und 40pul EDC/NHS-Ldsung, gefolgt von 30pul PDEA-Lsung injiziert. Im
zweiten Schritt wurde 50pg G-Aktin in Natriumacetat-Puffer aufgenommen und auf
die erste Flusszelle injiziert, bis eine RU-Differenz von 10.000 erzielt wurde. Im
dritten Schritt wurden beide Flusszellen angesteuert und 50ul Cystein/Natriumacetat-

Puffer injiziert, um freien Bindestellen abzuséttigen.

Natriumacetat-Puffer: IM NaCl; 0,1M Natriumacetat; pH4,0
PDEA-Losung: 80mM PDEA;100mM Natriumborat
EDC/NHS-Losung: 200mM EDC; 50mM NHS

Cystein/Natriumacetat-Puffer: IM NaCl; 0,IM Natriumacetat; 50mM Cystein
pH4,0
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4.4.10.2 Interaktionsmessungen

Das Protein wurde zuvor fiir 60min bei 25°C gegen Biacore L-Puffer dialysiert und
anschlieBend 30min bei 150.000xg zentrifugiert, um mogliche Aggregate zu
sedimentieren. Das Protein, welches bei dieser Methode als Ligand bezeichnet wird,
wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 20ul/min iiber den zuvor mit G-Aktin
gekoppelten CM5-Chip bei einer konstanten Temperatur von 25°C analysiert. Die
Liganden wurden mit einer Konzentration von 2,0-10°mmol/l verwendet. Fiir die

Analysen der Vinculin-Konstrukte wurden diese als Liganden injiziert.

Die Assimilationszeiten des Liganden wurden iiber die Injektionszeit festgelegt und
lagen meist in einem Bereich von 120sec. Nach Erreichen des Reportpunktes, folgt die
Dissoziation des Liganden, die iiber einen lingeren Zeitbereich verfolgt wird, welcher
meist doppelt so lange war. Eine Regeneration des Biacore CMS5-Chips wurde mit

0,01M HCI in Biacore L-Puffer erzielt.

Fiir eine Bestimmung der Dissoziations-Konstante wurden Verdiinnungsreihen der

Liganden erstellt, die nacheinander in die Flusszellen injiziert wurden.

Die Proteininteraktion wurde graphisch als ein Sensogramm dargestellt. Dabei wurden

die RU (Refraction Units) gegen die Zeit aufgetragen.

Biacore L-Puffer: 2mM ATP, 30mM Tris/HCI pH 7,5, 0,2mM CacCl,

4.4.11 CD-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie (engl.: circular dichroism) ist eine spektroskopische Methode,
um bei optisch aktiven Molekiilen, die ein Chiralitdtszentrum besitzen, die Struktur
aufzukldren. Zu den optisch aktiven Molekiilen zéhlen auch biologische Substanzen,
wie Proteine, die durch ihre Grofle Sekundérstrukturen, wie p-Faltblatt und a-Helix
ausbilden. Durch den Circulardichroismus werden diese Strukturmerkmale des

Proteins identifiziert und konnen mit anderen Proteinen verglichen werden.

Fiir diese Strukturaufkldarung wird zirkular polarisiertes Licht verwendet, welches
durch chirale Verbindungen unterschiedlich stark absorbiert wurde. Durch diese
Absorptionsunterschiede, welche auflerdem noch bei unterschiedlichen Wellenldngen

gemessen wurden, ergibt sich das CD-Spektrum.
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Die Proteine wurden zuvor fiir 60min bei 4°C gegen den CD-Puffer dialysiert und
anschlieBend fiir 30min bei 150.000xg zentrifugiert. Die Probe wurde mit einer
Konzentration zwischen 0,15 bis 0,35mM in einem CD-Spektrometer in einem

Wellenbereich von 190 bis 260nm vermessen.

CD-Puffer: 10mM Na,HPOy4; 5SmM NaCl; pH7,4

4.4.12 Kopplung von NHS-Sepharose

Fir die Kopplung der Endoproteinase Glu-C (V8-Protease) aus Staphylococcus
aureus an die NHS-Sepharose wurden 2mg der V8-Protease in Iml CP-Puffer
aufgenommen und gegen 100ml CP-Puffer fiir 60min bei 4°C inkubiert. Die NHS-
Sepharose wurde 3mal 30min mit ImM HCI gewaschen und es wurden 2ml NHS mit
2mg V8-Protease unter stindigem Invertieren auf einem Roller fiir 180min bei RT
gekoppelt. Durch die Zugabe von 20ml des BP-Puffers wurde die Reaktion {iber
Nacht unter stdndigem Invertieren bei 4°C geblockt. Nach der Kopplung wurde NHS-
Sepharose 3mal mit jeweils 20ml BP-Puffer und 20ml W-Puffer gewaschen. Die
gekoppelte V8-NHS-Sepharose wurde sofort verwendet oder bei -20°C gelagert.

CP-Puffer: 0,2M NaHCos; 0,5M NaCl; pH 8,3
BP-Puffer: 0,1M Tris/HCI; pH 8,5
W-Puffer: 0,1M Natriumacetat; 0,5M NaCl; pH 4,5

4.4.13 Limitierende Proteolyse von Vinculin

Unter der Verwendung der Endoproteinase Glu-C (V8-Protease) aus Staphylococcus
aureus konnte das gesamte Puten-Vinculin innerhalb der prolinreichen Bereiche in

Vinculin-Kopf und Vinculin-Schwanz gespalten werden.

4.4.13.1 Analytische Spaltung

Fiir eine analytische Spaltung wurden 0,5mg Vinculin mit einer NHS-gekoppelten
V8-Protease in einem Verhéltnis von 1:50 (w/w) bei 25°C inkubiert. Die
enzymatische Spaltung wurde zeitabhdngig mittels SDS-PAGE analysiert und
verfolgt.
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4.4.13.2 Priaparative Spaltung

Nachdem die optimale Spaltungszeit iiber eine analytische Spaltung ermittelt worden
war, wurde fiir eine priparative Spaltung Vinculin mit NHS-gekoppelter V8-Protease
in einem Verhéltnis von 1:50 (w/w) unter stindigem Invertieren bei 25°C fiir 50min
inkubiert. Zuvor wurde das Vinculin gegen einen proteinase-freien B10-Puffer iiber
Nacht bei 4°C dialysiert. Die proteolytische Spaltung wurde durch Sedimentieren der
NHS-V8-Protease gestoppt und der Uberstand mit den Spaltprodukten entnommen.

4.4.14 Bakterien-Lyse

Die pelletierten Bakterien wurden in einen entsprechenden Puffer, der abhéngig von
der Weiterverarbeitung des Proteinextraktes ist, aufgenommen. Die resuspendierten
Bakterien wurden mit 0,5mg/ml Lysozym in einem moglichst kleinen Volumen fiir
30min auf Eis lysiert. Die lysierten Bakterien wurden durch eine Spritzenkaniile
gepresst und durch diese Scherkrifte aufgeschlossen. Groflere Mengen Bakterienlysat
wurden 3mal fiir 30sec mit einem Ultraschallgerdt auf mittlere Stufe aufgeschlossen.
In einem letzten Schritt wurde das Lysat mit einem Homogenisator homogenisiert.
Das Bakterienlysat wurde bei 30.000xg zentrifugiert und anschlieBend sterilfiltriert.
Mit dem Bakterienlysat wurde sofort weitergearbeitet und mit Hilfe von

chromatographischen Methoden gereinigt.

4.4.15 Praparative Methoden der Proteinreinigung

Fiir die Proteinreinigung wurden unterschiedliche Strategien verfolgt. Zum einen
wurden einige rekombinante Proteine tag-frei liber Anionenaustauschersdulen und
getaggten Proteinen liber Affinitdts-Chromatographiesdulen gereinigt. Des Weiteren
wurden nativ isolierte Proteine iiber Anionenaustauscher und Gelfiltrationsséulen
gereinigt. Die verwendeten Chromatographiesdulen und Affinitdts-Chromatographie-

sdulen wurden nach den Angaben des Herstellers verwendet.

Der Saulenlauf wurde photometrisch bei 280nm verfolgt und fraktioniert gesammelt.
Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (4.4.3) ausgewertet und die positiven
Fraktionen wurden vereint. Die Proteinldsung kann durch Ultrafiltration konzentriert
werden und gegebenenfalls in einer 50%igen Glycerin-Losung, bei -80°C eingelagert

werden.
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Fiir die Aufreinigung von rekombinanten Proteinen konnen iiber zusétzlich angefiigte
Aminosduren oder Proteine, die eine reversible affine Bindung zu einer geeigneten
Matrix haben, markiert werden. Dieses auch als Affinitdtsmarkierung (engl. tag)

bezeichnet, ermdglicht eine schnelle und meist spezifische Reinigung des Proteins.

Fiir die Préparation von rekombinanten Vinculin-Konstrukten wurden durch zwei
verschiedene Systeme einen GST-Tag und His-Tag gereinigt. Der GST-Tag besteht
aus dem Protein Glutathion-S-transferase und zeigt eine reversible Bindung mit
Glutathion-Agarose, mit der Molarenmasse von 26kDa ist diese Affinitdtsmarkierung
sehr groB. Der His-Tag besteht aus einer Polyhistidininsequenz, die mit Nickel-Chelat

eine reversible Bindung herstellt.

4.4.15.1 Praparation von nativem Vinculin

Fiir die Vinculin-Priparation modifiziert nach Siliciano & Carig wird Putenmagen
verwendet, der wenn mdglich frei von Bindegewebe sein sollte, um die Menge von
Proteasen zu reduzieren [Siliciano & Carig 1986]. Der so zubereitete Putenmagen
konnte sofort fiir die Pridparation genutzt werden, oder dieser wurde in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Um Vinculin aus dem Gewebe des Glattmuskels zu gewinnen, wurde dieser
homogenisiert und gewaschen, dazu wurden 300g Putenmagen, aufgetaut und in einem
Fleischwolf zerkleinert.

Das zerkleinerte Fleisch wurde mit 2L kaltem Homogenisierungs-Puffer in einem
Mixer homogenisiert, anschlieend fiir 30min bei 4000rpm pelletiert, danach wird
dieser Schritt erneut mit dem Pellet wiederholt. Das Pellet wurde zweimal mit dem
Homogenisierungs-Puffer gewaschen und fiir 40min bei 9000rpm zentrifugiert.

Um Vinculin aus dem Pellet zu extrahieren, wurde das Pellet in 1,5L Extraktionspuffer
aufgenommen und fiir 30min bei 37° inkubiert. Nach der Extraktion wurde die
Losung fiir 60min bei 13.000rpm pelletiert und der Uberstand wurde in ein neues
GefiB {iberfiihrt. Um a-Actinin aus dem Uberstand zu entfernen wurde die Lésung mit
Essigsdure auf einen pH-Wert von 7,0 und dann auf eine finale Konzentration von
10mM MgCl, eingestellt und fiir 15min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend
wurde die Losung fiir 30min bei 13.000rpm pelletiert und der Uberstand in ein neues

Gefal3 Uberfiihrt.



Material und Methoden 51

Um Vinculin spezifisch aus der Losung zu fillen, wurde eine finale
Ammoniumsulfatsittigung von 35% eingestellt und die Losung fiir 60min bei 4°C
geriihrt. Die Losung wurde anschlieBend fiir 120min bei 35.000rpm zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 50ml B-10 Puffer aufgenommenen und iiber Nacht gegen 2L B-10
Puffer dialysiert. Das Dialysat wurde nochmals fliir 60min bei 35.000rpm

klarzentrifugiert und der Uberstand wurde in ein neues Gef4B iibernommen.

Die grob gereinigte Proteinlosung wurde {iber Q-Sepharose gereinigt. Als
Elutionspuffer wurde ein linearer Gradient von 10-400mM NaCl aus dem B-10 Puffer
System mit einer Flussgeschwindigkeit von 4ml/min verwendet. Die Elution der
Q-Sepharose wurde photometrisch bei 280nm detektiert. Das Elutionsvolumen wurde
auf mehrere Fraktionen aufgeteilt und mittels SDS-PAGE (4.4.3) ausgewertet. Nach
Vereinigung der Vinculin enthaltenden Fraktionen, wurden die Ldsungen in einer
Amiconzelle (50ml) konzentriert (4.4.1) und anschlieBend iiber Nacht gegen B-10
Puffer bei 4°C dialysiert (4.4.2).

Das Protein-Konzentrat wurde auf die Gelfiltrationssiule Superdex'™-200 appliziert
und als Laufpuffer wurde der B-10 Puffer verwendet. Bei einer Gelfiltration werden
Proteine nach deren GroBe getrennt, wobei die kleineren Proteine ldnger in der
Séulen-Matrix verweilen als groBere Proteine. Der Sdulenlauf wurde ebenfalls
photometrisch bei 280nm verfolgt, auf Fraktionen aufgeteilt und mittels SDS-PAGE
(4.4.3) ausgewertet. Nach Vereinigung der Vinculin enthaltenen Fraktionen, wurden

diese iiber Nacht gegen den B-10 Puffer dialysiert (4.4.2).

Im finalen Reinigungsschritt wurde die Proteinlosung auf eine Mono-Q™-Siule
appliziert. Als Elutionspuffer wurde ein linearer Gradient von 10-300mM NaCl aus
dem B-10 Puffer System mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,5ml/min verwendet.
Der Séulenlauf wurde photometrisch bei 280nm detektiert und Fraktionen wurden
gesammelt. Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (4.4.3) ausgewertet und die
Vinculin-enthaltenden Fraktionen wurden vereint. Gegebenenfalls kann die
Proteinlosung durch Ultrafiltration konzentriert werden und das Vinculin kann in

50%iger Glycerin-Losung bei -80°C gelagert werden.

Homogenisierungs-Puffer: 100mM PMSF; ImM Benzamidin; 0,5M EGTA; pH7

Extraktionspuffer: 2mM Tris; 1 mM EGTA; 0,5mM PMSF; 0,5mM
EDTA; pH 9,0
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4.4.15.2 Praparation von nativen Vinculin-Kopf

Fiir die Préparation des nativen Vinculin-Kopfes wurde das gesamte Puten-Vinculin
mit Hilfe einer V8-Protease in Vinculin-Kopf und Vinculin-Schwanz gespalten. Die
Spaltprodukte wurden iiber eine mit Puffer-A #dquilibrierte MonoQ™-S4ule mit einer
Flussgeschwindigkeit von Iml/min appliziert und nach Erreichen einer Basislinie
wurde der lineare Gradient von 10-400mM NaCl gestartet. Die Elution wurde

photometrisch bei einer Wellenldnge von 280mm verfolgt, fraktioniert gesammelt und

durch SDS-PAGE (4.4.3) analysiert.

Puffer-A: 10mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 1,5 mM p-Mercaptoethanol; 20 mM
Natriumacetat

4.4.15.3 Priparation von rekombinanten Vinculin-Konstrukten

Fiir eine tagfreie Aufreinigung wurde das Bakterienlysat {iber eine DEAE-Séule mit
einem linearen NaCl-Gradienten getrennt. Dazu wurde die DEAE-Séule zuvor mit
B10-Puffer dquilibriert und mit einer Flussgeschwindigkeit von 4ml/min das Lysat auf
die Séule appliziert. Nach Erreichen einer Basislinie wurde der Gradient gestartet und
die Elution photometrisch bei einer Wellenldnge von 280nm verfolgt und das Eluat

fraktioniert gesammelt. Eine weitere Auswertung erfolgte durch ein SDS-PAGE

(4.4.3).

4.4.15.4 Priaparation von rekombinanten Vinculin-Konstrukten als
GST-Fusionsproteine

Fiir die Affinititschromatographie wurde eine Protino® Glutathion-Agarose 4B des
Herstellers Macherey & Nagel verwendet. Das Bakterienpellet wurde in GSTW-
Puffer resuspendiert und aufgeschlossen. Die Glutathion-Agarose wurde mit 1ml/min
GSTW-Puffer dquilibriert und den Proteinextrakt appliziert. Die Glutathion-Agarose
wurde mit 1ml/min GSTW-Puffer gewaschen, bis eine konstante Basislinie erreicht
wurde. Danach erfolgt die Elution mit 1ml/min GSTE-Puffer und das Eluat wurde in
Fraktionen gesammelt und mit einem SDS-PAGE analysiert (4.4.3).

GSTW-Puffer: 10mM NaHPOy; 1,8mM KH,POy4; 2,7mM Kcl; 140mM

NaCl; pH-Wert 7,3
GSTE-Puffer: 50mM Tris/HCI; 10mM Glutathion; pH-Wert 8,0
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4.4.15.5 Priaparation von rekombinanten Vinculin-Konstrukten als
His-Fusionsprotein

Fir die Affinitdtschromatographie wurden unterschiedliche S&dulenmatrizes, eine
Ni-NTA Agarose des Herstellers Roth und Invitrogen sowie Ni-TED (Protino®) des
Herstellers Macherey & Nagel verwendet. Bei der Verwendung der Ni-TED wurde
ein anderes Puffer-System, bei gleicher Durchfiihrung, verwendet.

Das Bakterienpellet wurde in HisW-Puffer resuspendiert und aufgeschlossen. Die Ni-
NTA Agarose wurde mit 1ml/min HisW-Puffer dquilibriert und der Proteinextrakt
appliziert. Die Ni-NTA Agarose wurde mit Iml/min HisW-Puffer gewaschen, bis eine
konstante Basislinie erreicht wurde. Danach erfolgt die Elution mit Iml/min HisE-
Puffer, das Eluat wurde in Fraktionen gesammelt und mit einem SDS-PAGE

analysiert (4.4.3).

HisW-Puffer: 50mM Tris/HCI; 500mM NaCl; pH-Wert 8,0

HisE-Puffer: 50mM Tris/HCI; 500mM NaCl; 50mM Imidazol; pH-Wert 8,0
HiSWTED-Puﬁ”er: 50mM NaH;PO4; 300mM NaCl; pH-Wert 8,0 mit NaOH
HisETED-Puﬂer: 50mM NaH;PO4; 300mM NaCl; 250mM Imidazol; pH-Wert 8,0
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S  Ergebnisse
5.1 Herstellung von nativen und rekombinanten Vinculin

5.1.1 Priparation von nativen Vinculin und Spaltprodukte

Natives Vinculin und Spaltprodukte dienten als Referenz fiir die rekombinant

hergestellten Vinculin-Konstrukte.

5.1.1.1 Priparation von nativen Vinculin (Pute)

Natives Vinculin wurde nach Siliciano & Carig (1986) aus Glattmuskulatur des
Putenmagens isoliert. Dazu wurde das Protein {iiber drei sequentielle
Chromatographieschritte iiber Q-Sepharose, Superdex' "-200 und MonoQ™ gereinigt.
Die Abbildung 7 zeigt das Elutionsprofil des Q-Sepharose-Saulenlaufes. Die Elution
des gewiinschten Proteins Vinculin mit einer molaren Masse von 117kDa liegt in
einem Bereich von 0,2-0,25mM NaCl. Abbildung 7b zeigt, dass bereits in diesem

Stadium eine relativ hohe Anreicherung erzielt wurde.

g 5 M 53 54 55 59 62 65
o — 280kDa-|gd= — =~
o £ 205kDa-
N, o5 150kDa- & o
® © ‘
117 kDa- -—-
% Z 100 kDa- ﬁ - -
5 c 81 kDa-
p 2L 66kDa- |
Pt C
Q Q0
2 S
=
Q S 42kDa- -
O o o
29 kDa-|
a Fraktionen b

Abbildung 7: Elutionsprofil und SDS-Gel der nativen Vinculin Priparation (Q-Sepharose)

a) (Elutionsprofil, Anionenaustauscher: Q-Sepharose) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der
nativen Vinculin Prdparation und gibt den Gradienten im Elutionsprofil an. Aufgetragen wurde eine
optische Dichte von 280nm gegen die einzelnen Fraktionen. Die gesamte auftragende Proteinmenge
betrug 380mg. Der Sdulenlauf wurde mit einem linearen NaCl-Gradienten von 10-400mM mit einer
Flussrate von 4ml/min gestartet. b) (12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Fdrbung) Zeigt einige
ausgewdhlite Fraktionen des Sdulenlaufes. Die Spuren sind mit den Fraktionsnummern versehen, die
auch als Punkt in Elutionsprofil a) eingezeichnet sind. Die Spur M zeigt den Marker.

Wie in der Abbildung 8 gezeigt, wurde Vinculin bei einem Elutionsvolumen zwischen

40 und 50ml relativ rein von der Gelfiltrationssiule Superdex'™-200 eluiert. Nun fand

der Finale Siulenlauf statt, bei welchem ein Anionenaustauscher (MonoQ™)
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verwendet wurde. Diese Elutionsprofil ist in der Abbildung 9 gezeigt. Die Elution des

gesamten Vinculins liegt in einem Bereich von 160-180mM NaCl.
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Abbildung 8: Elutionsprofil und SDS-Gel der nativen Vinculin Priparation (Superdex™-200)

a) (Elutionsprofil, Gelfiltration: Superdex™-200) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der nativen
Vinculin Prdparation. Aufgetragen ist die optische Dichte von 280nm gegen das Elutionsvolumen. Die
applizierte Proteinmenge betrug 28mg mit einer Flussrate von 0,5ml/min. b) (12%iges SDS-
Polyacrylamidgel, Coomassie-Firbung) Zeigt einige ausgewdhlte Fraktionen des Sdulenlaufes. Die
Spuren sind mit den Fraktionsnummern versehen, die auch als Punkt in Elutionsprofil a) eingezeichnet
sind.

Das gewonnene Vinculin wurde entweder gleich fiir die Weiterverarbeitung genutzt
oder es wurde gegen einen 50% Glycerin B10-Puffer dialysiert und bei -80°C
gelagert. Bei der nativen Aufreinigung wurden 300g Ausgangsmaterial eingesetzt und

insgesamt ca. 11mg Vinculin in SDS-Gel reiner Form erzielt.
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Abbildung 9: Elutionsprofil und SDS-Gel der nativen Vinculin Priparation (MonoQ™-Siiule)

a) (Elutionsprofil, Anionenaustauscher: MonoQ™-Séule) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der
nativen Vinculin Prdparation. Aufgetragen ist die optische Dichte von 280nm gegen die einzelnen
Fraktionen. Des Weiteren wurde der Gradient im Elutionsprofil angegeben. Die gesamt aufiragende
Proteinmenge betrug 5mg. Der Sdulenlauf wurde mit einem linearen NaCl-Gradienten von 0-350mM
mit einer Flussrate von 0,5ml/min gestartet. b) (12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Fédrbung)
Zeigt einige ausgewdhlte Fraktionen des Sdulenlaufes. Die Spuren sind mit den Fraktionsnummern
versehen, die auch als Punkt in Elutionsprofil a) eingezeichnet sind. Die Spur M zeigt den Marker.
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5.1.1.2 Priparation des nativen Vinculin-Kopfes (Pute)

Der native Vinculin-Kopf wird durch eine limitierte proteolytische Spaltung des
gesamten Vinculins erzielt. Vinculin besteht aus einer Kopf- und Schwanz-Region,
die mit Hilfe der V8-Protease (aus Staphylococcus aureus) in die Spaltprodukte des
Vinculin-Kopfes mit 95kDa und des Vinculin-Schwanzes mit 25kDa gespalten

werden kann [Price et al., 1989].

Die Trennung der Spaltprodukte erfolgte durch einen Anionenaustauscher
(MonoQ™). Dieser wurde mit Puffer-A dquilibriert und mit dem gesamten
Spaltansatz appliziert. Der Vinculin-Kopf eluiert bei 100-150mM NaCl vollstindig
von dem Anionenaustauscher (Abbildung 10). Der gewonnene Vinculin-Kopf wurde

gegen einen 50% Glycerin B10-Puffer dialysiert und bei -80°C gelagert.

Bei der nativen Aufreinigung wurden 300g Ausgangsmaterial eingesetzt und man
erhielt insgesamt theoretisch ca. 3,3mg Vinculin-Kopf. Eventuell konnte eine gréfere

Ausbeute durch einen groBeren Ansatz der limitierten Proteolyse erzielt werden.
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Abbildung 10: Elutionsprofil und SDS-Gel der Aufreinigung des nativen Vinculin-Kopfes

a) (Elutionsprofil, Anionenaustauscher: MonoQ™-Siule) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der
nativen Vinculin-Kopf Priparation. Aufgetragen ist eine optische Dichte von 280nm gegen das
Elutionsvolumen. Die applizierte Proteinmenge betrug 3mg, mit einer Flussrate von 0,5ml/min und
einem linearen Gradienten von 10-300mM NaCl. b) (12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-
Firbung) Zeigt einige ausgewdhite Fraktionen des Sdulenlaufes. Die Spuren sind mit den
Fraktionsnummern versehen, die auch als Punkt in Elutionsprofil a) eingezeichnet sind.
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5.1.2  Klonierung des Vinculins aus Huhn

Das Hiihner-Vinculin wurde kloniert, um eine Klonierungsstrategie fiir die
Amplifikation des Puten-Vinculins zu etablieren. Des Weiteren wurde dieses auch zur

Protein-Charakterisierung verwendet.

Fiir die Klonierung des gesamten Vinculins aus Huhn, standen als Ausgangsmaterial
embryonale Hiihner-Fibroblasten zur Verfiigung. Die RNA wurde mittels eines Kits
isoliert und durch die reverse Transkriptase (OmniScript) in cDNA umgeschrieben
und diese diente als Template. Die Primer wurden nach der bekannten Sequenz des

Huhnes (Nr.: NM_205441, siche Anhang 9.4.1) gestaltet.
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Abbildung 11: Klonierung von Vinculin (Huhn).

Auf der Spur M von b), c), d) und e) ist der Marker GenRuler Ladder Mix aufgetragen. a) Die
Abbildung zeigt die schematische Darstellung des Vinculins, sowie die Klonierungsstrategie.
b) (1%iges Agarosegel, Ethidiumbromid-Fdrbung) Dieses Agarosegel zeigt die Amplifikate. Die Spur 1
zeigt das Amplifikat HK-5, Spur 2 zeigt das Amplifikat HK-M und Spur 3 zeigt das Amplifikat HK-3 des
Vinculins. ¢) (1%iges Agarosegel, Ethidiumbromid-Fdrbung) Dieses Agarosegel zeigt den
Restriktionsanalysen der ligierten Amplifikate des pGEM®T-Easy Vektors mit EcoRI. Die Spur 1 zeigt
den pGEM®T-Easy/HK-5 Vektor, Spur 2 zeigt den pGEM®T-Easy/HK-M Vektor und Spur 3 den
Restriktionsverdau von pGEM®T-Easy/HK-3 Vektor. d) (0,8%iges Agarosegel, Ethidiumbromid-
Féirbung) Das Agarosegel zeigt einen analytischen Restriktionsverdau. Die Spur 1 zeigt den
Restriktionsverdau mit Nhel/Sacl vom pET100/HK-5 Vektor, Spur 2 zeigt den Restriktionsverdau mit
EcoRI vom pGEM®T-Easy/HK-M3 Vektor. e) (0,8%iges Agarosegel, Ethidiumbromid-Firbung) In
diesem Agarosegel ist die analytische Spaltung von pET100/HK mit Nhel/Sacl gezeigt. f) In der Spur P
(12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefiirbt) zeigt das gereinigte Vinculin. In der Spur B
(Western-Blot-Analyse, Antikorper hVinl, kontinuierliches 12%iges SDS-Polyacrylamidgel) zeigt ein
Western-Blot des Vinculins.
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Durch den Primer VHKS5-F wurde am 5 -Ende eine Nhel Restriktionsschnittstelle und
mit Primer VHK3-R am 3'-Ende eine Sacl Restriktionsschnittelle eingefiigt. In der
Abbildung 11b sind die drei verschiedenen Amplifikate dargestellt, die in den
pGEM®T-Easy-Vektor ligiert wurden. Die Amplifikate wurden fiir die Ermittlung der
¢cDNA Sequenz im pGEM®T-Easy-Vektor sequenziert und entsprechen der
Originalsequenz. Zur Klonierung des gesamten Vinculin-Konstruktes wurden die
einzelnen Fragmente nacheinander ligiert (Abbildung 11d-e). Hierzu wurde das
Fragment HK-5 iiber Nhel/Sacl in den pET100-Vektor ligiert. Das Fragment HK-3
wurde iiber Xhol/Sacl in den pGEM®T-Easy/HK-M-Vektor ligiert. AbschlieBend
wurde das Fragment HK-M3 iiber BamHI/Sacl in den pET100/HK-5-Vektor ligiert.

Das Vinculin wurde dahingehend kloniert, dass es N-Terminal einen His-Tag trigt.
Nach einer Affinititsaufreinigung wurde das Vinculin (rHV) SDS-Polyacrylamidgel
rein gewonnen und konnte durch den Antikoérper hVinl detektiert werden
(Abbildung 11f).
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5.1.3 Klonierung und Expression von Vinculin aus Pute

Fiir die Charakterisierung des rekombinanten mit dem nativen Vinculin und fiir
weiterfilhrende Protein-Protein-Wechselwirkungsstudien zwischen Vinculin und

Aktin wurde rekombinantes Puten-Vinculin benétigt.

5.1.3.1 Identifizierung der Vinculin Puten cDNA Sequenz

Fir die Klonierung des gesamten Vinculins, stand als Ausgangsmaterial
Glattmuskelgewebe des Putenkaumagens zur Verfiigung. Die isolierte mRNA (4.2.1)
wurde durch die reverse Transkriptase (OmniScript) in cDNA umgeschrieben (4.2.2).
Die transkribierte cDNA wurde zur Klonierung des Vinculins verwendet. Hierzu
wurden drei separate PCRs (vgl. Abbildung 11a) amplifiziert, wofiir die etablierten
Primer des Huhnes verwendet wurden. In der Abbildung 12a sind die drei
verschiedenen Amplifikate dargestellt. Die Amplifikate wurden wie bei der
Klonierung des Hiihner-Vinculins in den pGEM®T-Easy-Vektor ligiert und

sequenziert.
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Abbildung 12: Amplifikate von Puten-Vinculin.

a) (1%iges Agarosegel, Ethidiumbromid-Fdrbung) Dieses Agarosegel zeigt die Amplifikate. Auf der
Spur M ist der Marker GenRuler Ladder Mix aufgetragen. Die Spur 1 zeigt das Amplifikat PK-5,
Spur 2 zeigt das Amplifikat PK-M und Spur 3 zeigt das Amplifikat PK-3 des Vinculins. b) (1%iges
Agarosegel, Ethidiumbromid-Fdrbung) Dieses Agarosegel zeigt die Amplifikate der Basen-verdnderten
Puten-Fragmente. Auf der Spur M ist der Marker GenRuler Ladder Mix aufgetragen. Die Spur 1 zeigt
das Amplifikat PK-M und Spur 2 zeigt das Amplifikat PK-3 des Vinculins. ¢) (1%iges Agarosegel,
Ethidiumbromid-Fédrbung) Dieses Agarosegel zeigt einen Restriktionsanalysen mit Nhel/Sacl von
PpETI100/PV-Vektor des fertig klonierten Puten-Vinculins.
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5.1.3.2 Sequenzanalyse des Puten-Vinculins
Nach Sequenzierung der Amplifikate erfolgte ein Sequenzvergleich zwischen dem

Puten- und dem Hiihner-Vinculin. Hierzu wurden die beiden Sequenzen miteinander

verglichen (vgl. Abbildung 13).

1 MPVFHTRTIE SILEPVAQQI SHLVIMHEEG EVDGKAIPDL TAPVSAVQAA VSNLVRVGKE TVQTTEDQIL KRDMPPAFIK

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA B &— D739A

81 VENACTKLVR AAQMLOADPY SVPARDYLID GSRGILSGTS DLLLTFDEAE VRKIIRVCKG ILEYLTVAEV VETMEDLVTY
............................................................ Lo . — 141D

161 TKNLGPGMTK MAKMIDERQQ ELTHQEHRVM LVNSMNTVKE LLPVLISAMK IFVTTKNTKS QGIEEALKNR NFTVEKMSAE

241 INEIIRVLQL TSWDEDAWAS KDTEAMKRAL ALIDSKMNQA KGWLRDPNAP PGDAGEQAIR QILDEAGKAG ELCAGKERRE

321 ILGTCKTLGQ MTDQLADLRA RGQGATPMAM QKAQQVSQGL DLLTAKVENA ARKLEAMTNS KQAIAKKIDA AQNWLADPNG

401 GSEGEEHIRG IMSEARKVAE LCEEPKERDD ILRSLGEISA LTAKLSDLRR HGKGDSPEAR ALAKQIATSL QNLQSKTNRA

...................................... Be eiiiiiiin i e . g G439 P

481 VANTRPVKAA VHLEGKIEQA QRWIDNPTVD DRGVGQAAIR GLVAEGRRLA NVMMGPYRQD LLAKCDRVDQ LAAQLADLAA

561 RGEGESPQAR AIAAQLODSL KDLKARMQEA MTQEVSDVFS DTTTPIKLLA VAATAPSDTP NREEVFEERA ANFENHAARL
..................................... T . g \[598

641 GATAEKAAAV GTANKTTVEG IQATVKSARE LTPQVVSAAR ILLRNPGNQA AYEHFETMKN QWIDNVEKMT GLVDEAIDTK

721 SLLDASEEAI KKDLDKCKVA MANMQPOMLV AGATSIARRA NRILLVAKRE VENSEDPKFR EAVKAASDEL SKTISPMVMD

801 AKAVAGNISD PGLQKSFLDS GYRILGAVAK VREAFQPQEP DFPPPPPDLE HLHLTDELAP PKPPLPEGEV PPPRPPPPEE

881 KDEEFPEQKA GEAINQPMMM AARQLHDEAR KWSSKGNDII AAAKRMALLM AEMSRLVRGG SGNKRALIQC AKDIAKASDE

961 VTRLAKEVAK QCTDKRIRTN LLQVCERIPT ISTQLKILST VKATMLGRTN ISDEESEQAT EMLVHNAQNL MQSVKETVRE

Abbildung 13: Sequenzvergleich von Vinculin

Die Abbildung zeigt den Aminosduren-Sequenzvergleich zwischen Hiihner- und Puten-Vinculin. Um die
Unterschiede zwischen den Sequenzen zu verdeutlichen, wurden nur die Aminosduren in der Puten-
Sequenz in blau markiert, die mit der Sequenz des Hiihner-Vinculins nicht iibereinstimmen. Dieser
Sequenzvergleich wurde im Anhang (9.2) grofier abgebildet. Die Kopf-Region ist bldulich, die Linker-
Region orange und die Schwanz-Region rétlich unterlegt.

Die Aminosduresequenz des Vinculins ist sehr konserviert, wenn man die Sequenzen
von Human, Schwein, Huhn und Pute vergleicht. Die Sequenzen von Huhn und Pute
sind sich sehr &hnlich. Sie besitzen die gleiche Anzahl von Aminoséduren,
unterscheiden sich aber in 4 Aminosduren (D”>A, I'"'>L, S®*>P und V**>>1).
Alle Unterschiede liegen in der Kopfregion. Die Aminosiuresequenz des Vinculin-
Schwanzes ist in vielen Organismen sehr konserviert. Die DNA-Sequenz der beiden
Spezies weichen um 2,8% voneinander ab. Die gesamte DNA und Aminosduren-
Sequenz von Puten-Vinculin ist im Anhang (9.2) dargestellt. Bei der Vinculin-
Putensequenz wurde am 5'-Ende und 3'-Ende die Sequenz dahingehend verdndert,

dass liber Primer Restriktionsschnittstellen eingefiigt wurden.
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5.1.3.3 Klonierung des Puten-Vinculins

Zur Klonierung des gesamten Vinculin-Konstruktes wurde die Base T>*'>C
ausgetauscht, um eine Xhol-Restriktionsschnittstelle zu erhalten. Dieser Austausch
erfolgte iiber Primer (vgl. 4.2.3). Die Amplifikate wurden in den pGEM®T-Easy-
Vektor ligiert (Abbildung 12b) und die gesamte cDNA wurde, wie in der Klonierung
zuvor beschrieben (Klonierung des Huhnes 5.1.2), aus den einzelnen Fragmenten in
den Vektor pET100 ligiert. Das Vinculin wurde dahingehend kloniert, dass es
N-terminal einen His-Tag trigt, um die Aufreinigung des Proteins zu erleichtern
(vgl. Abbildungl4a). Der Expressionsstamm BL21(DE) wurde mit dem Vektor
pET100/PV transfiziert (4.2.9) und das Protein exprimiert, wie in den Methoden
(4.2.15) beschrieben.

5.1.3.4 Aufreinigung des rekombinanten Puten-Vinculins
Um das rekombinante Vinculin zu reinigen wurde eine Ni-TED-Matrix verwendet.
Durch diese Affinitdtschromatographie-Séule konnte das Protein SDS-Gel rein mit

einer apparenten Molmasse von 120kDa isoliert werden.

HsTAG %
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S 0,6 03 [  100KDal
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5| 04 \ 0,2 N C = =
e 0.2 \ l 0.1 = 63 KDa- —
=l N " |7 a8kpal =
'.g_ 0 T T T T 0 E o
° o 20 40 60 80 100 35 KDa —
b Elutionsvolumen in ml C 2 KDa*; —

Abbildung 14: Expression und Reinigung von Puten-Vinculin

a) Schematische Darstellung des Vinculin-Konstruktes rPV (D1-D5 / AS 1-1066). b) (Elutionsprofil,
Affinitdtsmatrix: Ni-TED) Zeigt das Elutionsprofil der rekombinanten Vinculin-Prdparation.
Aufgetragen ist die optische Dichte gegen das Elutionsvolumen. Des Weiteren ist die Konzentration von
Imidazol angegeben. Es wurde eine 4ml Ni-TED Sdule, mit einer Flussgeschwindigkeit von Iml/min
verwendet. ¢) (12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefirbt) Das SDS-Gel zeigt in Spur V das
Bakterienlysat vor und die Spur I das Bakterienlysat nach der Induktion. In der Spur L ist die
aufgetragene Probe, Spur W zeigt den Wasch-Puffer und in Spur E ist die Elution der Sdule mit 200mM
Imidazol aufgetragen.
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5.1.4 Klonierung und Expression verschiedener Vinculin-Konstrukte

Zur Charakterisierung einer Wechselwirkung zwischen G-Aktin und Vinculin-Kopf,
sowie einer verstirkenden G-Aktinpolymerisation wurden gezielt Konstrukte von
Vinculin-Kopf und Vinculin-Schwanz hergestellt, die vom C-Terminus oder vom
N-Terminus in unterschiedlichem MaBl  verkiirzt wurden. Durch diese
Deletionsmutanten wurde die Wechselwirkung mit Aktin untersucht. Es wurden
gezielt Vinculin-Kopf-Konstrukte hergestellt, die sich in der Léinge der Linker-
Region, insbesondere der V8-Spaltstellen unterschieden. Des Weiteren wurden
Modellkonstrukte des aktivierten Vinculins hergestellt, in dem die Doménen 1 und 1-2
deletiert wurden. In der Abbildung 15 ist eine Ubersicht der verwendeten Fragmente

dargestellt.

Fiir die Amplifikation dieser Konstrukte wurde der pET100/PV-Vektor als Template
verwendet. Fiir diese Aufgabe wurden Primer gestaltet, die eine Nhel
Restriktionsschnittstelle und ein Startcodon am 5'-Ende, sowie ein Stopcodon gefolgt
von einer Sacl Restriktionsschnittstelle einfiigen (vgl. 4.2.3). Die rekombinanten
Konstrukte wurden in l16slicher Form in den Expressionsbakterien BL21(DE)
CodonPlus angereichert (vgl. 4.2.15), und wurden aus dem Uberstand des
Bakterienlysates isoliert (vgl. 4.4.14). Die chromatographische Aufreinigung der
Konstrukte erfolgt iiber eine Ni-NTA- (vgl. 4.4.15.5) oder einer GST-Agarose-
Affinititssdule (vgl. 4.4.15.4). Wenn nétig wurden diese noch einmal auf einer
MonoQ™ Siule gereinigt, um die Konstrukte moglichst elektrophoretisch rein zu

1-85
h 7

bekommen. Eine Muster-Aufreinigung des Konstruktes V wird im nichsten

Abschnitt (5.1.4.5) gezeigt.

Einige Konstrukte konnten in einem 50%igen Glycerin B10-Puffer bei -80°C gelagert
werden. Jedoch zeigten die kleineren Konstrukte und die einen GST-Tag enthalten
nach diesem Prozess keine oder nur eine verminderte Aktivitit. Diese Konstrukte

wurden sterilfiltriert und konnten bis zu zwei Wochen auf Eis gelagert werden.
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V8 Spaltstellen AS-Bereich  Konstrukt
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Abbildung 15: Ubersicht der Puten-Vinculin Konstrukte

In der Abbildung sind die jeweiligen Puten-Vinculin Konstrukte dargestellt. In der Darstellung des
kompletten Puten-Vinculins D1-D5 sind die jeweiligen Domdnen nummeriert (D1: 6-252, D2: 253-485,
D3:493-717, D4: 719-835, D5: 896-1066 nach [Bakolitsa et al., 2004]).
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5.1.4.1 Vinculin-Kopf-Konstrukte unter Einbeziehung der Linker-
Regionen

Die Vinculin-Kopf-Konstrukte der Linker-Region, wurden nach bekannten

Spaltstellen der Endoproteinase Glu-C (V8-Protease) ausgewdhlt.

In der Abbildung 16a) sind die Konstrukte des Vinculin-Kopfes schematisch
dargestellt. Die Amplifikate der Konstrukte V2 R Vs L Vs T Vs Tl Vs Tl
& Vh'™* wurden iiber BamHI/Sacl und die Konstrukten Vh**®7 & Vh***7 iiber
Nhel/Sacl in einen zuvor gespaltenen pETI100/PV-Vektor ligiert. In der
Abbildung 16b) sind die Expressionskontrollen gezeigt und in c) ist der Reinheitsgrad
der Konstrukte dargestellt. Alle Konstrukte auBer von Vh'™®° und Vh'™*” sind
elektrophorese-rein. Das Konstrukt Vh'™ konnte nicht optimal von den restlichen
Proteinen und Abbauprodukten getrennt werden. Einen moglichen Grund dafiir stellt
der lange hydrophobe Linkerbereich dar. Es konnte auch beobachtet werden, dass die

chromatographische Trennung mit Zunahmen der Linker-Region erschwert wurde.

d () s 5 II & ] 78,8 kDa
1 717 g b3
(A = I — — D2 II D3 === 85,4 kDa
1 776
(3) TG Dz I 53 o ] 92,0 kDa
1 835
(4) T D2 1| D3 | Da | 93,6 kDa
1 850
(5) T D2 I D3 I b4 i 94,4 kDa
1 857
(6) TG 7] I b3 I [IT——]  984kpa
1 895
(7) [ D2 IT D3 I D4 T 66,4 kDa
253 857
(8) [ b3 T D4 I 40,0 kDa
493 857
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Abbildung 16: Klonierung und Expression der Vinculin-Kopf-Konstrukte

a) Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der Konstrukte (1) Vi7", (2) Vi, (3) Vi,
4) Va2 (5) Va7 6) v, (7) VPP und (8) VK'Y b) (12% SDS-Polyacrylamidgel,
Coomassie-gefirbt) Diese unterschiedlichen SDS-Gels zeigen die Expressionskontrolle der in Abb. a
vorgestellten Konstrukte in den Spuren 1-8, wobei die Spur I das Bakterienlysat vor der Expression und
die Spur II das Bakterienlysat nach der Expression zeigt. ¢) (12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-
gefdrbt) Diese unterschiedlichen SDS-Gele zeigen in den Spuren 1-8 die gereinigten Konstrukte.
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5.1.4.2 Konstrukte der Domiine 4 unter Einbezichung der Linker-
Region

Wie bei den Vinculin-Kopf-Konstrukten (5.1.4.1), wurden auch bei den Konstrukten

der Domine 4 die bekannten V8-Protease-Spaltstellen ausgewdhlt, sowie die

Doméne 4 N- und C-terminal verkiirzt. Die Abbildung 17a) zeigt eine schematische

Ubersicht der hergestellten Domine 4 und Konstrukte (nicht dargestellt D47

19-850
D4G7 9

2

). Fir die Klonierung wurden die Amplifikate iiber Nhel/Sacl in den
Expressionsvektor pET100-Vektor und pET100-GST-Vektor ligiert. Die Konstrukte

" H719-835 H719-850 H719-85 19-835 19-850 19-85
der Domine 4 (D4 T19-835 - HTIOB0 - [y gHTI9-857 1y G , D4%’ , D4o719-87

D4TITI6 g GTITE T gGTHSST & D4STIET) konnten nur bedingt durch den His-Tag

gereinigt werden, jedoch liegt das exprimierte Protein im Uberschuss vorhanden vor.
Durch einen GST-Tag konnten diese Konstrukte elektrophoretisch rein hergestellt
werden. Die hergestellten Konstrukte wurden sterilfiltriert und konnten nur sehr
begrenzt auf Eis gelagert werden, da diese Konstrukte hohere Aggregate bildeten und

als farbloses Sediment ausfielen.

a [ ———— [T TG n - i
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Abbildung 17: Klonierung und Expression der Domdne 4 Konstrukte

a) Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der Konstrukte (1) D477 (2) p4771%3%0 (3)
DA ) DA (5) DA (6) DT (7)) DA% (8) D47 by (12% SDS-
Polyacrylamidgel, = Coomassie-gefirbt)  Diese  unterschiedlichen = SDS-Gele  zeigen  die
Expressionskontrolle der in a) vorgestellten Konstrukte in den Spuren 1-8, wobei die Spur I das
Bakterienlysat vor der Expression und die Spur Il das Bakterienlysat nach der Expression zeigt. c)
(12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefirbt) Diese unterschiedlichen SDS-Gele zeigen in den
Spuren 1-8 die gereinigten Konstrukte.
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5.1.4.3 Konstrukte der Domine DS unter Einbezichung der
Linker-Region (Vinculin-Schwanz)

Wie bei den Konstrukten des Vinculin-Kopfes (5.1.4.1) und der Doméne 4 (5.1.4.2)
wurden die bekannten V8-Protease-Spaltstellen ausgewéhlt. Es wurden auflerdem

Konstrukte mit der gesamten Linker-Region, sowie nur die Doméne 5 hergestellt
(Abbildung 18a).

Fiir die Klonierung wurden die Amplifikate iiber Nhel/Sacl in den Expressionsvektor
pET100-Vektor ligiert. Die Konstrukte haben eine Grole um 20kDa. In der
Abbildung der Expressionskontrolle erkennt man einen leichten Unterschied zwischen
den einzelnen Groflen, der theoretisch von 26kDa bis 18kDa variieren kann. Die
gereinigten Konstrukte der Domidne 5 sind, bis auf das Konstrukt Vt¥10%
elektrophoretisch rein. Die vier Konstrukte konnten nur sehr begrenzt auf Eis gelagert

werden, da auch die Konstrukte des Vinculin-Schwanzes Aggregate bildeten.
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Abbildung 18: Klonierung und Expression der Vinculin-Schwanz-Konstrukte

a) Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der Konstrukte (1) yHe10% 2) P10 (3)
Vi¥¥1%% ynd (4) Vi¥1"% . b) (12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefiirbt) Diese unterschiedlichen
SDS-Gele zeigen die Expressionskontrolle der in a) vorgestellten Konstrukte in den Spuren 1-4, wobei
die Spur I das Bakterienlysat vor der Expression und die Spur Il das Bakterienlysat nach der
Expression zeigt. ¢) (12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefirbt) Diese unterschiedlichen SDS-
Gele zeigen in den Spuren 1-4 die gereinigten Konstrukte.

5.1.4.4 Vinculin-Modell-Konstrukte (,,gedffnetes Vinculin)

Es wurden N-terminal-verkiirzte Konstrukte des Vinculins hergestellt, indem
schrittweise die Dominen deletiert wurden. Eine schematische Ubersicht der
Konstrukte ist in Abbildung 19a) dargestellt. Die Modell-Konstrukte dienen
modellhaft fiir das gedffnete Vinculin (D2-D5 & D3-D5). Das Fehlen der Doméne 1
begiinstigt die offene Konformation des Vinculins, so dass es zu keiner Kopf und

Schwanz Interaktion kommt und die Bindestellen in der Linker-Region frei vorliegen.
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Fiir die Klonierung wurden die Amplifikate iiber Nhel/Sacl in den Expressionsvektor
pET100-Vektor ligiert. Die gereinigten Konstrukte sind nahezu elektrophoretisch rein.
Die Modell-Konstrukte konnten nur sehr begrenzt auf Eis gelagert werden, da die

Konstrukte nach einiger Zeit iiber den Schwanz hohere Aggregate bildeten.

a b C 12
(1) BTz 55 o4 [T _T®&] 89.4kDa 100 kDa-| 100 kDa-}
253 1066 i :
75 kDa-! 75 kDa-!
63 kDa-! i
(2) [ - —— - - R P 5 83 kDa-} 1211
493 1066 48 kDa-i 48 kDa-|

Abbildung 19: Klonierung und Expression von Vinculin-Modell-Konstrukten

a) Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der Konstrukte D2-D5 und D3-D5. b) (12% SDS-
Polyacrylamidgel, = Coomassie-gefirbt)  Diese  unterschiedlichen = SDS-Gele  zeigen  die
Expressionskontrolle der in a) vorgestellten Konstrukte in den Spuren I und 2, wobei die Spur I das
Bakterienlysat vor der Expression und die Spur Il das Bakterienlysat nach der Expression zeigt. c)
(12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefirbt) Diese unterschiedlichen SDS-Gele zeigen in den
Spuren 1 und 4 die gereinigten Konstrukte.

5.1.4.5 Aufreinigung des rekombinanten Vinculin-Kopfes mit
Ni-NTA

In der Abbildung 20a ist das Elutionsprofil dargestellt. Das Protein eluiert von der
Ni-NTA-Agarose bei Zugabe von 100mM Imidazol von der Matrix. Um die Reinheit
des FEluats zu verbessern, wurde die Matrix mit 5-10mM Imidazol gewaschen,
wodurch das Protein bereits in groBeren Mengen eluiert. Somit wurde auf einen

Waschschritt verzichtet (nicht dargestellt).
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Abbildung 20: Elutionsprofil und SDS-Gel der rekombinanten Vinculin-Kopf-Prédparation

a) (Elutionsprofil, Affinitdtsmatrix: Ni-NTA-Agarose) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der
rekombinanten Vinculin-Kopf (Vh"*’) Priparation und die Imidazol-Konzentration wurde angegeben.
Aufgetragen ist eine optische Dichte von 280nm gegen das Volumen. Der Sdulenlauf wurde mit einer
Flussrate von 2ml/min betrieben. b) (12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Fdrbung) Die
Abbildung zeigt einige ausgewdhlte Fraktionen des Sdulenlaufes. Die Spuren sind mit den
Fraktionsnummern versehen. Die einzelnen Fraktionen sind auch als Punkt im Elutionsprofil a)

gekennzeichnet.
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Die Fraktionen 8-15 (Abbildung 20b) wurden vereint, gegen B10-Puffer dialysiert und
auf eine MonoQ™ appliziert. Das Konstrukt Vh'™ eluiert im Bereich von 220-
360mM NaCl, wie in der Abbildung 21a gezeigt. Das Konstrukt Vh'™7 konnte durch
diese Reinigungsfolge elektrophoretisch rein hergestellt werden. Diese Aufreinigung

steht als Beispiel fiir die weiteren Konstrukte.
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Abbildung 21: Elutionsprofil und SDS-Gel der rekombinanten Vinculin-Kopf-Préparation
a) (Elutionsprofil, Anionenaustauscher: MonoQ™-Séule) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der

rekombinanten Vinculin-Kopf (Vh'™"’) Priparation und der Gradient ist im Elutionsprofil angegeben.

Aufgetragen ist eine optische Dichte von 280nm gegen das Volumen. Der Sdulenlauf wurde mit einen
linearen Gradienten von 10-500mM NaCl, mit einer Flussrate von 0,5ml/min gestartet. b) (12%iges
SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Fdrbung) Die Abbildung zeigt einige ausgewdhlte Fraktionen des
Sédulenlaufes. Die Spuren sind mit den Fraktionsnummern versehen. Die einzelnen Fraktionen sind
auch als Punkt im Elutionsprofil a) gekennzeichnet.

5.2 Vergleichende  Charakterisierung des  nativen  und
rekombinanten Vinculins

Bei der vergleichenden Charakterisierung zwischen den nativen und rekombinaten
Vinculinen wurde der Einfluss von rekombinanten Chiméren-Proteinen, die einen

N-terminal gelegenen Affinitétstag tragen, verglichen.

Die nativen und rekombinanten Vinculin, sowie die Vinculin-Kopf Konstrukte
(Vh'™®° und Vh'"*") konnten durch einen monoklonalen Antikorper hVinl in einer
Immundetektion spezifisch nachgewiesen werden, aulerdem waren die molekularen
GroBen dieser Konstrukte identisch. Dabei betrug die molare Masse des Vinculins

118kDa und die des Vinculin-Kopfes 93kDa.

5.2.1 CD-Spektroskopie von Vinculinen

Um eine Ubersicht dariiber zu gewinnen, ob der Anteil an Sekundirstruktur bei den
Konstrukten, den der nativen Proteinen entspricht, wurden das native und das
rekombinante Vinculin sowie die Vinculin-Kopf Konstrukte durch CD-Spektroskopie

analysiert. Es sollte sichergestellt werden, dass die Struktur und Faltung des
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rekombinanten und des nativen Vinculins mdglichst gleich sind, und dass der
N-terminale fusionierte Tag keinen Einfluss auf die Struktur zeigt. Hierzu wurden die
Konstrukte in einem Wellenbereich von 190 bis 260nm in einem CD-Spektrometer

vermessen (4.4.11).

Vinculin Konstrukte Konstrukt a-Helix B-Faltblatt Turns Random
A Puty
- ute 50,2% 12% 6,9% 30,8%
© (nativ)
N
g Pute
O ‘ | rekombinany 44,1% 22,1% 4,1% 29,7%
)X 20 240 60
\ / wm Huhn 47,9% 23,1% 1,5% 27,5%
(rekombinant)
a Wellenlange [nm] b

Abbildung 22: CD-Spektrum des Vinculins

In der Abbildung a) sind die CD-Spektren dargestellt. Die Elliptizitit ist gegen die Wellen 190 bis
260nm aufgetragen. Dargestellt ist das gesamte Vinculin, mit den Proteinen nPV, rPV und rHV.
b) Sowie die Sekunddrstrukturen der einzelnen Proteine in einem prozentualen Verhdltnis nach der

Methode von (4.4.11).

In Abbildung 22 sind die CD-Spektren des gesamten Vinculins gezeigt, sowie die
Anteile der jeweiligen Sekundérstrukturen sind aufgefiihrt. Man erkennt, dass alle
CD-Spektren  denselben  Kurvenverlauf aufweisen. Die  Verteilung der
Sekundarstruktur ist sehr dhnlich, aber nicht identisch. Es liegt ein Unterschied in der
B-Faltblattstruktur vor, der Anteil der rekombinanten Proteine ist um 10% hoher als

bei dem nativen Protein. Der a-Helixanteil der Proteine ist nahezu gleich.
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Abbildung 23: CD-Spektrum des Vinculin-Kopfes

In der Abbildung a) sind die CD-Spektren dargestellt Die Elliptizitiit ist gegen die Wellen 190 bis
260nm aufgetragen. Dargestellt ist das gesamte Vinculin, mit den Proteinen nPV, rPV und rHV.
b) Sowie die Sekunddrstrukturen der einzelnen Proteine in einem prozentualen Verhdltnis nach der

Methode von (4.4.11).
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In dieser Abbildung 23 sind die CD-Spektren des Vinculin-Kopfes gezeigt. Man
erkennt, dass alle CD-Spektren einen identischen Kurvenverlauf aufweisen. Auch hier
ist die Verteilung der Sekundérstruktur im Bereich der a-Helix und p-Faltblattstruktur
sehr dhnlich. Es gibt Unterschiede in den Sekunddranteilen zwischen dem
rekombinanten und nativen Vinculin, besonders unterscheiden sich der
p-Faltblattstrukturanteil. Der native und rekombinante Vinculin-Kopf zeigten
ebenfalls Unterschiede im B-Faltblattstrukturanteil, jedoch geringer als beim Vinculin.
Der a-Helixstrukturanteil des Vinculins und des Vinculin-Kopfes sind relativ gleich,
im Vergleich zwischen den nativen und rekombinanten Proteinen. Vinculin besteht
hauptséchlich aus a-Helices und nur zu einem geringen Teil aus p-Faltblattstrukturen
[Bakolitsa et al., 2004]. Ein struktureller Unterschied der Proteine kann durch die
eingesetzten Proben begriindet werden. Diese waren entweder zu einem geringen Teil
verunreinigt oder ein Teil des Proteins lag als denaturierte Form vor, da sich bei der

Expression stets ein leichter Abbau des Proteins zeigte.

Aufgrund der identischen CD-Spektren und des gleichen a-Helixanteil kann davon
ausgegangen werden, dass die rekombinanten Proteine, der Vinculin-Kopf und das

gesamte Vinculin die gleiche Proteinstruktur aufweisen.

5.2.2 Der Effekt von Vinculin und Vinculin-Konstrukten auf die
Aktinpolymerisation

Zur Charakterisierung der moglichen Aktinbindung von Vinculin-Konstrukten wurde
zundchst der Effekt auf die Nukleation der Aktinpolymerisation gemessen. Dazu
wurde die Aktivitdt der nativen Proteine (Vinculin, Vinculin-Kopf und Vinculin-

Schwanz) mit den entsprechenden Konstrukten verglichen.

Um die Basisaktivitit der einzelnen Konstrukte zu bestimmen, wurde die

Aktinpolymerisation fluorometrisch im Spektralfluorometer fiir 30min verfolgt.

Auf der Abbildung 24 sind die einzelnen fluorometrisch vermessenen Aktin-
Polymerisationsansitze der Konstrukte des Vinculin-Kopfes, das gesamte Vinculin
und der Vinculin-Schwanz in einem molaren Verhédltnis von 1:20 dargestellt. Der
Vergleich zwischen der Aktin-Kontrolle und aller Vinculin-Kopf-Konstrukte zeigt,
dass diese eine aktinnukleationverstirkende Eigenschaft besitzen. Das gesamte

Vinculin zeigte eine gewisse nukleationsverstirkende Eigenschaft, die jedoch nicht so
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stark ist wie bei dem Vinculin-Kopf. Die Unterschiede zwischen nativem und

rekombinantem Protein sind nur gering, wie die intakte Funktionalitit der Konstrukte

bestitigt.
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Abbildung 24: Vergleichende Nukleationsmessung der unterschiedlichen Vinculin-Konstrukte

In der Abbildung sind die einzelnen Messergebnisse der Vinculin-Konstrukte nativer Vinculin-Kopf
(nVh), rekombinanter Vinculin-Kopf (rVh), natives Vinculin (nV), rekombinantes Vinculin (rV), nativer
Vinculin-Schwanz (nVt), rekombinanter Vinculin-Schwanz Vi**'"° ¢Vt) und die Aktin-Kontrolle
dargestellt. In den Diagrammen ist die Fluoreszenzintensitit gegen die Zeit [sec] aufgetragen. Fiir die
Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend aus 0,4mg/ml Aktin mit 10% Pyren-
Aktin und das zu analysierende Konstrukt in einem molaren Verhdltnis von 1:20 mit 100mM KCI
gestartet. Als Aktin-Kontrolle der Polymerisation diente allein der Polymerisationsansatz.

Dagegen zeigen die Vinculin-Schwanz-Konstrukte im Vergleich mit der Aktin-
Kontrolle nur eine sehr geringe Nukleationseigenschaft. Hinsichtlich der
Basisaktivitit zwischen den rekombinanten und dem nativen Proteinen besteht nur ein

geringfiigiger Aktivitdtsunterschied.

5.3 Detaillierte Charakterisierung der Effekte verschiedener
Vinculin-Konstrukte auf die Aktinpolymerisation

Fir die funktionelle Charakterisierung wurden die zuvor beschriebenen
unterschiedlichen Vinculin-Konstrukte verwendet. Es wurden sowohl Konstrukte des
Vinculin-Kopfes, des Vinculin-Schwanzes, sowie auch Modellkonstrukte des Proteins

verwendet.

Die Charakterisierung der Vinculin-Konstrukte in Hinblick auf eine mdgliche
Nukleation der Aktinpolymerisation wurde durch Viskosimetrie (4.4.9.2), als auch mit
einem Spektralfluorometer (4.4.9.1) untersucht. Bei dieser Methode wird die

Geschwindigkeit der Aktinpolymerisation gemessen und dadurch Riickschliisse auf
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die Zahl der Filamente bzw. Nuklei gezogen. Die Nukleation der Aktinpolymerisation
bedeutet die Bildung zunéchst eines bindren und spéter eines terndren Komplexes, der
einen stabilen Nukleus fiir ein Filament darstellt. Die beiden Verfahren unterscheiden
sich in der Art des Nachweises des F-Aktins, welcher bei der Viskositit durch die sich
verdndernde Viskosimetrie der Losung erfolgt und bei der Fluorometrie durch die

Fluoreszenzintensitit des Pyren-markierten Aktins gemessen wird.

5.3.1 Qualitative Nukleationsaktivitat der Vinculin-Konstrukten

Die Eigenschaft der einzelnen Vinculin-Konstrukte in Hinblick auf eine
Nukleationsverstirkung der Aktinpolymerisation wurde viskosimetrisch untersucht
(4.4.9.2). Verfolgt man die Polymerisation des Aktins ohne Vinculin, so erhélt man
einen sigmoiden Kurvenverlauf, welchen man in die folgende Abschnitte unterteilen
kann: eine Anfangsphase (Nukleationsphase / Bildung des Nukleus), eine stetige
Wachstumsphase (Polymerisationsphase) und eine Endphase (stationdre Phase).
Anhand einer verkiirzten Nukleationsphase kann man auf eine Nukleationsaktivitét
schlieBen. Die Polymerisationsgeschwindigkeit erlaubt Riickschliisse auf die Zahl der
gebildeten Nuklei und die Hohe der stationdren Phase gibt Auskunft iiber die Lange

der entstehenden Aktin-Fragmente.

Durch die gezielten Deletionen von Doménen oder Bereichen wurde empirisch
versucht die aktive Region des Vinculin-Kopfes zu identifizieren. Die Vinculin-Kopf-

Konstrukte sind in C-terminal- und N-terminal-verkiirzte Konstrukte aufgeteilt.

Am Ende des Kapitels befindet sich eine tabellarische Zusammenfassung der gleich

vorgestellten Ergebnisse.

5.3.1.1 Vinculin-Kopf-Konstrukte

Die N-terminal (Abbildung 25) und C-terminal-verkiirzten (Abbildung 26) Vinculin-
Kopf-Konstrukte erreichen alle eine stationdre Phase bei einer spezifischen Viskositit
von n=0,5 und zeigen einen sigmoiden Verlauf. Die Konstrukte Vh'™>, Vh'®7
Vh'™® und Vh'™*” zeigen eine kiirzere Lag-Phase, als die Aktin-Kontrolle. Das
Konstrukt Vh'™® zeigt einen geringeren Effekt. Insgesamt kann fiir alle Vinculin-
Kopf-Konstrukte in Abbildung 25 eine Verkiirzung der Lag-Phase und somit eine

Verstarkung des Aktinnukleationseffektes gemessen werden.
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Abbildung 25: Aktivititsanalyse der C-terminal-verinderten Kopf-Konstrukte

Die Abbildung stellt die spezifischen Viskosititskurven der Konstrukte VA", Vi V™7 und
Vh'™? dar. Hier wurde die spezifische Viskositit gegen die Zeit aufgetragen. In der Legende sind die
Namen der Konstrukte gelistet. Fiir die Viskositditsmessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend
aus Img/ml Aktin und das zu untersuchende Konstrukt im molaren Verhdltnis von 1:20 mit 100mM KCI
gestartet. Als Aktin-Kontrolle der Polymerisation diente allein der Polymerisationsansatz.

Dagegen zeigen die Konstrukte Vh'”’® und Vh'”""7 (Abbildung 26) denselben Verlauf

wie die Aktin-Kontrolle und sind somit inaktiv.
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Abbildung 26: Aktivititsanalyse der C-terminal-veriinderten Kopf-Konstrukte

Die Abbildung stellt die spezifischen Viskosititskurven der Konstrukte Vh''"® und Vh'”"" dar. Hier
wurde die spezifische Viskositit gegen die Zeit aufgetragen. In der Legende sind die Namen der
Konstrukte gelistet. Die Viskositdtsmessung erfolgt wie in der Abbildung 25.

Demnach sind alle Konstrukte va™**, va™*’ va'*" und vi'"*”, die eine komplette

Domine 4 und Bereiche der Linker-Region enthalten, aktiv. Die Konstrukte Vh'’"

und Vh'""" sind inaktiv.
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Abbildung 27: Aktivititsanalyse der N-terminal-verinderten Kopf-Konstrukte

Die Abbildung stellt die spezifischen Viskosititskurven der Konstrukte VA" und Vh***’ dar. Hier
wurde die spezifische Viskositit gegen die Zeit aufgetragen. Die Viskosititsmessung erfolgt wie in der
Abbildung 25.

In Abbildung 27 sind die Kurven der N-terminal verkiirzten Konstrukte Vh**™7 und
Vh*¥%7 dargestellt. Nur die Kurve des Konstruktes Vh**™7 zeigt eine verkiirzte
Lag-Phase. Das Konstrukts Vh*”®*7 zeigt den gleichen Kurvenverlauf wie die Aktin-
Kontrolle und ist somit inaktiv. Kontrollexperimente mit Vinculin-Konstrukten des

Schweins (SVh*?*° und SVh*”***°) zeigten das gleiche Ergebnis (nicht abgebildet).

5.3.1.2 Vinculin-Konstrukte der Domiine 4

Die abgebildeten Kurven (Abbildung 28) zeigen einen sigmoiden Verlauf und
erreichen die stationdren Phase bei m=0,45. Die Kurven der Konstrukte D487,
D4M19859 ynd D418 zeigen alle eine verkiirzte Lag-Phase gegeniiber der Aktin-

Kontrolle. Das Konstrukt D4""'*%3 zeigt allerdings einen geringeren Effekt.

Die Konstrukte haben eine nukleationsfordernde Eigenschaft auf Aktin. Die gleichen
Konstrukte D477 D4971980 ypg D473 jedoch mit einem GST-Tag am
N-Terminus, zeigten keine nukleationsfordernde Eigenschaft (nicht abgebildet).
Wabhrscheinlich wird der Aktivitdtsverlust durch den relativ groBen GST-Tag
ausgelost. Die verkiirzten Konstrukte der Doméne 4 D47 g OTTABST [y GTI9-776
und D497Y7% zeigten ebenfalls keine Aktivitit (nicht dargestellt). Ob dieser
Aktivititsverlust durch den vorhandenen GST-Tag, oder ob diese Konstrukte
grundsétzlich keine Aktivitdt besitzen, kann somit nur noch durch eine

Interaktionsstudie mit G-Aktin analysiert werden.
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Abbildung 28: Aktivititsanalyse der verschiedenen Konstrukte der Domdine 4
Die Abbildungen zeigen Konstrukte der Domdne 4, hierzu ist die spezifische Viskosimetrie gegen die
Zeit aufgetragen. Die Viskositdtsmessung erfolgt wie in der Abbildung 25.

5.3.1.3 Vinculin-Schwanz-Konstrukte
Fir die Charakterisierung einer moglichen Nukleationsverstirkung der Aktin-
polymerisation wurden auch unterschiedliche Konstrukte des Vinculin-Schwanzes

hergestellt und viskosimetrisch (4.4.9.2) analysiert.
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Abbildung 29: Aktivititsanalyse der N-terminal-verkiirzten Schwanz-Konstrukte
Die Abbildung zeigt die N-terminal-verkiirzten Schwanz-Konstrukte V%000, y 1105 8381066 4
Vi¥51% In der Legende sind die Namen der Konstrukte gelistet. Das Diagramm zeigt die spezifische

Viskosimetrie gegen die Zeit aufgetragen. Die Viskositdtsmessung erfolgt wie in der Abbildung 25.

In der Abbildung 29 zeigen die Konstrukte V*¢1000 y#1-1006 78381066 1y, 4 y7¢896-1066

einen sigmoidalen Kurvenverlauf und erreichen die stationdren Phase bei n=0,45.
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Die Konstrukte V01060 y831-1060 /8381066 onthalten Teile der Linker-Region und
zeigen eine geringfligig kiirzere Lag-Phase als Aktin allein, wobei das Konstrukt

V¥ 19 keinerlei Aktivitit zeigt.

836-1066 851-1066 858-1066 . .
, Vt und Vt zeigen einen relativ

Die Schwanz-Konstrukte Vt
schwachen verstirkenden nukleationsfordernden Effekt des G-Aktins, jedoch zeichnet
sich das Fragment V1% das die komplette Linker-Region besitzt, als das Aktivste

896-1066

aus, wihrend Vt ohne Linker-Region inaktiv ist.

5.3.1.4 Vinculin-Modellkonstrukte
Fir die gedffnete Vinculinstruktur wurden die Doménen D2-D5 und D3-DS5 als
Modell-Konstrukt hergestellt und auf eine Aktinpolymerisation getestet. Die

Abbildung 30 zeigt die Viskositdtskurven der gemessenen Konstrukte.

Beide Modell-Konstrukte, D2-D5 und D3-D5, zeigen einen verstirkenden
nukleationsfordernden Effekt des G-Aktins.
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Abbildung 30: Aktivititsanalyse der N-terminal-verinderten Kopf-Konstrukte

Die Abbildung stellt die spezifischen Viskosimetriekurven der verlingerten Kopf-Konstrukte D2-D5 und
D3-D5 dar. Hierzu ist die spezifische Viskosimetrie gegen die Zeit aufgetragen. Die Viskositdtsmessung
erfolgt wie in der Abbildung 25.

5.3.1.5 Ubersicht iiber die Nukleationsaktivitit der verschiedenen
Konstrukte

In dieser Ubersicht sind die jeweiligen Vinculin-Konstrukte und Deletionsmutanten
und deren nukleationsfordernde Effekte von G-Aktin gelistet (Tabelle 5). Da die

jeweiligen Konstrukte stets mit der gleichen Konzentration vermessen wurden, kann
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eine quantitative Tendenz der Stirke einer nukleationsfordernden Eigenschaft

angegeben werden.

Tabelle 5: Ubersicht der Nukleationsaktivitdit

Konstrukt Nukleationsaktivitit Konstrukt Nukleationsaktivitit
VhI® Tt a8 Tt
Vh! St D4H719-850 St
VRS89 s D4H719-835 —
V83 —t D4G719-857 _
VR _ D4G719-850 _
VR _ D4G719-835 _
V253857 s 46719776 _
V93857 _ 46719743 _

D4G741-857 _
/836-1066 + D4G774-857 _
V(851-1066 +
y/{858-1066 + D2-D5 —
/{896-1066 _ D3-D5 —

Ein Nukleationseffekt konnte bei den Vinculin-Kopf-Konstrukten mit kompletter
Doméne 4 verzeichnet werden. Dieser Nukleationseffekt konnte signifikant durch
Anteile der Linker-Region verstirkt werden. Es zeigte sich eine Inaktivierung des
Effektes bei Verwendung der Konstrukte der Domédne 4, wenn diese einen

N-terminalen GST-Tag enthielten.
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5.3.2  Dosis-Abhingigkeit des Effektes von Vinculin-Konstrukten
auf die Nukleation der Aktinpolymerisation

Um den nukleationsfordernden Effekt der aktiven Konstrukte weiter zu analysieren,
wurden die Polymerisationsanséitze mit unterschiedlichen Konstruktkonzentrationen
verwendet. Fiir einen Vergleich der unterschiedlichen Konzentrationen, wurde jeweils
nur die Steigung der Anfangsphase der verschiedenen Polymerisationskurven
aufgenommen. In diesem Kurvenbereich zeigt die Aktinpolymerisation einen fast
linearen Zuwachs. Um auf die Beschleunigung der Aktinpolymerisation in Bezug auf
die eingesetzte Konstruktkonzentrationen zu schlieBen, wurden die einzelnen
Steigungswinkel in Bezug zu der prozentualen Konstruktkonzentration gesetzt. Fiir
die konzentrationsabhdngige Aktinpolymerisation wurden die Kopf-Konstrukte, die

Konstrukte der Doméne 4 und die Schwanz-Konstrukte charakterisiert.

5.3.2.1 Qualitative Analyse der rekombinanten Vinculin-Kopf-
Konstrukte

Die qualitative Charakterisierung des Vinculin-Kopf-Konstruktes Vh'™” in Bezug auf
die Aktinnukleation wurde durch die wunterschiedlichen Konzentrationen des

Konstruktes ermittelt.
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Abbildung 31: Vergleichende Nukleationsmessung der unterschiedlichen Vinculin-Konstrukte

In der Abbildung sind die einzelnen Messergebnisse der Vinculin-Kopf-Konstrukte Vh"" und die
Aktin-Kontrolle dargestellt. In den Diagrammen ist die Fluoreszenzintensitit gegen die Zeit [sec]
aufgetragen. Fiir die Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend aus 0,4mg/ml
Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu analysierende Konstrukt in einem molaren Verhdltnis von 1:10
bis 1:80 mit 100mM KCI gestartet. Als Aktin-Kontrolle der Polymerisation diente allein der
Polymerisationsansatz.
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Hierzu wurden molare Verhéltnisse von 1:10 bis 1:80 des Konstruktes relativ zum
Aktin eingesetzt. In der Abbildung 31 sind die Fluoreszenzmessungen der
Aktinpolymerisation mit unterschiedlichen Konzentrationen des Vinculin-Kopfes
dargestellt. Die Messkurven mit den Konzentrationen 1:10 bis 1:40 enden in einer
Stationdrenphase auf einem gemeinsamen Wert von 140 der Fluoreszenzintensitit.
Die FElongations-geschwindigkeit dieser Kurve wird durch unterschiedliche
Konzentrationen des Vinculin-Kopfes verdndert und kann durch die Steigung

wiedergegeben werden.

Die unterschiedlichen verwendeten Konzentrationen des Vinculin-Kopfes haben einen
Einfluss auf die Nukleationsgeschwindigkeit des G-Aktins. Die Nukleation von

G-Aktin wird durch eine hohere Konzentration des Vinculin-Kopfes verstérkt.

In der Abbildung 32c sind die Steigungen der einzelnen Kurven der eingesetzten
Konzentration gegen die Zeit aufgetragen. Man erkennt, dass die Steigung der Kurve

bei einem molaren Verhiltnis von 1:10 (G-Aktin zu Vh'™’

) einen grofere
Elongationsgeschwindigkeit (Steigungswinkel) aufweist, als bei einem molaren

Verhiltnis von 1:80.

In der Abbildung 32a,b und ¢ sind Fluoreszenz-Kurven der Konstrukte Vh!?™, vp!#°
und Vh'™®” dargestellt. Die Fluoreszenz wurde jeweils gegen die Zeit aufgetragen.
Aufgrund der unterschiedlichen eingesetzten Konzentrationen ergeben sich Kurven

mit unterschiedlichen Steigungen.

Man erkennt, dass die Steigung der Kurve bei einem molaren Verhéltnis von 1:10
(G-Aktin zu Konstrukt) einen groBeren Steigungswinkel aufweist, als bei einem
molaren Verhiltnis von 1:80, so dass eine Korrelation zwischen der Konzentration des

eingesetzten Konstruktes mit der Nukleationsgeschwindigkeit besteht.

Die Auftragung der eingesetzten Konzentration der Konstrukte gegen die gemessene
Verstirkung der Nukleation ergibt in allen Féllen einen nahezu linearen
Zusammenhang, wobei der Steigungswinkel dieser Geraden einen quantitativen
Vergleich der Intensititen des Effektes fiir die verschiedenen Konstrukte erlaubt. Die
Nukleationseffizienz wird offenbar durch den Bereich der Linker-Region
beschleunigt: So sind die Steigungen der Kurven bei Vh'™*7 groBer als bei Vh'**.
Das Konstrukt Vh'™’ hat somit die groBte Aktivitit, wie aus dem Vergleich der

Einzelmessungen mit Vh'®**® hervorgeht. Steigungen der einzelnen Messungen des
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Konstruktes Vh'® sind im Vergleich zu den Konstrukten Vh'®% und Vh'*7 am

geringsten (vgl. Abbildung 32d).
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Abbildung 32: Konzentrationsabhiingige Nukleationsmessung der Kopf-Konstrukte

In der Abbildung sind die einzelnen Messergebnisse der Kopf-Konstrukten a) VA", b) Vh'™" und ¢)
VR dargestellt. In den einzelnen Diagrammen ist hierzu die gesamte Fluoreszenzintensitit gegen
die Zeit aufgetragen. Fiir die Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend aus
0,4mg/ml Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu untersuchende Konstrukt in unterschiedlichen molaren
Verhdltnis von 1:10, 1:20, 1:40 und 1:80 mit 100mM KCI gestartet. Als Aktin-Kontrolle der
Polymerisation diente allein der Polymerisationsansatz. d) Fiir den direkten Vergleich zwischen den
Konstrukten, wurde die Nukleationsverstirkung gegen die Konzentration in Prozent aufgetragen.
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5.3.2.2 Quantitative Analyse des nativen Vinculin-Kopfes

In der Abbildung33a sind die verschiedenen Fluorometrie-Kurven der
Aktinpolymerisation des nativen Vinculin-Kopfes gezeigt, die mit unterschiedlichen
Konzentrationen des nativen Vinculin-Kopfes umgesetzt wurden und als
Fluoreszenzintensitit gegen die Zeit aufgetragen sind. Aufgrund der unterschiedlichen
eingesetzten nativen Vinculin-Kopf-Konzentrationen ergeben sich Kurven mit

unterschiedlichen Steigungen.

Somit liegt auch bei diesen Konstrukten eine Korrelation zwischen der Konzentration
des eingesetzten Konstruktes und der Nukleationsgeschwindigkeit vor. Mit

zunehmender Konzentration des Vinculin-Kopfes wird die Nukleation beschleunigt.

Tragt man die Steigungen der einzelnen Kurven gegen die Zeit auf, wie in der
Abbildung 33a dargestellt, kdnnen die Steigungswinkel bestimmt werden. Diese
Steigungswinkel werden gegen die prozentuale Konzentration aufgetragen (Abbildung
33b) und konnen somit mit anderen Konstrukten in Beziehung gesetzt werden, da

diese bei geringeren Konzentrationen in einer linearen Beziehung stehen.
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Abbildung 33: Vergleichende Nukleationsmessung des nativen Vinculin-Kopf-Konstruktes

In der Abbildung sind die einzelnen Messergebnisse des nativen Vinculin-Kopf-Konstruktes (nVh) und
die Aktin-Kontrolle dargestellt. In den Diagrammen a) ist die Fluoreszenzintensitdt gegen die Zeit [sec]
aufgetragen. Fiir die Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend aus 0,4mg/ml
Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu analysierende Konstrukt in einem molaren Verhdltnis von 1:10,
1:20, 1:40 und 1:80 mit 100mM KCI gestartet. Als Aktin-Kontrolle der Polymerisation diente allein der
Polymerisationsansatz. b) Um das nVh mit anderen Fluoreszenzintensitdits-Messungen zu vergleichen,
wurde die Nukleationsverstdrkung gegen die Konzentration in Prozent aufgetragen.
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5.3.2.3 Quantitative Analyse der Konstrukte der Doméne 4

In der Abbildung 34a, b und ¢ sind Fluorometrie-Kurven der Konstrukte D4"""%

H719-850
D4

2

und D477 dargestellt. Wie in den vorhergingen Messungen (5.3.2.1),
zeigt auch dieses Konstrukt eine Dosisabhingigkeit auf die Nukleations-
geschwindigkeit. Das Konstrukt D477 zeigt eine hohere Aktivitit, als die
Domine 4 (D4"""%*3) allein. Die Konstrukte der Domine 4 zeigten eine Zunahme der
Nukleationsgeschwindigkeit in Korrelation der Linker-Region, wie die Kopf-

Konstrukte ebenfalls zeigten.
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Abbildung 34: Konzentrationsabhiingige Nukleationsmessung der Konstrukte der Domdine 4

In der Abbildung sind die einzelnen Messergebnisse der Kopf-Konstrukten a) D4"7"% p) D418

und ¢) D47 dargestellt. In den einzelnen Diagrammen ist hierzu die gesamte Fluoreszenzintensitcit
gegen die Zeit aufgetragen. Fiir die Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend
aus 0,4mg/ml Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu untersuchende Konstrukt in unterschiedlichen
molaren Verhdltnis von 1:10, 1:20, 1:40 und 1:80 mit 100mM KCI gestartet. Als Aktin-Kontrolle der
Polymerisation diente allein der Polymerisationsansatz. d) Fiir den direkten Vergleich zwischen den
Konstrukten, wurde die Nukleationsverstirkung gegen die Konzentration in Prozent aufgetragen.
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5.3.2.4 Analyse der Vinculin-Schwanz-Konstrukte

In der Abbildung 34a sind die Fluorometrie-Kurven der Konstrukte Vt*¢'%%

VBI11006 981066 g VRO 10%6 qargestellt. Wie in den zuvor gezeigten Messungen
werden auch hier die Nukleationsgeschwindigkeiten miteinander verglichen, wie in
der Abbildung 35b gezeigt. Auch bei den Schwanz-Konstrukten wird die

Nukleationsgeschwindigkeit durch den Bereich der Linker-Region beeinflusst, so ist
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Abbildung 35: Konzentrationsabhiingige Nukleationsmessung der Schwanz-Konstrukte

a) In der Abbildung sind die einzelnen Messergebnisse der Kopf-Konstrukte Vi %1%, y*1-10%

t )
ViP¥  ynd v dargestellt. In den einzelnen Diagrammen ist hierzu die relative

Fluoreszenzintensitit gegen die Zeit aufgetragen. Fiir die Fluorometriemessung wurde ein
Polymerisationsansatz besteht aus 0,4mg/ml Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu untersuchende
Konstrukt in unterschiedlichen molaren Verhdltnis von 1:20 und 1:40 mit 100mM KCI gestartet. Als
Aktin-Kontrolle der Polymerisation diente allein der Polymerisationsansatz. b) In dieser Abbildung
sind die Aktivitdten der einzelnen Proteine dargestellt, indem die Nukleationsverstirkung gegen die
Konzentration in Prozent aufgetragen ist.

5.3.2.5 Quantitative Analyse der Vinculin-Modellkonstrukte

Die Abbildung 36 zeigt die Fluorometrie-Kurven der Vinculin-Modellkonstrukte
D2-D5 und D3-D5. Die ermittelten Fluorometrieintensitidten wurden jeweils gegen die
Zeit aufgetragen. In beiden Abbildungen erkennt man, dass die Kurven je nach
molaren Verhiltnis von 1:10 (G-Aktin zum Konstrukt) eine hohere Kurvensteigung
aufweisen als bei den niedrigeren eingesetzten Verhéltnissen. Die zwei Konstrukte
enthalten den kompletten Linkerbereich und unterscheiden sich nur durch eine

Domine D2. Beide Modell-Konstrukte verstirken gleichermaf3en die Aktinnukleation.
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Abbildung 36: Konzentrationsabhiingige Nukleationsmessung der Modell-Konstrukte

In der Abbildung sind die einzelnen Messergebnisse der Modell-Konstrukte a) D2-D5 und b) D3-D5
dargestellt. In den einzelnen Diagrammen ist hierzu die Fluoreszenzintensitit gegen die Zeit
aufgetragen. Fiir die Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend aus 0,4mg/ml
Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu untersuchende Konstrukt in unterschiedlichen molaren
Verhdltis von 1:10, 1:20, 1:40 und 1:100 mit 100mM KCI gestartet. Als Aktin-Kontrolle der
Polymerisation diente allein der Polymerisationsansatz. ¢) In dieser Abbildung sind die Aktivititen der
einzelnen Proteine dargestellt, indem der Steigungswinkel gegen die Konstruktkonzentration
aufgetragen ist.

5.3.2.6 Vergleich zwischen den Vinculin-Konstrukten

Um die einzelnen Vinculin-Konstrukte in Beziehung zu setzten, wurde die spezifische
Aktivitdt der einzelnen Proteine bestimmt, indem diese mit unterschiedlichen molaren
Verhiéltnissen zu G-Aktin  vermessen wurden und aus den jeweiligen
Kurvensteigungen der Steigungswinkel gegen die prozentuale Konzentration
aufgetragen wurde. Die sich aus dieser Kurve ergebenden Steigung wird in der

jeweiligen Arbeit als spezifische Aktivitdt bezeichnet.

In der Abbildung 37 sind die entsprechenden spezifischen Aktivititen der jeweiligen
Konstrukte dargestellt. Vergleicht man die spezifischen Aktivititen aller Vinculin-
Konstrukte ergibt sich folgendes Aktivititsspektrum: Der nativ isolierte Vinculin-
Kopf zeigt eine sehr hohe spezifische Aktivitdt im Vergleich zu den rekombinanten
Proteinen. Die charakterisierten rekombinanten Proteine kdnnen in verschiedene
Gruppen aufgeteilt werden, in Vinculin-Kopf, die Doméne 4 und Vinculin-Schwanz-

Konstrukte, sowie in Vinculin-Modellkonstrukte. Bei den Konstrukten wurden
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unterschiedlich lange Abschnitte der Linker-Region verwendet, um den Aktin
nukleationsverstirkenden Effekt dieser Proteine zu analysieren. Man erkennt, dass je
langer dieser Abschnitt der Linker-Region ist, desto hoher wird die spezifische
Aktivitdt. Die Daten zeigen, dass dieser Abschnitt einen bedeutenden Einfluss auf den
nukleationsverstirkenden Effekt hat. Die Vinculin-Modellkonstrukte D2-D5 und
D3-D5 zeigten eine gleiche spezifische Aktivitdt, die jedoch geringer ist, als bei dem

nativen und rekombinanten Vinculin-Kopf.

Die Kopf-Konstrukte Vh'™®° und Vh'*7 entsprechen dem nativen Vinculin-Kopf.
Dieser wird durch die V8-Protease gebildet und liegt in einem Gemisch vor, da diese
Linker-Region zwei Spaltstellen enthilt. Durch eine limitierende Proteolyse kann das
kiirzere Spaltprodukt und eventuell nur geringfiigig das Langere gebildet werden. Der
verminderte Aktivititsunterschied zwischen nativen und rekombinanten Vinculin-
Kopf konnte einen mdglichen strukturellen Hintergrund haben, sodass Anteile von
inaktiven Konstrukten enthalten sind, wodurch ein geringerer Nukleationseffekt

erzielt wird.

2,5
" 2
2
o 1,5
s
K= 1
[}
2
S| 05
F o l B s -
= A I o A o o © ©
3 S\v &P .9:3’ .956"’ ’8&“’ w@ & 06 Ob

NN g &8 & & \\\ S
Q" O QO
Konstrukte

Abbildung 37: Konstrukte im Vergleich

Die Abbildung zeigt die spezifische Aktivitit der jeweiligen Konstrukte an. Durch Messung von
mehreren Aktinnukleationsversuche mit verschiedenen Protein-Konzentrationen konnte eine spezifische
Aktivitdt ermittelt werden und so die Konstrukte in Beziehung gebracht werden.
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5.3.3 Aktinnukleation und die Vinculin-Kopf-Schwanz-Interaktion

Um die Vinculin-Kopf-Schwanz-Interaktion weiter zu charakterisieren, wurden die
beiden Proteine zusammen in einem Polymerisationsansatz verwendet. Durch die
Kopf-Schwanz-Interaktion sollte ein komplettes Vinculin entstehen, welches jedoch
nicht iiber den Linkerbereich verbunden ist. Fiir diese Messung wurde eine
stochiometrische Proteinkonzentration zwischen dem Vinculin-Kopf und Vinculin-
Schwanz von 1:1 (mol/mol) eingestellt, um eine moglichst genaue Bildung des

Intermediats zu erzielen.

Durch diese Wechselwirkung soll die mdgliche Nukleationsfahigkeit des Aktins durch
den Vinculin-Kopf beeinflusst werden, entsprechend der Situation im inaktiven
Vinculin. Diese Interaktion wurde fluorometrisch im Spektralfluorometer untersucht.
Hierzu wurde ein Polymerisationsansatz von 0,4mg/ml Aktin, mit einem 10%igen

Anteil Pyren-Aktin verwendet (4.4.9.1).
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Abbildung 38: Vinculin-Kopf- und Schwanz-Interaktionen und Aktinnukleation

In der Abbildung ist die fluorometrische Analyse des Vinculin-Kopfes (Vh: Vh'™) in Kombination des
Vinculin-Schwanzes ~ (Vt:  Vi¥'"") und die Auswirkung auf die Nukleationsfihigkeit der
Aktinpolymerisation gezeigt. Hierbei wurde, wie in der Legende angegeben, Konzentrationen eingesetzt
und die Fluoreszenzintensitit gegen Zeit aufgetragen. Der Vh und Vt wurde in einem gleichen
Verhdltnis eingesetzt. Der Polymerisationsansatz besteht aus 0,4mg/ml Aktin mit 10%igem Pyren-Aktin
und das zu analysierende Konstrukt wurde mit 100mM KCI gestartet. a) In diesem Diagramm werden
die fluorometrischen Messungen der unterschiedlichen Konstrukte gezeigt. b) In diesem Diagramm sind
die Nukleationsverstirkung, der in Abb. a gezeigten Kurven, abgebildet.

In der Abbildung 38a sind die Fluorometrie-Kurven von Vinculin-Kopf (Vh) und
Vinculin-Schwanz (Vt) dargestellt. Ein Unterschied des Nukleationseffektes ist
zwischen dem Vh und Vh:Vt zu erkennen. Der Vh zeigt eine hohere Aktivitit, als nur

Vtund Vh in einer Verdiinnung von 1:60. In der Abbildung 38b wird dieser Effekt nur

durch die Nukleationsverstirkung verdeutlicht.
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Durch die Vinculin-Kopf-Schwanz-Interaktion kann eine Reduktion der Nukleation
um 36% beobachtet werden. Im Vergleich reduziert sich die nukleationsverstirkende

Aktinpolymerisation in der Verdiinnung des Vh 1:60 zu 1:40 um nur 27%.

5.4 Capping von F-Aktin durch die geoffneten Vinculin Modell-
Konstrukte

Der Zustand des filamentosen Aktins ist von einem stindigen Auf- und Abbau von
einzelnen Aktinmonomeren begleitet. Durch die Anlagerung eines Aktin bindenden
Proteins am pointed end oder barbed end eines Filaments wird dieser Auf- und
Abbau-Prozess des F-Aktin (meist am barbed end) blockiert. Diesen Effekt nennt man
Capping.

Mit diesem Experiment wurde die Capping-Aktivitit der Modell-Konstrukte D2-D5,
D3-D5 und des Vinculin-Kopfes (Vh'™®’) untersucht. Hierzu wurde die
Depolymerisation des F-Aktins durch eine spontane Verdiinnung unterhalb der
kritischen Konzentration gemessen. Der Capping-Effekt zeigt sich durch eine

Stabilisierung des F-Aktins, wodurch die Depolymerisation verlangsamt wird.
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Abbildung 39: Capping von F-Aktin durch Vinculin-Modellkonstrukte

Die Abbildung zeigt die einzelnen Messergebnisse der Konstrukten D2-D5, D3-D5 und Vh"™7 sowie
die Aktin-Kontrolle. Die hervorgehobene Kurve stellt den gleitenden Durchschnitt von 5 Messwerten
dar. Die Originalkurve ist als schwichere Kurve dargestellt. Bei den einzelnen Kurven wurde die
Fluoreszenzintensitit gegen die Zeit aufgetragen. Fiir die Fluorometriemessung wurde ein
Depolymerisationsansatz bestehend aus 0,1mg/ml Aktin mit einen 20%igen Anteil an Pyren-Aktin und
das zu untersuchende Konstrukt mit 2fachen G-Puffer auf 2ml verdiinnt. Als Aktin-Kontrolle der
Depolymerisation diente allein der Depolymerisationsansatz.

Die Abbildung 39 zeigt den Kurvenverlauf der Konstrukte D2-D5, D3-D5 und den
Vinculin-Kopf in einem molaren Verhiltnis von 1:20 zur Aktin-Kontrolle. Der
Kurvenverlauf zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der Aktin-Kontrolle

und den Konstrukten D2-D5 und D3-D35, die Kurven dieser Konstrukte fallen sehr
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langsam ab. Der Kurvenverlauf des Vinculin-Kopfes und der Aktin-Kontrolle sind
anndhernd gleich.

Abbildung 40 zeigt den Capping-Effekt der Konstrukte D2-D5 in unterschiedlichen
Konzentrationen. Die Kurvenverldufe der verschiedenen Konzentrationen zeigen
einen unterschiedlichen Capping-Effekt. Der Capping-Effekt der konzentrierten Probe

ist stérker, als bei der verdiinnten Probe.
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Abbildung 40: Capping von F-Aktin durch das Modell-Konstrukt D2-D3

Die Abbildung zeigt die einzelnen Messergebnisse der unterschiedlichen molaren Verhdltnisse von 1:10
und 1:20 des Konstruktes D2-D5 und die Aktin-Kontrolle. Die hervorgehobene Kurve stellt den
gleitenden Durchschnitt von 5 Messwerten dar. Die Originalkurve ist als schwdchere Kurve dargestellt.
Bei den einzelnen Kurven wurde die Fluoreszenzintensitit gegen die Zeit aufgetragen. Die
Depolymerisation wurde wie in der vorangehenden Abbildung durchgefiihrt (vgl. Abbildung 39).

Eine abschliefende Zusammenfassung des Capping-Effektes der Vinculin-Konstrukte
zeigt, dass der Kopf keinen filamentstabilisierenden Einfluss ,,Capping-Effekt®
aufweist. Jedoch wird durch die Modell-Konstrukte ein solcher Capping-Effekt
beobachtet.
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5.5 Proteinwechselwirkung zwischen G-Aktin und den Vinculin-
Konstrukten

Als weitere Methode fiir die Charakterisierung zwischen der Wechselwirkung von
G-Aktin und den Vinculin-Konstrukten wurde die Methode Pulldown (4.4.6)
verwendet. Wenn der Vinculin-Kopf eine aktinpolymerisationsfordernden Effekt
besitzt, miisste dieser mit G-Aktin interagieren und wechselwirken. Fiir die
Wechselwirkungsstudien wurden Kopf-Konstrukte ausgewihlt, D1-D4, die Abschnitte

von D4 oder die gesamte Doméne 4 enthalten.

5.5.1 Pulldown mit Vinculin-Kopf-Konstrukten

In der Abbildung 41 sind die Pulldowns der His-getaggten Konstrukte Vh'***>, Vh'®®
und Vh'™*7 dargestellt. Alle Konstrukte wurden an die Affinititsmatrix gebunden und
sedimentiert. Das G-Aktin cosedimentiert ebenfalls unter der Anwesenheit der Kopf-
Konstrukte. Die eingesetzten Konstrukte Vh'™*?, Vh'®*® und Vh'™’ zeigen eine
Protein-Wechselwirkung mit G-Aktin. Das C-terminal verkiirzte Konstrukt Vh'’"

wechselwirkt nicht mehr mit G-Aktin (nicht dargestellt).
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Abbildung 41: Pulldown von His-getaggten Kopf-Konstrukten

(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Firbung) Das SDS-Gel zeigt den Pulldown von G-Aktin
mit den Konstrukten Vh'™® a), Vh!5%0 b), V!5 ¢). Fiir den Pulldown wurden die Konstrukte in einem
molekularen Verhdltnis von 1:10 eingesetzt, wobei G-Aktin im Uberschuss vorlag. Die Ansditze wurden
mehrmals gewaschen WI1-W3 und das Sediment des Ansatzes in der Spur P dargestellt. Der Marker ist
als M angegeben.

5.5.2 Pulldown mit Vinculin Domiane 4 Konstrukten

Fiir weitere Wechselwirkungsstudien wurden Konstrukte der Doméne 4 ausgewdihlt,

da diese bereits eine Interaktion mit Aktin bei der Aktinpolymerisation zeigten.
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Die folgenden Abbildungen zeigen Pulldowns der GST-getaggten (Abbildung 43)
und His-getaggten (Abbildung 44) Konstrukte D4"**° D475 ynd D471 mit
G-Aktin, mit der entsprechenden Affinitdtsmatrix. Die Konstrukte wurden an die
Affinititsmatrix gebunden wund sedimentierten, wobei alle mit G-Aktin

19-835 19-850
4719835 g’

cosedimentierten. Die GST- oder His-getaggten Konstrukte D und

D417 zeigten eine Wechselwirkung mit G-Aktin.
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Abbildung 42: Pulldown von GST-getaggten Domdine 4 Konstrukten

(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Firbung) Das SDS-Gel zeigt den Pulldown von G-Aktin
mit den Konstrukten D47 a), D475 b) und D4"""*7 ¢). Fiir den Pulldown wurden die
Konstrukte in einem molekularen Verhiltnis von 1:10 eingesetzt, wobei G-Aktin im Uberschuss vorlag.
Die Ansdtze wurden mehrmals gewaschen WI-W2 und das Sediment des Ansatzes in der Spur P
dargestellt.
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Abbildung 43: Pulldown von His-getaggten Domdiine 4 Konstrukten

(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Firbung) Das SDS-Gel zeigt den Pulldown von G-Aktin
mit den Konstrukten D47 a), D4"""*% b) und D4""*%7 ¢). Fiir den Pulldown wurden die
Konstrukte in einem molekularen Verhiltnis von 1:10 eingesetzt, wobei G-Aktin im Uberschuss vorlag.
Die Ansdtze wurden mehrmals gewaschen WI-W2 und das Sediment des Ansatzes in der Spur P
dargestellt.

Fiir weiterfithrende Interaktionsstudien mit G-Aktin wurden verkiirzte Konstrukte der
Doméne 4 verwendet. Die Abbildung 44 zeigt die Pulldowns der GST-getaggten
Konstrukte D447 2) D4774857 1) D477 ¢y und D497 ). Alle Konstrukte
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wurden an die Affinititsmatrix gebunden und sedimentierten. Das G-Aktin
cosedimentiert ebenfalls unter der Anwesenheit von den Konstrukten D44%57 ynd
D45774857 Die Konstrukte D477 und D477 fiihren zu keiner Cosedimentation

von G-Aktin.

q wWiw2p b wiwzp C wiw2p d wiwzp
60 KDa‘: 60 KDa- 60 KDaJ: 60 KDa+
45 KDa-! 45KDas | 45 KDa Iy 45 KDa| | o «— Aktin
BKDad | | 36KDa: 36 KDa-| 36 KDa-
29 KDa- 29 KDa 29 KDa-, “|  29kDa-
D4G741-857 D4G774-857 D4G719-77G D4G719-743

Abbildung 44: Pulldown von GST-getaggten verkiirzten Domine D4 Konstrukten

(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Firbung) Das SDS-Gel zeigt den Pulldown von G-Aktin
mit den Konstrukten D4"*"%7 a), D477 87 b), D471%776 c) und D478 d). Fiir den Pulldown wurden
die Konstrukte in einem molekularen Verhdltnis von 1:10 eingesetzt, wobei G-Aktin im Uberschuss
vorlag. Die Ansdtze wurden mehrmals gewaschen W1-W2 und das Sediment des Ansatzes in der Spur P
dargestellt.

5.5.3 Zusammenfassung der Pulldown-Ergebnisse

Die Konstrukte des Vinculin-Kopfes zeigen eine Interaktion mit G-Aktin (Tabelle 6),
wobei das Konstrukt Vh'7® nicht mit G-Aktin interagiert. Betrachtet man die
Doméne 4, interagieren die N-terminal mit GST oder His fusionierten Konstrukte mit
G-Aktin. Die Konstrukte der Domine 4 D4%""*%7 und D4%"*'"®7 zeigen eine
Interaktion mit G-Aktin. Die Konstrukte D4%""77¢ und D4%""7* zeigen dieses nicht

mehr.

Tabelle 6: G-Aktin Interaktion mit den Vinculin-Kopf-Konstrukten

Konstrukt Protein-Interaktion Konstrukt Protein-Interaktion
V™ n D407 n
VRS9 + D4G719-850 +
Vh!# + [D4G719-835 +
Vh!776 _ D4G719-776 _
D4G719-743 _
D4H719-857 + D4GT41-857 +
D4H719-850 + D4G774-857 +
D4H719-835 +

Das G-Aktin zeigte selbst keine Interaktion mit der Ni-NTA oder Glutathion-
Sepharose Affinitdtsmatrix. Somit findet keine Wechselwirkung mit G-Aktin statt,
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auch wenn die Glutathion-Sepharose mit GST-Tag beladen wurde. Durch diese
Proteinwechselwirkung konnte die G-Aktin-Interaktion auf die Domidne 4 und auf

dem N-terminalen Bereich dieser Doméne 4 eingeschriankt werden.

5.5.4 Chemische-Quervernetzung mit NHS/EDC

Eine Proteinwechselwirkung kann auch durch Cross-Link (4.4.8) mit EDC und Sulfo-
NHS identifiziert werden. Durch Verwendung von NHS/EDC wird ein stabiles
Intermediat zwischen zwei Proteinen gebildet, die durch eine Proteinwechselwirkung
in rdumliche Néhe gebracht wurden. Das EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
ist ein zero-lentgth Cross-Linker. Die Proteinfixierung wird durch die Bildung einer

Amidbindung zwischen einer Carboxylgruppe und einer Aminogruppe gebildet.

Fir die Wechselwirkungsstudien zwischen G-Aktin und Vinculin wurden die
Vinculin-Kopf-Konstrukte Vh'*” und Vh'™®° verwendet. Wenn der Vinculin-Kopf
eine aktinpolymerisationsfordernden Effekt und eine Protein-Protein Wechselwirkung
mit G-Aktin besitzt, miisste sich unter geeigneten Bedingungen ein Cross-Link

Produkt zwischen G-Aktin und den Konstrukten bilden.

(] O O I3 o
g 8§88 83 9§88 g g
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o ]
245 kDa-, 245 kDa-! 240 k08
hateey 180 KDar «— 170 kDa
135 kDa-! 135 kDa-! & 135 kDa
100 kDa-! | -
* ' ‘ 100kba ' ! - # & [« Vinculin-Kopf
75 kDes 75 kDa-} ) e ! - <+— Abbauprodukt

\Vh1-850 | \Vh1-857

Abbildung 45: Cross-Link der Vinculin-Kopf-Konstrukte

(Western-Blot-Analyse, AP-Fdrbung, Antikérper hVinl, kontinuierliches 12%iges SDS-Polyacryl-
amidgel) Die Abbildung zeigt die Produkte des EDC/NHS Cross-Link zwischen G-Aktin und den Kopf-
K051.§5ti7"ukten in einem zeitabhingigen Verlauf. In der Abbildung a) zeigt das Konstrukt Vh'™" und b)
Vi,

Die Abbildung 45 zeigt den Western-Blot des Cross-Links der Vinculin-Kopf-
Konstrukte Vh'™®7 und Vh'™®° mit G-Aktin. Das Konstrukt Vh'™**" (Abbildung 45b)
zeigt nach 2min deutlich mehrere Banden oberhalb des eigentlichen Konstruktes, mit

einer GroBe von 135kDa, 170kDa und 240kDa. Das Konstrukt Vh'™° (Abbildung
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45a) zeigt selbst nach 4min keine weiteren Banden als die Konstrukt-Bande selbst.
Eine weitere Bande von 75kDa ist als Abbauprodukt des Vinculin-Kopfes auf beiden

Western-Blots zu erkennen.

Da es sich bei den beiden Kopf-Fragmenten nicht um genau gleiche Proteine handelt,

besteht die Moglichkeit, dass es bei der Bindung zwischen monomeren Aktin und dem

1-850
h

kiirzeren Vinculin-Kopf-Konstrukt V zu keinem Cross-Link-Produkt kommt, da

die Reaktion sterisch nicht begiinstigt ist.

Zur Kontrolle wurde der Vinculin-Kopf Vh'™**7 mit EDC und Sulfo-NHS inkubiert,
um einen unspezifischen Cross-Link festzustellen. Dieser Western-Blot ist in
Abbildung 46 gezeigt. Auf dem Western-Blot erkennt man die Bande des Vinculin-
Kopfes von 94kDa. Erst nach 10min erkennt man eine leichte Bande von 190kDa, die
ab der 15min deutlich zu erkennen ist. Dort erkennt man eine Bande von 130kDa bei
2min. In dem Western-Blot ist eine Bande von 75kDa als Abbauprodukt des Vinculin-

Kopfes zu erkennen.

, M 5 10" 15
H -
180 kDa 190 kDa
135 kDa-!
100 kDa-!

H <+— Vinculin-Kopf
75 kDa-}

<+— Abbauprodukt

63 kDa-|

Abbildung 46: Cross-Link des Vinculin-Kopf-Konstruktes

(Western-Blot-Analyse, = AP-Firbung,  Antikérper  hVinl,

kontinuierliches 12%iges SDS-Polyacrylamidgel) Die Abbildung

! zeigt die Kontrolle, des EDC/NHS Cross-Links des Vinculin-
\/h1-857 Kopfes zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

48 kDa-|
35 kDa-!

Aufgrund des GroBenunterschiedes von ca. 40kDa der Cross-Link-Produkte kann
davon ausgegangen werden, dass zwei monomere Aktine in Wechselwirkung mit dem
Vinculin-Kopf Vh'™” treten, wihrend sich bei Vh'**° kein Crosslink Produkt gebildet
hat.
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5.6 G-AKktin Interaktionsstudien durch Biacore

Die Proteinwechselwirkungen zwischen G-Aktin und den verschiedenen Vinculin-
Konstrukten wurden durch das Biacore 3000 analysiert. Hierzu wurde 50ug G-Aktin
iiber eine Thiol-Kopplung an einen CMS5-Chip mit einer RU (Resonanz Units)
Differenz von 7.000 kovalent gebunden. Die Proteinwechselwirkung kann indirekt

iiber die Oberflichen-Plasmon-Resonanz verfolgt werden.

5.6.1 Interaktionsmessungen von G-Aktin mit unterschiedlichen
Vinculin-Konstrukten

Fir diese Interaktionsstudien wurden unterschiedliche Vinculin-Konstrukte
verwendet. Besonderes Augenmerk wurde auf die Linker-Region und auf die
Domine 4 gelegt. Hierzu wurden die rekombinanten Konstrukte des Vinculin-Kopfes
(rVh) und das gesamte Vinculin (rV), also auch der nativ-isolierte Vinculin-Kopf
(nVh) und Vinculin (nV) analysiert (4.4.10). In der Abbildung 47 sind einige

Sensogramme der wichtigsten Konstrukte gezeigt.
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Abbildung 47: Qualitative Sensogramme der Konstrukte
In der Abbildung sind die Sensogramme der wichtigsten Vinculin-Kopf-Konstrukte Vh"™* a), Vh'*" ),
VIS5 ), D453 gy DTS ) ind D4 f) dargestellr.

Man erkennt einen typischen Sensogramm verlauf. Die Assimilationskurve steigt fast
nie zur Sattigung und erreicht den Reportpunkt. Die Dissoziationskurve erreicht nicht
das urspriingliche RU Niveau und endet schlieBlich in einer stationdren Phase. Erst
nach Zugabe von 0,IM HCI wird die urspriingliche RU erreicht und ein neuer

Messzyklus kann gestartet werden. Die analysierten Proteininteraktionen der
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Vinculin-Konstrukte sind in der Tabelle 7 gelistet und man erhilt eine Ubersicht,
welche der Konstrukte eine Protein-Interaktion mit G-Aktin zeigen. Die Bestimmung
des K4-Wertes wurde durch die Software BIAevaluation ermittelt. Man erkennt, dass
die Konstrukte, die einen Abschnitt der Linker-Region enthalten, eine

Wechselwirkung mit G-Aktin zeigen.

Tabelle 7: Proteininteraktion analysiert durch Biacore

Konstrukt Proteininteraktion mit G-Aktin Kdl)
Vh'7 keine Interaktion
Vh!77 keine Interaktion
Vh'*? interagiert mit G-Aktin 7,28:107 (M)
Vh'*? interagiert mit G-Aktin 1,48-10% (M)
Vh'*7 interagiert mit G-Aktin 2,55:10" (M)
Vh?* 7 interagiert mit G-Aktin 2,28:10" (M)
Vh*3857 keine Interaktion
D2-D5 interagiert mit G-Aktin 4,05-107 (M)
D3-D5 interagiert mit G-Aktin 7,62:107 (M)
D4H719-835 interagiert mit G-Aktin 1,07-107 (M)
D4H719-850 interagiert mit G-Aktin 5,51-10% (M)
D4H719-857 interagiert mit G-Aktin 5,78-10™ (M)
D45719-835 interagiert mit G-Aktin 7,51:10% (M)
D4071980 interagiert mit G-Aktin 3,44:10" (M)
D45719857 interagiert mit G-Aktin 521-10% (M)
D40719-776 keine Interaktion
D4C71974 keine Interaktion
Vh!77 keine Interaktion
nPVh interagiert mit G-Aktin 3,78:107 (M)
PV keine Interaktion
nPV keine Interaktion

1) Die K4-Bestimmung fiir die Konstrukte wurde nur mit einer Konzentration bestimmt und kann daher

nur als anndhernd gelten.

5.6.2 Bestimmung der Bindekonstanten des Vinculin-Kopf -
Konstruktes Vh'?*

In der Abbildung 48 ist die Sensogramme des Konstruktes Vh'®’

gezeigt. Die
Bindekonstante wurde durch unterschiedliche Konzentrationen analysiert man erkennt
einen typische Assimilationskurvenverldufe, die je nach Verdiinnung einen
unterschiedlichen Reportpunkt erreichen. Die Dissoziationskurve erreicht nicht das

urspriingliche RU Niveau und endet zum Schluss in einer stationdren Phase. Es wurde
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ein K4-Werte fiir Bindekonstante zwischen G-Aktin und dem Konstrukt Vh'™*’ von
531-10° (M) bestimmt. Der gemessene Kg-Wert unterscheidet sich von der

Einzelbestimmung in einer Zehnerpotenz.
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Abbildung 48: Quantitative Sensogramme des Vinculin-Kopfes

Die Abbildung zeigt die Sensogramme des Vinculin-Kopf-Konstruktes (Vh"™). Fiir eine Bestimmung
der Bindekonstante wurden unterschiedliche Konzentrationen von 200nM, 100nM und 50nM
eingesetzt. Die Pufferspriinge wurden aus den Sensogrammen entfernt.

5.6.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Durch die Verwendung der Oberflichen-Plasmon-Resonanz konnte die Protein-
Protein-Wechselwirkung zwischen G-Aktin und den Vinculin-Konstrukten des
Kopfes (Vh!™35, VRIS ViS5 & Vh253557) der Domiine 4 (D4719835 pgh719-850
D487 g GTIo83s - g GTI9830 & 4971957y ynd den Modellstrukturen (D2-D5 &
D3-D5) nochmals durch diese Methode bestdtigt werden. Des Weiteren konnte die

1-85 :
h 7

Dissoziationskonstante fiir diese Konstrukte anndhernd und das Konstrukt V mit

einer Kq von 5,31-10” (M) bestimmt werden.

5.7 Proteinwechselwirkung zwischen F-Aktin und den Vinculin-
Konstrukten durch Cosedimentation
Die Proteinwechselwirkung zwischen F-Aktin und den Konstrukten kann durch
sogenannte Cosedimentation gezeigt werden. Durch Pelletierung bei 150.000xg
sedimentieren Proteine die eine Interaktion mit F-Aktin zeigen und konnen im Pellet
nachgewiesen werden (4.4.7). In der Abbildung 49 sind die SDS-Gele einiger
Cosedimentationen der Konstrukte Vh'™° Vh'*" und Vh'*’ dargestellt. Man
erkennt, dass alle Konstrukte im Uberstand (U) nach Zentrifugation enthalten sind und

kein Konstrukt im Pellet (P) cosedimentiert wird. Eine Proteinwechselwirkung
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zwischen F-Aktin und den Konstrukten Vh'™®? Vh'™*" und Vh'™’ unter diesen

Bedingungen kann daher ausgeschlossen werden.

a u b.Up c _u_r
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\/h1-835 \/h1-850 \/h1-857

Abbildung 49: Cosedimentation zwischen F-Aktin und Kopf-Konstrukten

(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Fdrbung) Die Abbildung zeigt die SDS-Gele der
verschiedenen Kopf-Konstrukte VA"’ a), Vh"™" b) und Vh"®” ¢) in Anwesenheit von F-Aktin.
Dargestellt ist der Uberstand des Pellets U und das Pellet P.

Die SDS-Gele der Modell-Konstrukte D2-D5 und D3-D5 sind in der Abbildung 50
gezeigt. Die beiden Konstrukte sind sowohl im Uberstand (U) und als auch im

Pellet (P) vorhanden und zeigen eine Proteinwechselwirkung mit F-Aktin.
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Abbildung 50: Cosedimentation zwischen F-Aktin und Modell-Konstrukten

(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Firbung) Die Abbildung zeigt die SDS-Gele der
verschiedenen Kopf-Konstrukte D2-D5 a) und D3-D5 b) in Anwesenheit von F-Aktin. Dargestellt ist
der Uberstand des Pellets U und des Pellets P.

Tabelle 8: Interaktion der Vinculin-Konstrukte mit F-Aktin

Konstrukt F-Aktin Konstrukt F-Aktin Interaktion
8 - D2-D5 +

Vh!®? - D3-D5 +

Vhl-857 _
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Die Kopf-Konstrukte zeigen keine Interaktion mit F-Aktin. Eine Bindung konnte bei
den Modell-Konstrukten nachgewiesen werden. Aus diesen Befunden kann man

folgern, dass der Vinculin-Kopf eine reine G-Aktin-Interaktion zeigt.

5.8 F-Aktin-Biindelung durch die Doméine 5 des Vinculins

F-Aktin kann durch bivalente Metallionen oder Proteine, wie den Vinculin-Schwanz,
gebiindelt werden. Die F-Aktin-Biindel sind im Fluoreszenzmikroskop durch
Anfiarben mit Rhodamin/Phalloidin sichtbar. Die F-Aktin-Biindelung wurde zur
Identifizierung der Basisaktivitit der Konstrukte, sowie zur Charakterisierung der
Biindelungsfahigkeit des Vinculin-Schwanzes verwendet. In der Abbildung 51 sind
Aufnahmen von F-Aktin-Biindeln, die durch den Vinculin-Schwanz erzeugt wurden,

gezeigt.

In der Abbildung 51a) erkennt man nur ein Biindel welches durch das Konstrukt
Vt*o1% (D5) gebildet wurde. In den weiteren Aufnahmen erkennt man Biindel,
welche durch das Konstrukt Vt**'%® (Abbildung 51b) und den nativen Vinculin-
Schwanz (Abbildung 51c¢) gebildet wurden. Der Vergleich zwischen den Aufnahmen
a) und b), sowie c) zeigt eine deutliche Zunahme der F-Aktin-Biindelung. Die
Konstrukte unterscheiden sich durch eine unterschiedliche Linker-Region. So biindelt
die Domine 5 geringfiigig F-Aktin, wird die Doméne 5 um die Linker-Region

verlangert, findet eine F-Aktin-Biindelung statt.

Abbildung 51: F-Aktin-Biindel durch Vinculin-Schwanz

(Mikroskopische Aufnahme, 100faches Olobjektiv) Die Abbildung zeigt einige schwarzweif3 Aufnahmen
der Rhodamin/Phalloidin gefirbten F-Aktin-Biindel, die durch unterschiedliche Konstrukte Vi***'"
(D5) a), Vi*%'% b) und natives D5 ¢) gebildet wurden.

In der Abbildung 52 sind die Aufnahmen der F-Aktin-Biindel gezeigt. In Abbidlung
52a) sind die Biindel des Konstruktes D2-D5 dargestellt und Abbildung 52b) zeigt die
Biindel des Konstruktes D3-D5. Da diese Konstrukte eine F-Aktin Biindelung zeigen,
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ist der Vinculin-Schwanz offenbar frei zugénglich und geht nicht wie im ganzen

Vinculin eine Interaktion mit dem Vinculin-Kopf ein.

Abbildung 52: F-Aktin-Biindel durch Modell-Konstrukte

(Mikroskopische Aufnahme, 100faches Olobjektiv) Die Abbildung zeigt einige schwarzweif3 Aufnahmen
der Rhodamin/Phalloidin gefirbten F-Aktin-Biindel, die durch die Konstrukte D2-D5 a) und D3-D5 b)
gebildet wurden.

Des Weiteren wurde diese Methode der F-Aktin-Biindelung als Aktivititskontrolle der
Konstrukte verwendet. Somit liegen die Konstrukte des Vinculin-Schwanzes und die
Modell-Konstrukte in einer aktiven Konformation vor, sodass der Biindelungseffekt
durch den Anteil der Domidnen 2 bis 4 dieser Modellkonstrukte nicht unterbunden

wird.

5.9 Zelllokalisation von GPF-Vinculin Konstrukten

Fiir die Lokalisation von Vinculin in vivo, insbesondere des Vinculin-Kopfes, wurden
die Konstrukte mit einem GFP fusioniert. Fiir die GFP-Derivate wurde das GFPmutl
verwendet. Diese Variante besitzt zwei Aminosiurensubstitutionen von Phe® zu Leu
sowie Ser® zu Thr und hat ein Anregungsmaximum von 488nm und
Emissionsmaximum von 507nm.

Die GFP-Derivate wurden in Fibroblasten (NHI/3T3 Mausfibroblasten) transfiziert
und nach einem Tag unter Selektionsdruck genommen. Diese Zellen wurden mit Hilfe
eines Fluoreszenzmikroskops betrachtet und dokumentiert. In der Abbildung 53 ist
das Bild einer mit GFP-Vinculin-Kopf transfizierten Fibroblasten gezeigt.

Man erkennt einen sehr hell fluoreszierenden Bereich in mitten der Zelle. Dieser wird

u.a. durch die Translation des GFP-Konstruktes an den Ribosomen erzeugt.
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In der Zelle erkennt man mehrere griine Punkte. Diese befinden sich bevorzugt am
Rand der Zelle und stellen die Fokal-Kontakte dar. Diese Fokal-Kontakte sind noch
mal in einer VergroBerung dargestellt.

Aufgrund der fluoreszierenden Bereiche wird erstens das GFP-Vinculin-Kopf-

Konstrukt in den Fibroblasten exprimiert und lagert sich in den Fokal-Kontakten an.

Abbildung 53: Fibroblasten mit transfizierten GFP-Vinculin-Kopf

(Mikroskopische Aufnahme, 40faches Objektiv) Die Abbildung a) zeigt eine farbige Abbildung der mit
GFP-Vinculin-Kopf (GFP-Vh"™’) transfizierten Fibroblasten (NHI/3T3 Mausfibroblasten), in der
Abbildung b) wird ein Teilbereich vergrofiert dargestellt.

Abbildung 54 zeigt das Bild einer mit GFP-Vinculin transfizierten Fibroblasten Zelle.
Man erkennt, dass sich die Zelle gerade in der Phase der Zellteilung befindet, und die
Zellstruktur ist zu erkennen. Sowohl in der VergroBerung, als auch in der
Zellabbildung erkennt man die einzelnen Fokal-Kontakte als griine Punkte. Die helle
Fluoreszenz, die den Zellkern umgibt, wird durch die Translation des GFP-

Konstruktes erzeugt.

Abbildung 54: Fibroblasten mit transfizierten GFP-Vinculin

(Mikroskopische Aufnahme, 40faches Objektiv) Die Abbildung a) zeigt eine farbige Abbildung der mit
GFP-Vinculin transfizierten Fibroblasten (NHI/3T3 Mausfibroblasten), in der Abbildung b) wird ein
Teilbereich vergrofert dargestellt.
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Auch dieses GFP-Vinculin-Konstrukt wurde in diesen Zellen exprimiert und lagert
sich an den Fokal-Kontakten an. Die transfizierten Zellen konnten nicht selektioniert
werden, da die liberméBige Expression letal auf die Zellen wirkte. Das GFP-Vinculin-
Kopf-Konstrukt zeigte keinen Einfluss auf das Zellwachstum der Fibroblasten. Nach

Selektion der Zellen wurde das transfizierte Konstrukt nicht mehr exprimiert.
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6 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung zwischen Vinculin und Aktin
charakterisiert. Hierzu wurden die Aktinpolymerisation mit den Vinculin-Kopf und
Vinculin-Schwanz-Konstrukten durch Viskosimetrie und Spektralfluorometrie
verfolgt. Des Weiteren wurden die Wechselwirkungen zwischen Konstrukten und

Aktin biochemisch nachgewiesen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine neue G-Aktin Bindestelle im Vinculin-Kopf
(D1-D4) nachgewiesen und schlieBlich im Bereich der Doméne 4 (719-875) lokalisiert
werden. Des Weiteren zeigt dieser Bereich eine Verstirkung der Aktinnukleation, die
jedoch durch Interaktion des Vinculin-Schwanzes mit dem Vinculin-Kopf erniedrigt
wird. Die Geschwindigkeit der Aktinnukleation wurde durch Bereiche der Linker-
Region verstirkt. Einen Capping-Effekt konnte fiir den Vinculin-Kopf nicht
nachgewiesen werden, jedoch zeigten die Modellkonstrukte (D2-D5 & D3-D5) einen
solchen Effekt.

6.1 Herstellung der nativen und rekombinanten Proteine

Fiir die Herstellung der rekombinanten Vinculin-Konstrukte wurde mRNA isoliert
und mit Primern nach der Sequenz der Gendatenbank PubMed Nr.: NM 205441
amplifiziert. Die klonierte Vinculin ¢cDNA-Sequenz des Huhnes (Gallus gallus)
stimmt mit dieser Sequenz iiberein. Die Vinculin cDNA-Sequenz der Pute (Meleagris
gallopavo) umfasst 1066AS und wurde mit der Sequenz des Huhns [Coutu & Craig
1988] verglichen. Die Sequenzen zeigten eine breite Ubereinstimmung von 97,2%,
wobei ein Austausch von vier Aminosduren vorlag. Der Aminosdureaustausch
umfasste nur die Region des Vinculin-Kopfes. Die ermittelte Sequenz wurde in die

Gendatenbank PubMed unter der Nr.: GQ327928 eingestellt.

Die native Reinigung wurde nach der modifizierten Methode von Siliciano & Carig
(1986) durchgefiihrt. Die Methode wurde um eine zusétzliche Gelfiltration erweitert.
Dadurch konnte Vinculin in reiner Form gewonnen werden. Die rekombinanten
Vinculin-Konstrukte der Pute, als auch des Huhns, konnten durch die N-terminale
Affinititsmarkierung und nach Verwendung eines Anionenaustauschers in relativ

reiner Form gewonnen werden. Die Konstrukte mit einer kompletten Linker-Region
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und insbesondere die kleineren Konstrukte der Doménen 4 und die Vinculin-
Schwanz-Konstrukte lieBen sich nur schwer abtrennen, da die Linker-Region viele

hydrophobe Aminoséuren enthilt.

6.2 Charakterisierung der Proteine

Das native und rekombinante Vinculin haben dieselbe molekulare Grofle von 117kDa
[Geiger et al., 1980]. Die verkiirzten Fragmente zeigten die erwarteten Proteingréf3en,
welche durch das Programm WinPep berechnet wurden. Des Weiteren konnte die
Domine 1 der Vinculin-Konstrukte durch den spezifischen monoklonalen Antikérper

hVinl detektiert werden.

Durch CD-Spektroskopie wurde die Struktur der Konstrukte analysiert und mit den
rekombinanten und nativen Vinculinen verglichen. Ferner wurden der rekombinante

und der native Vinculin-Kopf durch CD-Spektroskopie ebenfalls verglichen.

Die ermittelten CD-Spektren des nativen und des rekombinanten Vinculins zeigen
eine dhnliche prozentuale Verteilung des Sekundirstrukturanteils. Durch die
CD-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass die rekombinanten Proteine die
gleiche Faltung haben wie die nativen Proteine. Die Sekundérstruktur des Vinculins
besteht iiberwiegend aus a-Helices (63%) und zu einem geringen Teil aus der
B-Faltblattstruktur [Bakolitsa et al., 2004]. Diese Tendenz der sekundidren Struktur
konnten aus den CD-Spektren abgeleitet werden. Der Kurvenverldufe zwischen den
nativen und rekombinanten Vinculin-Produkten sind relativ dquivalent, was ebenfalls

fiir eine gleiche Struktur spricht.

Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die rekombinanten Konstrukte eine
weitgehend native Konformation besitzen und dass die beschriebene Analyse, der
Interaktion mit Aktin unter Verwendung der verschiedenen Konstrukte auch die

Eigenschaft des nativen Vinculins reflektieren.

6.3 Lokalisationsstudien des Vinculins in Fibroblasten

Die N-terminalen GFP-Fusionsproteine des Vinculins und des Vinculin-Kopfes
lokalisieren sich an den Fokalkontakten. Dieser Befund zeigt zunichst, dass beide
Konstrukte in vivo funktionell sind und dass das aktive Vinculin sich an den

Fokalkontakten assoziiert, wie es in der Literatur beschrieben ist [Geiger, 1979;
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Burridge & Feramisco, 1980; Burridge & Connel, 1983]. Dabei konnte sowohl der
Vinculin-Kopf als auch das gesamte Vinculin eine Bindung mit Talin eingehen

[Burridge & Mangeat, 1984].

Vinculin stellt an der Fokaladhdsion ein Bindeglied zwischen Talin und dem F-Aktin
des Cytoskeletts dar [Bass et al., 2002; Weis, 2004]. Die verwendeten Zellen zeigten
ein normales adhirentes Wachstum und eine normale Zellteilung. Beide Konstrukte
akkumulieren sich in den Fokalkontakten der Zellen. Durch die Verwendung des
Vinculin-Kopfes kann eine Interaktion nicht mit F-Aktin erfolgen, da die beiden
F-Aktinbindestellen im Vinculin-Schwanz liegen [Hiittelmeier et al., 1997; Menkel et
al., 1994]. Aufgrund der Ausbildung einer Fokaladhdsion kann der Kopf auch
eventuell liber den gebildeten trimeren Aktin-Komplex mit dem neuem F-Aktin
interagieren. Eine direkte Interaktion zwischen den Vinculin-Kopf-Konstrukten
Vh'™ vh'® & Vh'*7 und F-Aktin konnte in einer Cosedimentation jedoch nicht
nachgewiesen werden. Da die Fibroblasten nicht Vinculin defizient waren, konnte

nicht tiberpriift werden, ob das Fehlen des Vinculin-Schwanzes letal ist.

6.4 Vinculin und die G-Aktin Interaktion

Die Erforschung von weiteren Interaktionspartnern des Vinculins ist von erheblicher
Bedeutung, da Vinculin eine zentrale Rolle bei der Ausbildung von Zell-Zell und Zell-
Matrix-Kontakten spielt [Geiger, 1979; Burridge & Feramisco, 1980; Burridge &
Connel, 1983]. Das multiadaptive Vinculin wurde in einer Vielzahl von Gewebetypen
[Otto, 1990], sowie bei zelluldren Prozessen, wie der Zellproliferation, Zellmigration
und Differenzierung [Berrier & Yamada, 2007; Huveneers & Danen, 2009; Schwartz
& DeSimone, 2008], nachgewiesen. Bei den genannten zelluliren Prozessen ist das
Cytoskelett motiler Zellen, besonders die Aktinfilamente, einer permanenten
Umwandlung unterworfen [Pollard et al., 2000]. Die Aktinfilamente befinden sich in
einem stindigen Auf- und Abbau (turnover) [Wegner, 1982]. Dieser Prozess kann
durch aktinbindende Proteine wie Talin [Muguruma et al., 1990; 1992; Kaufmann et
al., 1991], Filamin [Loo et al., 1998] und a-Actinin [Mimura & Asano, 1986;
Hemmings et al., 1992] beeinflusst werden. So ist bekannt, dass Vinculin iiber den
Vinculin-Schwanz an F-Aktin bindet und so ein Strukturprotein zwischen dem

Fokalkontakt und dem Mikrofilamentsystem darstellt [Hiittelmaier et al., 1997;
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Menkel et al.,, 1994]. Da Vinculin in den unterschiedlichsten Zelltypen, wie
Muskulatur [Small, 1985], Lymphozyten [Marchision et al., 1988], Thrombozyten
[Koteliansky et al., 1984] und Fibroblasten vorkommt und als Strukturprotein bei der
Ausbildung von Fokalkontakten fungiert [Burridge & Connel, 1983], kann das aktive
Vinculin, iiber die Doméne 5 mit F-Aktin assoziieren [Hiittelmaier et al., 1997,
Menkel et al., 1994]. Es ist bekannt, dass der Vinculin-Schwanz (Vt*''%%) die
Fahigkeit zur Induktion der Aktinpolymerisation besitzt und in vitro F-Aktinbiindel
erzeugt [Wen et al, 2009]. Einen Capping-Effekt des barded end von F-Aktin konnte

879-1066

durch den Vinculin-Schwanz (Vt ) und abgeschwicht auch durch das Vinculin

AD1 (V***1%%) gezeigt werden [Clainche et al., 2010].

In dieser Arbeitsgruppe konnte eine Interaktion zwischen Vinculin und G-Aktin,
sowie F-Aktin gezeigt werden [Neumann, 2004]. Die Wechselwirkung wurde
identifiziert, indem Vinculin durch die Endoproteinase Glu-C (V8-Protease) in Kopf-
und Schwanz-Konstrukte gespalten wurde (Abschnitt 5.3). Nur der Vinculin-Kopf
zeigt unter polymerisierenden Bedingungen einen signifikanten nukleations-
verstarkenden Effekt der Aktinpolymerisation. Das gesamte Vinculin zeigt eine
schwéchere oder keine G-Aktin nukleationsverstirkenden Effekt. Der Vinculin-
Schwanz zeigt einen sehr geringen nukleationsverstirkenden Effekt [Neumann, 2004;
Oberlack, 2009]. Durch eine starke interne Wechselwirkung zwischen dem Vinculin-
Kopf und -Schwanz [Bakolitsta et al., 2004; Cohen et al., 2005] liegt Vinculin im
Cytoplasma als ein globuldres Protein vor [Geiger, 1982; Isenberg et al., 1982]. Der
Vinculin-Kopf enthélt in der Doméne 1 eine Bindestelle fiir den Vinculin-Schwanz
und legt sich wie ein Scharnier an den Vinculin-Kopf [Weekes et al., 1996]. Durch
diese reversible Kopf-Schwanz-Interaktion wird die Bindestelle zwischen G-Aktin
und dem gesamten Vinculin wahrscheinlich maskiert, da die Nukleationsaktivitdt des

gesamten Vinculins reduziert ist.

Das Vinculin-Molekiil kann somit in unterschiedlich aktiven Konformationen
vorliegen, wodurch eine funktionelle Charakterisierung des gesamten Vinculins
erschwert ist. Durch die Wechselwirkungen mit anderen cytoplasmatischen Proteinen,
wie Talin oder den Peptiden VBS1, VBS2 und VBS3, kann die Vinculin-Kopf-
Schwanz-Interaktion verhindert werden [Bass et al., 1999; Gilmore et al., 1993; Lee et

al., 1992; Izard & Vonrhein, 2004; Groesch & Otto, 1990], wobei der Vinculin-Kopf
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und -Schwanz iiber die Linker-Region flexibel miteinander verbunden sind [Miller et
al., 2001; Chen et al., 2006]. Die Kopf-Schwanz-Interaktion des Vinculins kann
ebenfalls durch stdrende Substanzen wie Salze beziehungsweise durch die

Aufreinigungsprozeduren oder die Temperatur beeinflusst werden.

Um mogliche Effekte des Vinculins, insbesondere der Kopfregion auf die
Aktinpolymerisation zu charakterisieren, wurden in dieser Arbeit Konstrukte des
Vinculin-Kopfes, Vinculin-Schwanzes und Vinculin-Modellkonstrukte verwendet.
Durch das Fehlen der Doméne 1 oder Doméne 1-2 konnten die beiden
Modellkonstrukte keine globuldre Konformation einnehmen, da die Bindestelle
zwischen Kopf-Schwanz sich in der Doméne 1 befindet [Weekes et al., 1996]. In
dieser Arbeit konnte ein verstirkender Nukleationseffekt der Aktinpolymerisation
durch den Vinculin-Kopf bestdtigt und die Interaktion auf einen Bereich des Molekiils
eingegrenzt werden, auBlerdem zeigten die Modell-Konstrukte einen zusétzlichen
Capping-Effekt des F-Aktins. Die Vinculin-Konstrukte mit der Doméne 5 zeigten eine

F-Aktin-Bindung, wie es in der Literatur beschrieben wird [Hiittelmaier et al., 1997].

6.5 Aktinpolymerisation und die Basisaktivitit

Mit Hilfe der Endoproteinase Glu-C (V8-Protease) kann das gesamte Vinculin-
Molekiil spezifisch in Kopf- und Schwanz-Konstrukte gespalten werden [Coutu &
Craig, 1988; Groesch & Otto, 1990; Price et al., 1989]. Der isolierte native sowie der
rekombinante Vinculin-Kopf zeigen beide einen verstirkenden Nukleationseffekt
hinsichtlich der Aktinpolymerisation, wobei der native Vinculin-Kopf -einen
geringfiigig groBeren Effekt aufweist, als der rekombinante Vinculin-Kopf. Eine
mogliche Ursache hierflir kann an einer nicht vollstindig korrekten Faltung des
rekombinanten Proteins liegen, da ein Teil des Proteins mdoglicherweise in einer
inaktiven Konformation vorliegt, wodurch ein Aktivititsunterschied gemessen wird.
Teilweise wurde bei den rekombinanten Vinculin eine leichte Degradation des
Proteins beobachtet. Die beiden Vinculin-Konstrukte unterscheiden sich dahingehend,
dass das rekombinante Konstrukt N-terminal mit einem His-Tag fusioniert ist.

Eventuell konnen sich auch dadurch strukturelle Verdnderungen des Proteins ergeben.
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6.6 Aktinpolymerisation des Vinculin-Kopfes und der Einfluss des
Vinculin-Schwanzes auf die Aktivitit
Der native Vinculin-Kopf wurde durch Spaltung aus dem gesamten Vinculin erzeugt.
Durch die hohe Affinitit von K4 10°M [Bakolitsa et al., 2004; Cohen et al., 2005]
zwischen Vinculin-Kopf und Vinculin-Schwanz kann eine Interaktion zwischen den
nativ préiparierten Konstrukten nicht ausschlossen werden. In einem Modellversuch
wurde der G-Aktin nukleationsverstirkende Effekt des Vinculin-Kopfes, sowie die
Auswirkungen der Kopf-Schwanz-Interaktion auf die Nukleationseigenschaft von
G-Aktin getestet. Die G-Aktin Nukleationseigenschaft des Vinculin-Kopfes wird
durch nachtragliche Zugabe des Vinculin-Schwanzes deutlich reduziert. Durch die
Vinculin-Kopf-Schwanz-Interaktion muss somit die Bindestelle fiir G-Aktin maskiert
werden. Des Weiteren zeigte sich, dass der Vinculin-Kopf einen Einfluss auf die
G-Aktin Nukleation hat. Der Vinculin-Schwanz zeigte gegeniiber dem Vinculin-Kopf
nur einen sehr geringen nukleationsverstirkenden Effekt und verstirkt somit auch
nicht die Nukleation des G-Aktins in diesen Versuchsreihen. Da bei einer nativen
Proteinaufreinigung nicht ausgeschlossen werden kann, dass Anteile des Vinculin-
Schwanzes am Vinculin-Kopf binden und dieses einen signifikanten Effekt auf die
Nukleationsaktivitit bewirken, wurden die Konstrukte rekombinant sortenrein

hergestellt.

6.7 Aktivititen der Modellkonstrukte

Bei beiden Modellkonstrukten, D2-D5 wund D3-D5, konnte zunidchst ein
nukleationsfordernder  Effekt der Aktinpolymerisation viskosimetrisch  und
fluorometrisch nachgewiesen werden. Es konnte auBerdem davon ausgegangen
werden (sowohl Literatur, als auch eigene Befunde), dass die Doméne 1 und 2 selbst
keine Aktinbindungseigenschaften besitzen und somit die Konstrukte D2-D5 und

D3-DS5 die Eigenschaften des Vinculins reflektieren.

Des Weiteren zeigten die Konstrukte auch eine Interaktion mit F-Aktin, da die
Domine 5 zwei Bindestellen fiir F-Aktin enthdlt [Menkel et al., 1994; Johnson
&Craig, 1995; Hiittelmaier et al., 1997; Steimle et al., 1999]. Die beiden Vinculin-
Modellkonstrukte D2-D5 und D3-D5 zeigten zudem einen Capping-Effekt des
F-Aktins. Aus der Art und Stirke dieses Effektes ldsst sich auf ein Capping des
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barded end des F-Aktins schlieBen. In der Literatur wurde ebenfalls ein Capping-
Effekt des Konstruktes D2-D5 beschrieben [Clainche et al., 2010]. Die Modell-
konstrukte D2-D5 und D3-D5 haben prinzipiell beide eine Capping-Aktivitit. Es
wurde aber eine Konzentrationsabhingigkeit des D2-D5 Konstruktes auf den
Capping-Effekt beobachtet. Das Konstrukt D2-D5 erwies sich als weniger stark
cappendes Protein, die verminderte Aktivitdt trotz fehlender Doméne 1 weist auf eine
Interaktion mit dem Vinculin-Schwanz hin [Clainche et al., 2010]. Durch diese
mogliche Interaktion mit der Doméne 2 bis 4 des Vinculin-Kopfes mit dem Vinculin-
Schwanz kann moglicherweise der Capping-Effekt reduziert werden und dieser Effekt
bewirkt eine Konzentrationsabhiingigkeit. Eine Interaktion des Vinculin-Schwanzes
mit der Doméne 4, wurde nachgewiesen [Cohen et al., 2005], wodurch es zu diesen

reduzierten Capping-Effekt kommen kann.

6.8 Charakterisierung des Aktinpolymerisierenden Effektes der
Konstrukte

Die Charakterisierung der Kopf-Konstrukte und der Schwanz-Konstrukte auf eine

Aktin nukleationsverstiarkende Eigenschaft wurde mit den rekombinanten Proteinen

durchgefiihrt. Hierzu wurden zuerst die Vinculin-Kopf-Konstrukte vom C- und N-

terminalen Ende verkiirzt und auf Aktinpolymerisation getestet. Es zeigte sich, dass es

ab einer Unterschreitung des C-terminalen Vinculin-Kopf-Bereiches ab 1-776 zu

keiner Nukleation der Aktinpolymerisation mehr kommt.

Mit Ausnahme des Konstruktes Vh**™7 zeigten fast alle N-terminal verkiirzten

Vinculin-Kopf-Konstrukte eine G-Aktin nukleationsverstirkenden Effekt.

Werden die N-terminalen Doménen noch zuséitzlich bis zur Doméane D4 verkleinert,
interagierten diese wieder mit G-Aktin und es zeigte sich eine nukleations-
verstirkender Effekt des G-Aktins. Die Inaktivitidt des D3-D4 Konstruktes kann nur
durch eine nicht korrekte Faltung des Proteins erkldrt werden, da die Doméne 3 im
Inneren des globuldren Vinculin-Kopfes liegt und zusammen mit den Doménen 1-3
eine zangenartige Struktur bildet [Bakolitsa et al., 2004; DeMali et al., 2005]. Durch
den Verlust dieser Struktur, verliert das Konstrukt offensichtlich seine Konformation
und wird dadurch inaktiv. Die C-terminal verkiirzten Kopf-Konstrukte (D4"7'"%

D4M19850 ynd D4"1987) zeigten eine nukleationsverstirkende Eigenschaft. Bei einer
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N- oder C-terminalen Verkiirzung innerhalb der Domine 4 findet keine Nukleation

von G-Aktin mehr statt.

Eine hohe Nukleationsaktivitdt wurde nur bei den Konstrukten beobachtet, welche aus
den Doménen D1-D4 mit den verldngerten Teilbereichen der Linker-Region bestehen.
Es zeigte sich, dass die Konstrukte ohne die Domine 4 keinen
nukleationsverstirkenden Effekt besalen. Jedoch konnte bei Fehlen der N-terminalen
Doménen, wie D1 und DI1-D3, eine Verstirkung der Nukleation nachgewiesen
werden. Somit sind die Doméne 4 und Teilbereiche der Linker-Region unabdingbar

fir den verstarkenden Nukleationseffekt.

Auch die Vinculin-Schwanz-Konstrukte wurden auf einen nukleationsférdernden
Effekt hin analysiert. Diese Konstrukte enthalten die Doméne 5 und Teilbereiche der
Linker-Region. Die Konstrukte des Vinculin-Schwanzes zeigten eine geringere
Aktivitdit als die Vinculin-Kopf-Konstrukte. Der Kurvenverlauf der Aktin-
polymerisation bei der Viskosimetrie ldsst auflerdem Riickschliisse auf die
Polymerlinge des F-Aktins zu. Da alle Nukleationskonstrukte dieselben Maxima der
spezifischen Viskosimetrie erreichen, kann von derselben Linge des F-Aktins
ausgegangen werden. Eine spontane Nukleation des G-Aktins findet unter diesen
Bedingungen nur in geringem Umfang statt, da die Bildung {iber -einen

geschwindigkeitsbestimmenden trimeren Aktin-Komplex verlduft.

So interagieren zuerst zwei G-Aktine sehr labil miteinander und erst durch die
Anlagerung eines dritten G-Aktins wird ein stabilerer trimerer Aktin-Komplex
(Nukleus) erreicht. An diesen trimeren Aktin-Komplex lagern sich die freien
G-Aktine an und die Elongation schreitet voran [Otomo et al., 2005; Pring et al., 2003;
Good & Eck, 2007].

Ein nukleationsverstarkender Effekt des G-Aktins kann iiber eine Stabilisierung des
Nukleus erfolgen. Durch die Stabilisierung der bereits gebildeten Nuklei wird die
Anzahl der vorhandenen Nuklei nicht vermehrt, nur die anschlieBende
Aktinpolymerisation erfolgt frither und die Lénge der Aktinfilamente ist relativ gleich
wie ohne eine Stabilisierung. Erfolgt aber nicht nur eine Stabilisierung eines Nukleus,
sondern die Bildung zusétzlicher Nuklei, fiihrt dies zu einer Reduktion der Lénge des

F-Aktins im Vergleich zu dem nicht stabilisierten Nukleus.
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6.9 Aktinpolymerisation und Interaktion des Vinculin-Schwanzes

Der native und der rekombinante Vinculin-Schwanz zeigen beide einen verstirkenden
Nukleationseffekt. Dieser ist jedoch geringer als der Nukleationseffekt der Kopf-
Konstrukte. Die Vinculin-Schwanz-Konstrukte Vt*¢1060  y31-1006 54 y898-1066
zeigen einen nukleationsverstirkenden Effekt mit G-Aktin. Jedoch fiéllt dieser sehr
gering aus. Auch bei diesen Konstrukten wird die Aktivitit durch die Linker-Region
verstarkt. Da die Linker-Region einen offensichtlichen Einfluss auf den
nukleationsverstidrkenden Effekt des G-Aktins zeigt, was sich auch bei den Vinculin-

Kopf-Konstrukten zeigte, ist dieser Bereich essentiell fiir den nukleations-

verstiarkenden Effekt des G-Aktins.

Einen geringeren nukleationsfordernden Effekt des Vinculin-Schwanzes wurde auch
unter nicht polymerisierenden Bedingungen beschrieben. Der Vinculin-Schwanz
(V*11%) polymerisiert G-Aktin zu F-Aktin und biindelt diese letztlich in F-Aktin-
Biindeln [Wen et al., 2009]. Eine solche F-Aktin-Biindelung konnte nur durch die

Konstrukte V311066

und den native Vinculin-Schwanz erzielt werden, nicht aber
durch die Domine 5 (Vt¥°'%) allein. Somit sind die Bereiche der Linker-Region

unabdingbar fiir die Wechselwirkung mit G-Aktin und deren Nukleation.

6.10 Aktinnukleation und Interaktion des Vinculin-Kopfes

Der nukleationsverstiarkende Effekt der Vinculin-Konstrukte wurde quantitativ durch
die Zunahme der Fluoreszenzintensitit bei unterschiedlichen Konzentrationen mit
einem Spektralfluorometer analysiert. Alle verwendeten Konstrukte zeigten einen

nukleationsverstirkenden Effekt des G-Aktins unter polymerisierenden Bedingungen.

Die Vinculin-Kopf-Konstrukte VA" Vh'®° und Vh'*" zeigten unterschiedliche
Aktivitdten. Diese Konstrukte unterscheiden sich nur durch die unterschiedlichen
Bereiche der Linker-Region. Diese Bereiche der Linker-Region umfassten die beiden
V8-Spaltstellen, die im Vinculin vorliegen. Die Linker-Region dieser Konstrukte hat
einen Einfluss auf den Polymerisationseffekt. Es besteht ein erhohter

Nukleationseffekt bei den Konstrukten mit Anteilen der Linker-Region.

Zudem konnte durch biochemische Methoden sowohl eine G-Aktin Interaktion mit
dem Vinculin-Kopf, als auch mit der Doméne 4 nachgewiesen werden. Aufgrund der

Vermutung, dass es sich bei dieser Interaktion um eine dritte F-Aktin-Bindestelle
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handeln konnte, liegt es nahe, die Vinculin-Kopf-Konstrukte durch Cosedimentation
auf diese Protein-Interaktion zu testen. Eine solche Protein-Wechselwirkung zwischen
F-Aktin und den Vinculin-Kopf-Konstrukten konnte aber nicht nachgewiesen werden,

so dass hier also eine Interaktion mit G-Aktin vorliegen musste.

Die Konstrukte der Domine 4 (D4"7"%%° D4"1980 ynd D4H7197) zeigen einen
nukleationsverstirkenden Effekt, der ebenfalls durch die Linker-Region beeinflusst
wird, wie es auch bei den Vinculin-Kopf-Konstrukten festgestellt wurde. Diese drei
Konstrukte wurden jeweils N-terminal mit einem His-Tag und einem GST-Tag
fusioniert. Einen G-Aktin nukleationsverstirkenden Effekt wurde in viskosimetrischen

Messungen bei den GST-Fusionskonstrukten jedoch nicht beobachtet.

Der nukleationsverstirkende Effekt wird bei den kleinen Konstrukten durch den
groflen N-terminalen GST-Tag offenbar unterdriickt. Wahrscheinlich kommt es durch
den gleichgroBBen GST-Tag zu einer Maskierung der Bindestelle zwischen G-Aktin
und den Vinculin-Konstrukten. Die Konstrukte D4’ D47"%% ynd D4™%%7 mit
einem fusionierten His-Tag und GST-Tag zeigten jeweils eine Protein-Protein
Wechselwirkung mit G-Aktin, wie durch Pulldown gezeigt werden konnte. Somit
besteht bei den N-terminal fusionierten GST-Konstrukten zwar eine Interaktion mit
G-Aktin, die sich jedoch nicht in Form einer Nukleationsverstirkung des G-Aktins
nachweisen ldsst. Diese G-Aktin Interaktion und das Zusammenspiel mit der
G-Aktinnukleation deutet auf mehrere Bindestellen zwischen G-Aktin und Vinculin
hin. Bei weiteren Konstrukten D417 D49719 743 ynd D478 pgoTAET ey
Doméne 4 wurde kein Nukleationseffekt beobachtet. Wird die Doméne 4 N-terminal
um eine oder zwei a-Helices verkiirzt, cosedimentieren die Konstrukte in Gegenwart
von G-Aktin in einem Pulldown. Wird stattdessen die Doméne 4 C-terminal um zwei

a-Helixes verkiirzt, kommt es zu keiner weiteren Interaktion mit G-Aktin.

Eine chemische Vernetzung zwischen G-Aktin und dem Vinculin-Kopf-Konstrukt
Vh'™®7 wurde nur in sehr geringen Mengen gebildet und konnte ausschlieBlich nur in
einem Immunblot analysiert werden. Die Cross-Link-Produkte wurden mit einer
Grofle von 135kDa, 170kDa und 240kDa detektiert. Das Cross-Link-Produkt mit der
GroBe von 190kDa wurde ebenfalls in der Vinculin-Kontrolle detektiert und wurde
wahrscheinlich durch eine zufillige Verkniipfung gebildet. Aufgrund des
Massenunterschieds von 40kDa des Cross-Link-Produktes von 135kDa liegt eine
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mogliche 1:1 (Vinculin-Kopf : G-Aktin) Bindung vor, da G-Aktin eine molare Masse
von 42kDa besitzt [Bremer & Aebi, 1992]. Bei dem zweiten Cross-Link-Produkt der
GroBe von 170kDa konnte ein weiteres G-Aktin mit dem Vinculin-Kopf interagieren

und einen 1:2 Komplex bilden.

Durch Plasmonenresonanz-Spektroskopie konnte die Interaktion zwischen den beiden
Proteinen Vinculin und G-Aktin in ,real time* verfolgt und charakterisiert werden.
Durch die Messungen wurden die Dissoziationskonstante K4 zwischen G-Aktin und
den Konstrukten bestimmt. Die Dissoziationskonstante wurde bei den rekombinanten
Vinculin-Kopf und Doméne 4 Konstrukten mit einer Kg zwischen 10®M und 10°M
bestimmt. In der Interaktion zwischen G-Aktin und Vinculin kann durch die relativ
hohe Affinitdt die Konformation des gedffneten Vinculins verstirkt werden und

G-Aktin als ein unterstiitzender Regulator bei der Vinculin-Aktivierung dienen.

6.11 G-Aktin Bindestelle im Vinculin

Der prolinreiche Bereich der Linker-Region hat einen offensichtlichen Einfluss auf
den nukleationsverstirkenden Effekt des G-Aktins. Eine Aktinnukleation wurde somit

nur noch bei Domine 4 festgestellt, wobei eine G-Aktin Interaktion mit Vinculin
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immer noch durch das Konstrukt D4%” gezeigt werden konnte.
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Abbildung 55: Sequenz der Linker-Region und der Doméne D4

In der Abbildung sind die Sequenzen der Domdne 4 (gelb) und Domdne 5 (rot) sowie der Linker-
Region, der prolinreiche Bereich (schwarz) und die V8-Spaltstellen dargestellt [Gimona et al., 1988].
Des Weiteren sind die oa-Helices mit einem griinen Strich unterhalb des Aminosdurencodes
gekennzeichnet [Bakulitsa et al., 2004]. Der Aminosdurenbereich, der noch zu einer G-Aktinnukleation
(hellrot) fiihrt, und der Bereich, der nur noch eine G-Aktin-Interaktion (dunkelblau) zeigt, werden unter
der Aminosdurensequenz dargestellt.
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In der Abbildung 55 sind die Bereiche der Doméne 4 und der Linker-Region, sowie
die Bereiche in der cine Aktinnukleation und eine Aktin-Interaktion stattfinden,
gekennzeichnet. Die Linker-Region enthilt zwei prolinreiche Bereiche (PR' 837-847,
PR’ 859-878), am Anfang und Ende der Linker-Region. Ein kleiner Abschnitt dieser
Linker-Region, PR', zeigt eine Homologie (DFPPPPPD) mit der Sequenz AS 841-848
von ActA. Diese Sequenz wurde in vierfacher Wiederholung in ActA nachgewiesen
[Domann et al., 1992]. ActA ist ein 90kDa bakterielles Oberflichenprotein aus
Listeria monocytogenes. Diese Bakterien besitzen die Féhigkeit zur Invasion von
Sdugerzellen und bewegen sich aktiv im Cytoplasma, indem sie die Aktin-
polymerisation der Zelle induzieren und fiir ihre Fortbewegung nutzen [Price et al.,
1989; Domann et al., 1992] und interagieren mit dem Protein VASP [Pistor et al.,
1995].

Durch eine Dimeriserung werden zwei G-Aktine in rdumliche Néhe gebracht,
wodurch diese eine Aktivierung erfahren und durch Anlagerung eines dritten
G-Aktins sich ein Trimer-Komplex (Nukleus) eines neuen barbed-ends bildet [Goode
& Eck, 2007]. Ein solcher trimerer G-Aktin-Komplex kann sich auch spontan durch
Tonen wie Mg®" oder K' bilden [Oosawa et al., 1972]. Eine solche Aktivierung des
G-Aktins wird auch durch Formin [Pring et al., 2003; Shimada et al., 2004; Xu et al.,
2004] und den Apr2/3-Komplex erzielt [Dayel et al., 2001; Marchand et al., 2001].

Die Nukleusbildung ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei Ablauf der
Aktinpolymerisation, da die Affinitdit zwischen den Aktinen sehr gering und
konzentrationsabhéngig ist. Folglich kommt es bei einer niedrigen Aktin
Konzentration zu einer Nukleusbildung und einer solchen Polymerisation [Pollard &

Cooper, 1986; Amman & Pollard, 200; Wegner, 1976].

Durch die Bindung von G-Aktin an den Vinculin-Kopf erfahrt dieses eine Aktivierung
und durch Stabilisierung kommt es zu einer weiteren Anlagerung von G-Aktinen und
schlieBlich zur Bildung eines Nukleus. Eine solche Nukleusbildung, mit einer
anschlieBenden Aktinpolymerisation erfolgt durch die Doméne 4 (AS 719-857). Die
Bindung eines G-Aktins wird nur durch den Bereich 774-857 erzielt, aber zeigte
keinen  verstirkenden  Nukleationseffekt. ~ Offenbar ist der zuséitzliche
Aminosdurebereich  719-774 wichtig, um ein Nukleus zubilden und die

Aktinpolymerisation zu beschleunigen. Die Bildung eines neuen Nukleus wird
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dahingehend stabilisiert, dass der spontan gebildete Dimere-Komplex aus zwei
G-Aktinen durch die Domine 4 (719-857) stabilisiert wird und nicht zerfillt. Folglich
wird die Anlagerung eines dritten G-Aktins begiinstigt und die Aktinnukleation wird
beschleunigt. Eine solche Stabilisierung eines Nukleus findet auch durch andere
Proteine wie z.B. Formin statt [Pring et al., 2003; Shimada et al., 2004; Xu et al.,
2004; Goode & Eck, 2007].

Da die Bildung des Aktindimers spontan verlduft, hat die Konzentration des

Nukleators nur einen geringfiigigen Einfluss auf die Nukleusbildung.

Das Modell eines solchen stabilisierenden Aktin-Dimers durch den Vinculin-Kopf

und eine Nukleation von G-Aktin, kann wie in der Abbildung 56, postuliert werden.

a b

Vinculin . " Vinculin .~
1
= ) [N
G-Aktin

G-Aktin

Abbildung 56: G-Aktin Nukleation des Vinculins

In der Abbildung ist schematisch die nukleationsfordernde Eigenschaft des Vinculins dargestellt. In der
Abbildung a) lagert sich zwei G-Aktine spontan zu einen Dimer zusammen und werden iiber den
Bereich (719-835) stabilisiert. Dann erfolgt die Anlagerung eines weiteren G-Aktins an das stabilisierte
Dimer unter Bildung eines Nukleus, wie in der Abbildung b) dargestellt.

Eine solche Nukleusbildung ist essential fiir die Aktinpolymerisation einer Zelle, da
Aktin zwar in vitro in einer hohen Konzentration vorliegt, wobei das G-Aktin

(monomer) in niedriger Konzentration vorliegt [Korn, 1982; Pollard & Cooper, 1986].

Solche beschleunigten Aktinpolymerisationsvorginge sind fiir die Zelle unerlésslich
fiir die Struktur, Bewegung, Wundheilung, Phagozytose und Endocytose [Watanabe,
2010; Carlier et al., 2003; Welch & Mullins, 2002].

Aktinpolymerisierende Proteine verhelfen nicht nur der Nukleation, sondern
bestimmen auch den Ort, eines sich bildenden Filamentes in der Zelle. Somit wird der
Ort der Aktinnukleation im Fall von Vinculin im Bereich der Fokaladhision

festgelegt.
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6.12  Schlussfolgerung

In dieser Arbeit zeigten die Modellkonstrukte des gedffneten Vinculins (D2-D5 und
D3-D5) eine F-Aktin-Biindelung, sowie einen Capping- und Nukleationseffekt, wobei
der Vinculin-Kopf nur einen Nukleationseffekt und eine G-Aktin-Bindung zeigte. Des
Weiteren wurde eine G-Aktin-Bindestelle im Vinculin-Kopf (D1-D4) nachgewiesen,
die schlieBlich im Bereich der Doméne 4 (719-875) lokalisiert wurde, wobei dieser
Bereich eine nukleationsfordernde Aktinpolymerisation zeigte. Die Geschwindigkeit
des Aktinnukleationseffektes wurde durch den Bereich der Linker-Region positiv
verstérkt, jedoch durch Interaktion des Vinculin-Schwanzes mit dem Vinculin-Kopf

erniedrigt.

Schlussfolgernd wurde durch diese Arbeit eine nicht bekannte G-Aktin Bindestelle,
im Bereich 719-875 des Vinculin-Kopfes nachgewiesen und das gedffnete Vinculin,

wurde als ein Aktin-nukleationsforderndes Protein identifiziert.
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7 Ausblick

Weiterfithrend kann die Wechselwirkung zwischen G-Aktin und Vinculin weiter
charakterisiert und eingegrenzt werden, indem die Bindestelle zwischen dem G-Aktin
und Vinculin einem engeren Aminosdurenbereich zugeordnet wird. Hierzu konnen die
Vinculin-Kopf-Konstrukte oder die Domédne 4 durch Punktmutationen dahingehend
verdndert werden, dass diese keine nukleationsfordernde Eigenschaft oder Interaktion

mit G-Aktin mehr eingehen.

Die Punktmutationen fiir eine Verdnderung miissten auf der letzten o-Helix der
Domine 4 und in der Linker-Region liegen. Hierzu sollten die exponierten
Aminosduren durch neutrale und ungeladene Aminosduren ausgetauscht werden. Des
Weiteren kann der prolinreiche Bereich durch neutrale Aminosduren ausgetauscht
werden. Dabei wird die Wechselwirkung indirekt gezeigt, da durch die Mutationen
eine  Protein-Protein-Wechselwirkung  unterbunden wird. Um  strukturelle
Verianderungen, die durch die Mutationen induziert wurden, zu identifizieren, miissen
diese stets die sekundéren Strukturen dieser Mutanten mit dem Wildtyp-Konstrukt
gepriift werden, um eine Aussage iiber die Protein-Protein-Wechselwirkung zu

erhalten.

Die N-terminal fusionierten GST-Vinculin-Konstrukte konnen durch eine limitierte
Protolyse abgespalten werden, um den Einfluss auf die Nukleation und Interaktion mit

G-Aktin zu analysieren.

Durch die Plasmonenresonanz-Spektroskopie kann die Bindung zwischen Vinculin
und G-Aktin nachgewiesen werden. Um die Bindungsanzahl (Komplex-Typ)
zwischen G-Aktin und Vinculin zu bestimmen, dient das Vinculin als Substrat und
G-Aktin als Ligand. Durch die Anlagerung des Liganden an Vinculin kann die Anzahl

der Bindungen mit G-Aktin nachgewiesen werden.
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9 Anhang
9.1 Allgemeine Abkiirzungen
% Prozent
%0 Promill
° Grad
°C Temperatur
A Ampere
ABP Aktin Bindende Proteine
Amp Ampicillin
AP Alkalische Phosphatase
APS Ammoniumperoxidisulfat
AS Aminoséiure
ATP / ADP Adenosintriphosphat / Adenosindiphosphat
BCIP 5-Brom-4-Chloro-3-Indoylphosphat-p-Toluidindsatz
BSA engl.: bovine serum albumine
CD engl.: circular dichroism
cDNA engl.: complementary DNA
Cm Chloramphenicol
cm Zentimeter
cm’ Kubikzentimeter
Da Dalton
DEAE Diethylaminoethyl
DEPC Diethylpyrocarbonate
DMEM engl.: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleinsédure
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate
EDC 1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid
EDTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N’-tetraessigsadure
EtOH Ethanol
F-Aktin Aktinfilament
FA Fokale Adhédsion
FAK engl.: focal adhesion kinase
FPLC engl.: fast protein liquid chromatography
g Gramm
G-Aktin monomeres Aktin
GST Glutathion-S-transferase
h Stunde
HMW engl.: high molekular weight
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kan Kanamycin
Ky Dissoziationskonstante
kDa Kilo-Dalton
L Liter
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LMP
LMW

MALDI
mg

min

ml

MP
MPW
mRNA
ng

NHS
Ni-NTA
Ni-TED
nm
NTP
OD

PAGE
PBS
PCR

Py

PIP,
PKC
PMSF
Pyren
RNA
rpm

RT
RT-PCR
RU

SDS
SDS-PAGE
sec

TBS
TEMED
Tet

Tris
tRNA
TTBS
TTBS

U

U

uv

v

\Y%

v/v

engl.: low melting point

engl.: low molecular weight
Stoffmengenkonzentration (Molaritét)
engl.: Matrix Assisted Laser Desorption lonization
Milligramm

Minute

Milliliter

Milchpulver

Millipor Wasser

engl.: messenger RNA

Nanogram
N-Hydroxysuccinimidester
Nickel-Nitrilotriessigsdure
Nickel-Tris(carboxymethyl)ethylen-diamin
Nanometer

Nukleosidtirphosphat

Optische Dichte

Pellet

Polyacrylamid Gel Elektrophorese
engl.: phophate buffer solution

engl.: polymerase chain reaction
Isoelektrischer Punkt
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat
Proteinekinase-C
Phenylmethanesulfonylfluorid
N-(1-pyrenyl)iodoacetamid
Ribonukleinsdure

engl.: rounds per minute
Raumtemperatur

engl.: reverse transcription-polymerase chain reaction
engl.: resonance units

engl.: sodium dodecyl sulphate

engl.: sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
Sekunde

engl.: tris buffer solution
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
Tetracyclin
Tris(hydroxylmethyl)aminomethan
transfer-RNA

Twin

engl.: twin tris buffer solution

Unit

Uberstand

Ultraviolet

Volumen

Volt

Volumen/Volumen Verhéltnis
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VASP
VBS
w/v
w/W
Xg
B-ME

engl.: vasodilator-stimulated phosphoprotein
engl.: vinculin binding site
Gewicht/Volumen Verhiltnis
Gewicht/Gewicht Verhéltnis
Erdbeschleunigung

3-Mercaptoethanol

Abkiirzungen fiir diverse Vinculin-Konstrukte:

Vh
Vit

Vh,

Vt,

nPVh
rPVh
nPVt
PVt
nPV

rPV

Besteht aus den Dominen D1-D4

Besteht nur aus der Doméne D5

Spaltprodukt der V8-Protesase, diese besteht aus den Dominen D1-

D4, sowie aus dem Bereich der Linker-Region.

Spaltprodukt der V8-Protesase, diese besteht aus den Dominen DS,

sowie aus dem Bereich der Linker-Region.
Nativer Vinculin-Kopf aus Pute
Rekombinanter Vinculin-Kopf aus Pute
Nativer Vinculin-Schwanz aus Pute
Rekombinanter Vinculin-Schwanz aus Pute
Natives Vinculin aus Pute

Rekombinantes Vinculin aus Pute
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9.2

Vergleich der Vinculinsequenz zwischen Huhn und Pute

9.2.1 Vergleich der Aminosaure Sequenz

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

MPVFHTRTIE SILEPVAQQI SHLVIMHEEG EVDGKAIPDL

TAPVSAVQAA

VSNLVRVGKE
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9.2.2 Vergleich der DNA-Sequenz

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

ATGCCCGTCT TCCACACGCG CACCATCGAG AGCATCTTGG

GTAGCAAATA

CTAGGCCAGT

TAAAGCTGCT

GTCCATTTGG

AGCCCGTGGC

AGGGCAAGAT

TCAGCAGATC

TGAGCAAGCC
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1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

CAGAGGTGGA
..ALLAL L.
GGTTTGGTTG
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3001 GTGAAAGCTA CCATGCTGGG CAGGACTAAC ATCAGCGATG AAGAATCAGA ACAGGCAACT

9.2.3 Sequenz mit gekenzeichneten Dominen

1 ATGCCCGTCTTCCAC_

1 P V F H T R T I S I L E P V A Q Q I
61
22 S H L V I M HEZETGTETUVUDGTZ KA ATIUZ®PTUDL
121
41 T A P V S A V Q A AV S N L V R V G K E
181
61 T V Q T T E D Q I L K R A M P P A F I K
241
81 V E N A C T K L V R A A Q M L Q A D P Y
301
101 S v P A R D Y L I DG S R G I L S G T S

=

161 GACTTGCTTCTGACATTTGATGAAGCAGAGGTCCOTARRATCATCCGTGTCTGCARAGGH
127 bp L L L T F D E A E V R K I I R V C K G
421 CTATTGGAATATCTCACTOTGECACAAGTAGTCEAGACTATCGACGATTTGGTGACATAT

141 L L E Y L T V A E V V ETME D L V T Y
481
161 T K N L G P G M T KM AIZ KMTITUDTETR Q Q
541
181 E L T H Q E H R VM L V N S MNT V K E
601
200 L L PV L I S AMZEKTITFVTTIEKNT K S
661
221 G I EEALI KNU RNTEFTVEZ KMS A E
721 _TGGGATGAAGATGCCTGGGCCAGC
241 N E I I RV L Q L T S WD EDA AW A S
781 AAGGACACTGAAGCCATGAAAAGAGCTTTAGCCCTAATAGATTCAAAGATGAACCAGGCG
261 K D T E A MI KU RATULA ATLTITUD S KMN Q A
841 AAAGGCTGGCTGAGAGATCCAAACGCACCTCCAGGGGATGCTGGTGAGCAAGCAATAAGA
2Z. K G W L RD PN AUPUPGUDA AGEQATIR
901 CAGATCCTTGATGAAGCTGGAAAAGCAGGAGAATTGTGCGCAGGCAAAGAACGCAGGGAG
301 I LD EAGTZ KA AGETLTCA AGT KTETRTR RE
961 ATTCTGGGAACGTGCAAAACTTTGGGCCAAATGACTGATCAACTTGCTGATCTCCGAGCT
322 T L 6 T C KT L G QM TD QL ADTULRA
1021 AGAGGACAGGGTGCTACACCAATGGCGATGCAGAAGGCACAGCAGGTGTCACAAGGTCTG

H

10



Anhang 145

341 R 6 Q9 G AT P M AMOQUEKA AQQV S Q G L
1081 GATTTGCTCACTGCAAAGGTGGAGAATGCAGCCCGGAAATTGGAGGCCATGACAAACTCT
31 D L L T A KV ENA AA ARIUEKTULEA AMT N S
1141 AAGCAGGCTATTGCAAAGAAGATTGATGCTGCTCAGAACTGGCTTGCGGATCCCAATGGC
331 K 9 A I A K K I DAAQNUWTULA ADPNG
1201 GGAAGTGAAGGAGAAGAACACATTCGAGGAATTATGTCTGAAGCAAGGAAAGTTGCAGAG
401 6 S E G E E H I R G I M S E A R K V A E
1261 TTGTGTGAGGAGCCTAAAGAAAGAGATGATATCCTTCGCTCCTTGGGGGAGATCCCTGCT
421 L. ¢ E E P K E R D D I L R S L G E I P A
1321 CTGACAGCTAAGCTGTCAGATCTGCGGCGACATGGGAAAGGCGACTCTCCCGAGGCCCGT
441 L T A K L S D L R R H G K G D S P E A R
1381 GCATTGGCCAAGCAAATAGCTACATCACTTCAGAATTTACAATCCAAAACTAACAGAGCT
461 A L A K Q I A T S L Q N L Q S K T N R A
1441 GTAGCAAATACTAGGCCAGTTAAAGCAGCTGTCCATEICCACCECCARCATTCACCACECT
481 VvV A N T R P V K A A V H L E G K I E Q A
1501
501 ¢ R W I D N P TV DDUZ RGV VG QA ATIR
1561
521, 6 L V A E G R R L A NV MM G P Y R Q D
1621
51 L L A K C D RV D QL A A QL A DL A A
1681
51 R G E G E S P Q A RA I A A QUL Q D S L
1741
51 K D L K A RM QEA AMT Q E V S D I F S
1801
601 D T T T P I K L L A V A A T A P S D T P
1861
621l N R E E V F E E R A A N F E N H A A R L
1921
641 6 A T A E K A A AV G TANZ KTTV E G
1981
661 I Q A T V K S A R E L T P Q V V S A A R
2041
681 I L L R N P G N Q A A Y E H F E T M K N
2101 CAATGGATTGATAATGTAGAAAAGATGACAGGGCTAGTGGATGAAGCCATTGATACCAAG
701 Q W I D N V E KM T G L V D E A I D

2161 TCTCTGTTGGATGCATCAGAAGAGGCTATTAAGAAAGATCTTGATAAATGTAAAGTTGCA
721

2221 ATGGCCAATATGCAACCTCAGATGCTGGTAGCTGGAGCCACCAGCATTGCTAGGCGAGCA
741

2281 AACCGCATCCTGCTCGTGGCAAAACGGGAGGTTGAAAATTCAGAAGACCCGAAATTCCGG
761

2341 GAGGCTGTTAAAGCAGCTTCTGATGAGCTAAGCAAAACTATATCACCAATGGTAATGGAT
781

2401 GCTAAAGCTGTAGCTGGAAATATCTCTGATCCTGGTTTGCAGAAGAGTTTCTTGGATTCT
801
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2461 GGGTACAGGATTCTGGGAGCTGTGGCCAAAGTCAGAGAAGCCTTCCAGCCTCAGGAACCA
821 Q P Q E P

2521 GATTTTCCCCCTCCTCCTCCTGACCTTGAGCATCTTCATCTGACTGATGAGCTTGCTCCT
841 D F p P P P P D L E H L H L T D E L A P

2581 CCAAAACCACCACTTCCAGAAGGTGAGGTTCCCCCACCCAGACCACCGCCCCCTGAAGAA
861 P K P P L P E G E V P P P R P P P P E FE

2641 AAGGATGAAGAGTTCCCAGAACAGAAAGCAGGAGAAGCTATTAATEHGECTNTCHTCATE
881 K D E E F P E 0 K A G E A I N Q P M M M

2701
901 A A R Q L H D E A R KW S S K G N D I I
2761
921 A A A K R M A L L M AEMS ST RTULTVTRG G
2821
941 8 G N K R A L I Q9 C A K D I A K A S D E
2881
91 V. T R L A K E V A K Q C T D K R I R T N
2941
981 L L Q@ V C E R I P T I S T Q L K I L S T
3001

100, v K A TM L G R T NI S D EE S E Q A T
3061 GAGATGTTGETTCATAATGCCCAGAACCTCATGCACTCTGTGAACGARACTGTCAGAGRA
1027 E M L V H N A Q N L M Q S V K E T V R E
3121 GCTGAAGCAGCATCCATTAAGATAAGAACAGATGCTGGATTCACTCTGCECTGEGTCAGA
1041 A E A A S I K I R T D A G F T L R W V R

SRR T

1061 K T P W Y Q *
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9.3
9.3.1

Klonierungsschema von Tags

Klonierungsschema des gesamten Vinculins

Nhel BanHI Xhol Sacl
: !
) . T ‘11! T |‘
— s D2 D3 D4 & g DS
VHKS-F ——» = #—— VHKS-R
a. VHKM-F—— HK-M - VHKM-R
VHK3-F _,_.H.K.'.:}.,Q_VHKS—R
) Xhol Sacl
pGEM-TEasy - 1
3 D5
b' BanHi Xpol  sadi
M-TEas i = 3 t
pGE Y 53 I D3 D4 — .
BanH Xhol Sacl
- ' H ;
MTEas i T :
pGE y ~D2 D3 D4 D5~
C Nhel T BanHl Sacl
pET100 sy = +
His-Tag D1 D2
Nhel BarHI Xhel Sacl
1 - i
%ﬁ% o 53 D4 —= D5

Abbildung 57: Kolonierungsstrategie des gesamt Vinculins
a) Amplifikation der jeweiligen Fragmente HK-5, HK-M und HK-3 und in den Vektor pGEM"T easy
zwischen ligiert. Das Fragment HK-5 wurde iiber die Schnittstellen Nhel/Sacl in den Vektor pETI100
ligiert, nicht abgebildet b) Das HK-3 Fragment wurde iiber die Schnittstellen Xhol/Sacl in Vektor
pGEM®T/HK-M ligiert. ¢) Das Fragment HK-M3 wurde nun iiber die Schnittstellen BamHI/Sacl in den

Vektor pET100/HK-

9.3.2

5 ligiert.

gw,r_;up&x«m
0 Tao

GSTogyF ——d---%—— GST,, R

NdeINhef

Sz?cl

Hrs E7) D4

Ndel Nhel

VvEY  ved

Salcl

==z

Abbildung 58: Schematische Darstellung der GST-Tag-Klonierung

D4
vél v

Klonierungsschema des N-terminalen GST-Tags

Diese schematische Darstellung stellt die einzelnen Schritte der GST-Tag-Klonierung dar. Hierzu
wurde der GST-Tag durch das Primerpaar GST-F und GST-R amplifiziert und als Tamplet diente der

PGEX-4T2 Vektor. Das Amplifikat wurde iiber die Restriktionsendonukleasen Ndel/Nhel in den
PETI100-Vektor ligiert.
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9.3.3 Klonierungsschema des N-terminalen GFP-Tags

Nhel BamHI Xhol Sacl
: I 1 - L1 1 1 ll 1 |‘
... D1 D2 D3 D4 s~ YR
S v_s‘g_wa
GFP-F—» e PK_GFP e <+— VP_3201-R
TTsell. Ndel  Sacl -
pEGFPCﬂ:*L = I |
BspEIIISpeI BanHI Xhol Sacl
[?‘ T T = I =T Tt T i
3 D1 D2 D3 D4 g D5
il v

Abbildung 59: Schematische Darstellung der GFP-Klonierung

Diese schematische Darstellung stellt die einzelnen Schritte der GFP-Klonierung dar. Hierzu wurde
das Vinculin durch das Primerpaar GFP-F und VP 3201-R amplifiziert, als Tamplete diente der
PpET100/VP. Durch den Primer GFP-F wurden zwei Restriktionsschnittstellen BspEI und Spel am 5 -
Ende der DNA eingefiigt. Das Amplifikat wurde iiber die Restriktionsendonukleasen BspEl/Sacl in den
PEGFP-CI-Vektor ligiert. Durch das Einfiigen einer Spel-Restriktionsschnittstelle, welches ein
Isoschizomer zu Nhel ist, kann eine Ligation iiber Nhel/Sacl erfolgen.

9.4 Nukleotid- und Aminosauresequenz von Vinculin

Die verwendeten Nukleotid und Aminosiuresequenzen wurden aus der Gendatenbank

PubMED bezogen.

9.4.1 cDNA Huhn (Gallus g. d.) nach Genbank Nr.: NM_205441

1 ATGCCCGTCTTCCACACGCGCACCATCGAGAGCATCTTGGAGCCCGTGGCTCAGCAGATC
M p V F H T R T I E S I L E P V A O QO I
61 TCCCACCTGGTCATCATGCACGAGGAGGGGGAGGTAGACGGCAAGGCCATCCCGGACCTC
s H L v I M H E E G E VvV D GG K A I P D L
121 ACCGCCCCCGTGTCGGCCGTGCAGGCCGCTGTCAGCAACCTGGTGCGGGTTGGAAAAGAA
T A P V S A V Q A A V S N L V R V G K E
181 ACTGTGCAGACAACAGAAGACCAGATCTTGAAAAGGGATATGCCACCAGCATTCATCAAA
T vo T T E D ¢ I L K R D M P P A F I K
241 GTAGAGAATGCCTGCACCAAGCTCGTTCGAGCAGCCCAGATGCTGCAAGCAGATCCTTAT
vV E N A C T K L V R A A O M L QO A D P Y
301 TCAGTACCAGCTCGTGACTACCTAATTGATGGATCAAGAGGCATCCTTTCTGGAACATCA
s v p A R DY L I D G S R G I L s G T S
361 GACTTGCTTCTGACATTTGATGAAGCAGAGGTCCGTAAAATCATCCGTGTCTGCAAAGGA
p . L L. T ¥ D E A E V R K I I R V C K G
421 ATATTGGAATATCTGACTGTGGCAGAAGTAGTAGAGACTATGGAGGATTTGGTGACATAT
I L. £ Yy L T V A E V V E T M E D L V T Y
481 ACAAAGAATCTAGGGCCAGGAATGACAAAGATGGCAAAAATGATCGATGAGAGACAACAG
T K N L 6 P G M T K M A K M I D E R Q O
541 GAATTAACTCATCAGGAACATAGGGTTATGCTGGTGAACTCCATGAATACTGTGAAGGAG
E L T H Q E H R V M L V N S M N T V K E
601 CTATTGCCTGTACTTATTTCAGCTATGAAGATCTTTGTAACCACAAAAAACACTAAAAGC
L ..p VL I S A M K I F V T T K N T K S
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661 CAGGGAATAGAAGAGGCCTTGAAAAATCGCAATTTCACAGTAGAGAAAATGAGTGCTGAG
6 I E E A L K N RN F T V E K M S A E
721 ATAAATGAAATAATCCGTGTATTACAACTCACTTCCTGGGATGAAGATGCCTGGGCCAGC
I N E I I R V L Q L T S W D E D A W A S
781 AAGGACACTGAAGCCATGAAAAGAGCTTTAGCCCTAATAGATTCAAAGATGAACCAGGCA
K b T EAM K R AL AL I DS K M N O A
841 AAAGGCTGGCTGAGAGATCCAAACGCACCTCCAGGGGATGCTGGTGAGCAAGCAATAAGG
K 6 w L R D P N A P P G D A G E Q A I R
901 CAGATCCTTGATGAAGCTGGAAAAGCAGGAGAATTGTGTGCAGGCAAAGAACGCAGGGAG
¢ I L. D E A G K A G E L C A G K E R R E
961 ATTCTGGGAACATGCAAAACTTTGGGCCAAATGACTGATCAACTTGCTGATCTCCGAGCT
I L. & T ¢ K T L G oo M T D O L A D L R A
1021 AGAGGACAGGGTGCTACACCGATGGCAATGCAGAAGGCACAGCAGGTGTCACAAGGCCTG
R G 0 G A T P M AMQ K A Q O V S Q G L
1081 GATTTGCTCACTGCAAAAGTGGAGAATGCAGCCCGGAAATTGGAGGCCATGACAAACTCT
b L. L T A KV E N A AR K L E A M T N S
1141 AAGCAGGCTATTGCAAAGAAGATTGATGCTGCTCAGAACTGGCTTGCGGATCCCAACGGC
K ¢ A I A K K I DA A Q N W L A D P N G
1201 GGAAGTGAAGGAGAAGAACACATTCGAGGAATTATGTCTGAAGCAAGGAAAGTTGCAGAA
G S E G E E H I R G I M S E A R K V A E
1261 TTGTGTGAGGAGCCTAAAGAAAGAGATGATATCCTTCGCTCCTTGGGGGAAATCTCTGCT
L ¢ E E P K E R D D I L R S L G E I S A
1321 CTGACAGCTAAGCTGTCAGATCTGCGACGACATGGGAAAGGCGACTCTCCTGAGGCCCGT
L T A K L s D L R R H G K G D S P E A R
1381 GCATTGGCCAAGCAAATAGCTACATCACTTCAGAACTTACAGTCCAAAACAAACAGAGCT
AL A K ©QQ I A T s L Q9 N L © S K T N R A
1441 GTAGCAAATACTAGGCCAGTTAAAGCTGCTGTCCATTTGGAGGGCAAGATTGAGCAAGCC
v A N T R P V K A A V H L E G K I E Q A
1501 CAGAGGTGGATAGATAATCCTACAGTTGATGATCGGGGAGTAGGCCAGGCAGCAATTCGG
R W I D N P T V D D R G V G Q A A I R
1561 GGTTTGGTTGCAGAAGGTCGTCGTCTAGCCAATGTCATGATGGGACCTTATCGTCAGGAC
G L VvV A E G RURUL ANV MM G P Y R Q D
1621 CTGCTTGCCAAATGTGACCGTGTAGACCAGCTGGCTGCTCAGCTTGCTGACCTTGCAGCA
L L. A K CDI RV D QL A A Q L A D L A A
1681 AGAGGGGAAGGAGAGTCTCCTCAGGCTAGGGCAATTGCTGCTCAGCTTCAGGACTCCCTG
R G E G E S P 0 A RA I A A QQ L O D s L
1741 AAGGATCTCAAAGCACGGATGCAAGAAGCAATGACCCAGGAGGTGTCTGATGTTTTTAGT
K b L K A RMOQOQEAMTQ E V s D V F S
1801 GACACTACAACTCCTATTAAGTTGTTAGCAGTAGCAGCCACTGCTCCTTCTGATACTCCC
p T T T P I K L L.A V A A T A P S D T P
1861 AATAGAGAAGAGGTGTTTGAAGAAAGAGCAGCAAATTTTGAAAACCATGCTGCTAGACTG
N R E E V F E E R A A N F E N H A A R L
1921 GGAGCAACAGCAGAAAAAGCAGCTGCAGTTGGAACTGCTAATAAAACTACTGTGGAAGGC
G A T A E K A A AV G T A N K T T V E G
1981 ATTCAGGCAACAGTCAAATCTGCAAGGGAGCTTACACCACAGGTAGTATCGGCTGCTCGA
I o ATV K S A R E L T P Q V V S A A R
2041 ATCCTCCTGAGAAATCCTGGAAATCAAGCTGCTTATGAGCATTTTGAGACAATGAAAAAC



Anhang 150

I L. L. R N P G N Q A A Y E H F E T M K N
2101 CAATGGATTGATAATGTAGAAAAGATGACAGGGCTGGTGGATGAGGCCATCGATACCAAG
 w I D N V E K M T G L V D E A I D T K
2161 TCTCTGTTGGATGCATCAGAAGAGGCTATTAAGAAGGATCTTGATAAATGTAAAGTTGCA
s L. L b A S E E A I K K DL D K C K V A
2221 ATGGCCAATATGCAACCTCAGATGCTGGTAGCTGGAGCCACCAGCATTGCTAGACGAGCG
M A NM QP O M L V A G A T S I A R R A
2281 AACCGCATCCTGCTTGTGGCAAAACGGGAGGTTGAAAATTCAGAAGACCCTAAATTCAGG
N R I L L Vvk.A K R E V E N S E D P K F R
2341 GAGGCTGTTAAAGCAGCTTCTGATGAGCTGAGCAAAACCATATCACCGATGGTAATGGAT
E AV K A A S DEE L S K T I s P M V M D
2401 GCTAAAGCTGTAGCAGGAAATATCTCTGATCCTGGTTTGCAGAAGAGTTTCTTGGATTCT
A K AV A G N I S D P G L O K sS F L D S
2461 GGATACAGGATTCTGGGAGCTGTGGCCAAAGTCAGAGAAGCCTTTCAGCCTCAGGAGCCA
G ¥ R I L. G AV A KV R E A F Q P Q E P
2521 GACTTTCCCCCTCCTCCTCCTGACCTCGAGCATCTCCATCTGACTGATGAGCTTGCTCCT
b ¥ P P P P P D L E H L H L T D E L A P
2581 CCAAAACCACCACTTCCAGAAGGTGAGGTTCCCCCACCCAGACCACCACCCCCTGAAGAA
P K p P L P E G E V P P P R P P P P E E
2641 AAAGATGAGGAGTTCCCAGAGCAGAAAGCAGGAGAAGCTATTAATCAGCCCATGATGATG
K D E E F P E O K A G E A I N Q P M M M
2701 GCTGCTAGGCAGTTGCATGACGAGGCTCGGAAATGGTCTAGCAAGGGTAACGACATCATT
A A R Q L H D E A R K W S S K G N D I I
2761 GCTGCTGCTAAACGAATGGCGCTGCTCATGGCTGAGATGTCACGCCTGGTGCGAGGAGGC
A A A K R M AL L M A EM S R L V R G G
2821 AGCGGAAACAAGCGTGCCCTCATCCAGTGTGCAAAAGATATTGCTAAGGCATCGGATGAA
S G N K R A L I Q0 C A K D I A K A S D E
2881 GTCACTCGATTGGCCAAAGAGGTGGCCAAGCAATGTACTGATAAACGCATTAGAACAAAC
v T R L A K E V A K ¢ ¢ T D K R I R T N
2941 CTCTTACAGGTCTGTGAGCGAATCCCAACCATCAGCACGCAGCTCAAAATTCTTTCCACA
L Lo v ¢C E R I P T I S T @ L K I L s T
3001 GTGAAAGCTACCATGCTGGGCAGGACTAACATCAGCGATGAAGAATCAGAACAGGCAACT
v K AT M L G R T N I S D E E S E O A T
3061 GAGATGTTGGTTCATAACGCCCAGAACCTCATGCAGTCTGTGAAGGAAACTGTGAGAGAA
E M L V HNAOQNTLMOQ S V K E T V R E
3121 GCTGAAGCAGCATCCATTAAGATAAGAACAGATGCCGGATTCACTCTGCGCTGGGTCAGA
A E A A s I K I R T D A G F T L R W V R
3181 AAGACCCCATGGTATCAGTAA
K T P W Y Q *

9.4.2 cDNA Pute (Meleagris g. d.) nach Genbank Nr.: GQ327928

1 ATGCCCGTCTTCCACACGCGCACCATCGAGAGCATCTTGGAGCCCGTGGCCCAGCAGATC
M P V F H T R T I E S I L E P V A Q O I

61 TCCCACCTGGTCATCATGCATGAGGAGGGGGAGGTGGACGGCAAGGCCATCCCGGACCTC
s H L v I M H E E G E VvV D G K A I P D L

121 ACCGCCCCTGTGTCGGCTGTGCAGGCCGCTGTCAGCAACCTGGTGCGGGTTGGGAAAGAG
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T A P V S A V Q0 A AV S N L V R V G K E
181 ACTGTGCAGACAACAGAAGACCAGATCTTGAAAAGGGCTATGCCACCAGCGTTCATCAAA
T vo T T E D ¢ I L K R A M P P A F I K
241 GTAGAGAATGCCTGCACCAAGCTCGTTCGAGCAGCCCAGATGCTGCAGGCAGATCCTTAT
vV E N A C T K L V R A A O M L Q A D P Y
301 TCTGTACCAGCTCGTGACTACCTTATTGATGGATCAAGAGGCATCCTTTCTGGAACATCA
s v p A R DY L I D G S R G I L S G T S
361 GACTTGCTTCTGACATTTGATGAAGCAGAGGTCCGTAAAATCATCCGTGTCTGCAAAGGA
p . L L T ¥ D E A E V R K I I R V C K G
421 CTATTGGAATATCTGACTGTGGCAGAAGTAGTGGAGACTATGGAGGATTTGGTGACATAT
L L £ Y L T VvV A E V VvV E T M E D L V T Y
481 ACAAAGAATCTAGGGCCAGGAATGACAAAGATGGCAAAAATGATTGATGAGAGACAACAG
T K N L G P G M T K M A K M I D E R Q O
541 GAATTAACTCATCAGGAACATAGGGTTATGCTGGTGAACTCCATGAATACTGTGAAGGAG
E L T H Q E H R V M L V N S M N T V K E
601 CTATTGCCTGTACTTATTTCAGCTATGAAGATCTTTGTAACCACAAAAAACACTAAAAGC
L .. p VL I S A M K I F V T T K N T K S
661 CAGGGAATAGAAGAGGCCTTGAAAAATCGCAATTTCACAGTAGAGAAAATGAGTGCTGAG
6 I E E A L K N RN F T V E K M S A E
721 ATAAATGAAATAATTCGTGTATTACAACTCACTTCCTGGGATGAAGATGCCTGGGCCAGC
I N E I I R V L 9 L T S W D E D A W A S
781 AAGGACACTGAAGCCATGAAAAGAGCTTTAGCCCTAATAGATTCAAAGATGAACCAGGCG
K b T E A M KR AL AL I DS K M N O A
841 AAAGGCTGGCTGAGAGATCCAAACGCACCTCCAGGGGATGCTGGTGAGCAAGCAATAAGA
K 6 w L R D P N A P P G D A G E QO A I R
901 CAGATCCTTGATGAAGCTGGAAAAGCAGGAGAATTGTGCGCAGGCAAAGAACGCAGGGAG
g I L. b E A G K A G E L C A G K E R R E
961 ATTCTGGGAACGTGCAAAACTTTGGGCCAAATGACTGATCAACTTGCTGATCTCCGAGCT
I L. & T ¢ K T L G oo M T D O L A D L R A
1021 AGAGGACAGGGTGCTACACCAATGGCGATGCAGAAGGCACAGCAGGTGTCACAAGGTCTG
R 6 0o G A T P M A M OQ K A Q Q V S O G L
1081 GATTTGCTCACTGCAAAGGTGGAGAATGCAGCCCGGAAATTGGAGGCCATGACAAACTCT
b L L T A KV E N A AR K L E A M T N S
1141 AAGCAGGCTATTGCAAAGAAGATTGATGCTGCTCAGAACTGGCTTGCGGATCCCAATGGC
K ¢ A I A K K I DA A Q N W L A D P N G
1201 GGAAGTGAAGGAGAAGAACACATTCGAGGAATTATGTCTGAAGCAAGGAAAGTTGCAGAG
G S B G E E H I R G I M S E A R K V A E
1261 TTGTGTGAGGAGCCTAAAGAAAGAGATGATATCCTTCGCTCCTTGGGGGAGATCCCTGCT
L ¢ E E P K E R D D I L R S L G E I P A
1321 CTGACAGCTAAGCTGTCAGATCTGCGGCGACATGGGAAAGGCGACTCTCCCGAGGCCCGT
L T A K L s DL R R H G K G D S P E A R
1381 GCATTGGCCAAGCAAATAGCTACATCACTTCAGAATTTACAATCCAAAACTAACAGAGCT
AL A K ©QQ I A T s L Q9 N L © S K T N R A
1441 GTAGCAAATACTAGGCCAGTTAAAGCAGCTGTCCATTTGGAGGGCAAGATTGAGCAGGCT
v A N T R P V K A A V H L E G K I E Q A
1501 CAAAGATGGATAGATAATCCTACAGTTGACGATCGAGGAGTAGGCCAGGCAGCAATTCGG
R W I D N P T V D DR G V G Q A A I R
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1561 GGTTTGGTTGCAGAAGGTCGTCGTTTAGCCAATGTCATGATGGGACCTTATCGTCAGGAC
G L Vv A E G RURILANV MM G P Y R Q D
1621 CTGCTTGCCAAATGTGACCGTGTAGACCAGCTGGCTGCGCAGCTTGCTGACCTTGCAGCA
L L. A K CDI RV D QL A A Q L A D L A A
1681 AGAGGAGAGGGAGAGTCTCCTCAGGCTAGGGCAATTGCTGCTCAGCTTCAGGACTCCCTG
R G E G E S P 0 A RA I A A QQ L O D s L
1741 AAGGATCTCAAAGCACGGATGCAAGAAGCAATGACCCAGGAGGTGTCTGATATTTTTAGT
K b L K A R MO EAMTQ E V s D I F S
1801 GACACTACAACTCCTATTAAGTTGTTAGCAGTAGCAGCCACTGCCCCTTCTGATACTCCC
p T T T P I K L L.A V A A T A P S D T P
1861 AATAGAGAAGAGGTGTTTGAAGAAAGAGCAGCGAATTTTGAAAACCATGCTGCTAGACTG
N R E E V F E E R A A N F E N H A A R L
1921 GGAGCAACAGCAGAAAAAGCAGCTGCAGTTGGAACTGCTAATAAAACTACTGTGGAAGGC
G A T A E K A A AV G T A N K T T V E G
1981 ATTCAGGCAACAGTGAAATCAGCAAGGGAGCTTACCCCACAGGTAGTATCAGCAGCTCGA
I o AT V K S A R E L T P Q V V S A A R
2041 ATTCTCCTGAGAAATCCTGGAAATCAAGCTGCTTATGAGCATTTTGAGACAATGAAAAAC
I L. L. R N P G N Q A A Y E H F E T M K N
2101 CAATGGATTGATAATGTAGAAAAGATGACAGGGCTAGTGGATGAAGCCATTGATACCAAG
 w I D N V E K M T G L V D E A I D T K
2161 TCTCTGTTGGATGCATCAGAAGAGGCTATTAAGAAAGATCTTGATAAATGTAAAGTTGCA
s L. L b A S E E A I K K DL D K C K V A
2221 ATGGCCAATATGCAACCTCAGATGCTGGTAGCTGGAGCCACCAGCATTGCTAGGCGAGCA
M A NM QP O M L V A G A T S I A R R A
2281 AACCGCATCCTGCTCGTGGCAAAACGGGAGGTTGAAAATTCAGAAGACCCGAAATTCCGG
N R I L L. V... K R E V E N S E D P K F R
2341 GAGGCTGTTAAAGCAGCTTCTGATGAGCTAAGCAAAACTATATCACCAATGGTAATGGAT
E AV K A A S D EE L S K T I s P M V M D
2401 GCTAAAGCTGTAGCTGGAAATATCTCTGATCCTGGTTTGCAGAAGAGTTTCTTGGATTCT
A K AV A G N I S D P G L O K S F L D S
2461 GGGTACAGGATTCTGGGAGCTGTGGCCAAAGTCAGAGAAGCCTTCCAGCCTCAGGAACCA
G ¥ R I L. G A V A K V R E A F QO P QO E P
2521 GATTTTCCCCCTCCTCCTCCTGACCTTGAGCATCTTCATCTGACTGATGAGCTTGCTCCT
b ¥ P P P P P DL E H L H L T D E L A P
2581 CCAAAACCACCACTTCCAGAAGGTGAGGTTCCCCCACCCAGACCACCGCCCCCTGAAGAA
P K p P L P E G E V P P P R P P P P E E
2641 AAGGATGAAGAGTTCCCAGAACAGAAAGCAGGAGAAGCTATTAATCAGCCTATGATGATG
K D E E F P E Q0 K A G E A I N Q P M M M
2701 GCTGCTAGGCAGTTGCATGATGAGGCTCGGAAATGGTCTAGCAAGGGTAACGACATCATT
A A R Q L H D E A R K W S S K G N D I I
2761 GCTGCTGCTAAACGAATGGCGCTGCTCATGGCAGAGATGTCACGCCTGGTGCGAGGAGGC
A A A K R M AL L M A EM S R L V R G G
2821 AGCGGAAACAAGCGTGCCCTCATTCAGTGTGCAAAAGACATTGCTAAGGCATCGGATGAA
S G N K R A L I Q0 C A K D I A K A S D E
2881 GTCACTCGGTTGGCCAAAGAGGTGGCCAAGCAATGCACTGATAAACGCATTAGAACAAAC
v T R L A K E V A K ¢ ¢ T D K R I R T N
2941 CTCTTACAGGTCTGTGAGCGAATCCCAACCATCAGCACACAACTCAAAATTCTTTCCACA



Anhang 153

L L9 v ¢C E R I P T I S T @ L K I L s T
3001 GTTAAAGCTACCATGCTGGGCAGGACTAACATCAGTGATGAAGAATCAGAACAGGCAACT

v K AT M L G R T N I S D E E S E O A T
3061 GAGATGTTGGTTCATAATGCCCAGAACCTCATGCAGTCTGTGAAGGAAACTGTGAGAGAA

E M L V HNAOQOQNTLMOQO S V K E T V R E
3121 GCTGAAGCAGCATCCATTAAGATAAGAACAGATGCTGGATTCACTCTGCGCTGGGTCAGA

A E A A s I K I R T D A G F T L R W V R
3181 AAGACCCCATGGTATCAGTAG

K T P W Y Q *
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