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1 Zusammenfassung 

Vinculin ist ein multiadhäsives Protein des Cytoskeletts und ein zentraler Bestandteil 

von Zell-Matrix-Verbindungen [Geiger, 1980; 1981]. Das Vinculin-Molekül besitzt 

eine typische Kopf-Schwanz-Struktur, wobei die beiden Bereiche über eine flexible 

Linker-Region miteinander verbunden sind. Die Tertiärstruktur besteht aus vier 

Kopfdomänen und einer Schwanzdomäne mit jeweils mehreren Bündeln von            

α-Helices als dominantem Strukturmerkmal. In seiner inaktiven Form liegt Vinculin 

in einer globulären, geschlossenen Konformation vor, in welcher die Schwanzdomäne 

auf den Kopf zurückgeklappt 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; Hüttelmeier et al., 1997]. Außerdem zeigt der Vinculin-Schwanz eine schwache 

Nukleationsaktivität für 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 führen zur einer Bildung filamentöser 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-Aktivität 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 filamentösem Aktin untersucht. Für 

die Analyse der Interaktion wurden Methoden wie Viskosimetrie, Spektral-

fluorometrie, chemische Quervernetzung und Sedimentationsanalysen eingesetzt, die 

weitreichende Schlussfolgerungen ermöglichten. Vinculin-Kopf-Konstrukte, die die 

Domäne 4 mit unterschiedlich langen Linker-Regionen enthielten, zeigten eine 

charakteristische Interaktion mit monomerem Aktin, die zu einer verstärkten 

Nukleation führten. Eine Bindung an F-Aktin war nicht nachweisbar. 
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Diese Wechselwirkung konnte durch mehrere Methoden bestätigt werden und wurde 

mit einer Dissoziationskonstante von 5,3⋅10-9 M bestimmt. Im Vergleich dazu zeigte 

der Vinculin-Schwanz (Domäne 5) eine ausgeprägte Interaktion mit F-Aktin, die sich 

auch in einer lichtmikroskopisch zu beobachtenden Bildung von Filamentbündeln 

äußerte, jedoch nur eine sehr geringe Bindung an monomeres Aktin. Für die Domänen 

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 Domäne 1 und 5 

erzeugt wird und die Aktinbindungsstellen offenbar maskiert. Konstrukte, bei denen 

die Domäne 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 Aminosäuren 719-875 lokalisiert 

werden. Ferner wurde geöffnetes Vinculin, als ein Aktin nukleationsförderndes 

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-

Adhäsion 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 über sogenannte Fokalkontakte (engl. 

focal contacts oder focal adhesion) der extrazellulären 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 extrazellulären Matrix über die 

Membran-assoziierten Integrine her. Diese Verbindungen sind unabdingbar für die 

Zell-Adhäsion und Regulation der Motilität und Zellform [Balaban et al., 2001; 

Galbraith et al., 2002; Ridley et al., 2003].  

 
Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Fokalkontaktes 
Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Fokalkontaktes zwischen dem Cytoskelett und 
der extrazellulären 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 für die Strukturgebung, d.h. die mechanische Stabilisierung der Zelle 

und für die zelluläre Bewegung. Jedoch handelt es sich hierbei nicht um eine 
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festgelegte starre Struktur, sondern um die räumliche 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 gehören die Mikrotubuli 

und Mikrofilamente, die neben der Strukturgebung auch an der Lokomotion von 

Zellen und an intrazellulären Transportvorgängen beteiligt sind, und die 

Intermediärfilamente, die einen strukturgebenden Charakter haben [Dustin, 1980]. 

Mikrofilamente sind fadenförmige 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 große 

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 

azellulären 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 übergreifende als auch spezifische zelluläre 

Funktionen [Vandekerckhove & Weber, 1978]. So können Aktin-Isoformen in zwei 

Gruppen unterteilt werden, muskuläre α-Aktine und cytoplasmatischen β- und           

γ-Aktine. Von dem muskulären α-Aktin sind drei Isoformen charakterisiert, das        

α-Aktin des Skelettmuskels, Herzmuskels und der Glattmuskulatur [Perrin & 

Ervastin, 2010; Wagner et al., 2002; Rubenstein, 1990].  

Ein Knockout von α-Aktin des Skelettmuskels ist bei Mäusen wenige Tage nach der 

Geburt letal [Crawford et al., 2002]. Ein Knockout des Herzmuskel α-Aktins führt zu 

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

ist das α-Aktin der Glattmuskulatur. Hier führt ein Knockout zu einer eingeschränkten 
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Kontraktionsfähigkeit von Blutgefäßen [Schildmeyer et al., 2000]. Die 

cytoplasmatischen Isoformen, das β- und γ-Aktin, unterscheiden sich nur in vier 

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

2.2.1 Monomeres Aktin 

Das globuläre Aktinmonomer (G-Aktin) besitzt eine molekulare Masse von 42kDa 

und besteht aus 375 Aminosäuren (AS) in Muskelzellen und 374 AS in Nicht-

Muskelzellen. Die Aminosäuresequenz aus der Skelettmuskulatur des Kaninchens 

wurde 1973 aufgeklärt [Elzinga et al., 1973]. Das G-Aktin besteht aus zwei annähernd 

gleich großen Domänen, die sich weiterhin in jeweils zwei Subdomänen aufgliedern 

lassen, die aus α-Helix und β-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 für bivalente Ionen, wie Ca2+ oder 

Mg2+ 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 Aminosäuren, 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 über die Aktin 

Subdomänen 2 (AS 33-69) und 4 (AS 181-269), die mit einem weiteren Aktin über 

die Subdomäne 1 und 3 interagieren [Kabsch et al., 1990; Kabsch & Vandekerkchove, 

1992]. 

2.2.2 Aktin-Polymerisation 

Unter physiologischen Bedingungen liegt Aktin in vitro hauptsächlich als 

filamentöses Aktin (F-Aktin) vor [Korn, 1982; Pollard & Cooper, 1986]. Monomeres 

Aktin (G-Aktin) kann durch Zugabe von Ionen, 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 verläuft 
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über drei Phasen, Nukleationsphase, Elongationsphase und stationäre Phase (steady 

state). Durch Anlagerung von Ionen an G-Aktin in der Nukleationsphase erfährt das 

Aktin eine Konformationsänderung und aggregiert zu einem Aktin-Trimer-Komplex, 

der als Nukleationskeim dient [Pring et al., 2003; Otomo et al., 2005; Goode & Eck, 

2007]. Die Affinität der Monomere füreinander ist sehr gering, so dass die Nukleation 

entsprechend langsam verläuft. Während der Filament-Verlängerung 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 stationären 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 

Verlängerung des Filaments. In vitro kann ein solches Aktinfilament im 

Gleichgewichtszustand eine Länge von 5-10µm 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 0,7µM statt. Somit liegt die Konzentration höher als 

beim barbed end mit 0,1µM. Wenn die Konzentration an Monomeren unter 0,1µM 

fällt, kommt es nicht zu einer Polymerisation. Bei Überschreitung der Konzentration 

von 0,7µM findet an beiden Enden eine Filamentverlängerung 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 (PI) 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 ausgelöst 

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 

ähneln 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]. 

 
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 c) 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 fördert 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 vorläufigen 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-Aktinbündeln 

Die gebildeten F-Aktine können untereinander durch aktinbindende Proteine, wie 

Fimbrin [Bretscher et al., 1981], Formin [Esus et al., 2008], Filamin [Tseng et al., 

2004], α-Aktinin [Xu et al., 2000], Villin [Khurana & George, 2008] und auch 

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

F-Aktin kann durch sogenannte Capping-Proteine, wie beispielsweise Gelsolin oder 

CapZ, stabilisiert werden, wodurch die Motilität von Zellen reguliert wird [Weeds & 

Maciver, 1993; Hug et al., 1995]. Indem diese Capping-Proteine an das barbed end 

binden, können 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 extrazellulärer Matrix beteiligt ist, ist das multiadhäsive 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 globuläres Protein nachgewiesen [Isenberg et al., 1982]. Vinculin wurde ein 

Jahr zuvor bei einer nativen Proteinpräparation aus dem Putenkaumagen als ein 

Nebenprodukt einer eigentlichen α-Actinin-Präparation 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 Adhärenz-

Verbindung (engl.: adherens junction) zwischen Epithelzellen und Herzmuskelzellen 

nachgewiesen [Geiger et al., 1980].  
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Vinculin besteht aus 1066 Aminosäuren. Die relative molare Masse beträgt 117 kDa 

[Geiger et al., 1980]. Die erste Aminosäuresequenz des Vinculins wurde neun Jahre 

nach der Entdeckung aufgeklärt [Price et al., 1989]. Das Hühner-Vinculin hat einen 

isoelektrischen Punkt (PI) von 6,0 [Coutu & Craig, 1988]. Das komplette Vinculin 

liegt im Cytosol als ein inaktives kompaktes globuläres Molekül 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. Hauptsächlich 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 für die 

Entwicklung des Gehirns und des Herzens bei Mäusen [Xu et al.,1998]. Vinculin 

defiziente Mäuse 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-ähnliche Proteine im 

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

Vinculin hat auch einen Einfluss auf die Apoptosekaskade von Caspase-3, indem 

Paxillin über eine Interaktion mit Vinculin um FAK (engl.: focal adhesion kinase) 

konkurriert. Die Vinculin-defizienten F9-Zellen zeigen eine Apoptoseresistenz, 

welche über die Caspase-3 ausgelöst 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-Adhäsion, 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 eingeschränkte Fokal-Kontakte und ein schnelleres 

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

Für das multiadaptive Vinculin wurden viele Bindungspartner beschrieben, wie         

F-Aktin [Hüttelmaier et al., 1997], Talin [Burridge & Mangeat, 1984], α-Actinin 

[Geiger, 1979; Drenckhahn & Franz, 1986], α-Catenin [Weiss et al., 1998], 

Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) [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 [Hüttelmaier 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 multiadhäsives Verbindungselement 

stellt Vinculin eine wichtige Komponente bei der Fokaladhäsion dar und ist neben 

Talin ein bedeutender Interaktionspartner [Geiger, 1979; Burridge & Feramisco, 1980; 

Burridge & Connel, 1983]. 

 
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 Größen der einzelnen Domänen, 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 Bündeln von α-Helices [Bakolitsa et al., 2004]. Das globuläre Protein wird durch 

eine Kopf-Schwanz-Interaktion gebildet. Diese Vinculin-Kopf- und Vinculin-

Schwanz-Bindung zeigen eine starke Bindung (Kd<10-9) [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 Domäne 1 eine Bindestelle (AS 181-226) für den 

Schwanz [Weekes et al., 1996]. Diese Bindestelle, die eine hydrophile Umgebung mit 

einem hydrophoben Mittelpunkt enthält, weist eine Dissoziationskonstante von 10-5 M 

auf [Borgon et al., 2004; Pagrigoriou et al., 2004]. Der interagierende Bereich des 

Vinculin-Schwanzes befindet sich am C-terminalen Ende der Domäne 5 auf einer     

α-Helix (AS 1029-1036) und bindet den Vinculin-Kopf über polare 

Wechselwirkungen [Bakolitsa et al., 2004]. 

 
Abbildung 4: Struktur des Vinculins (Huhn) [modizifiert nach Bakolitsa et al., 2004] 
In der Abbildung ist die Kristallstruktur des Vinculinmoleküls dargestellt. Die einzelnen Domänen sind 
farblich gekennzeichnet, die D1 (blau), D2 (hellblau), D3 (grün), D4 (gelb) und D5 (rot). Es wurden 
Bindungsstellen für Talin, PIP2 und weitere Bindungspartner des Vinculins markiert. 
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2.3.1.1 Der Vinculin-Kopf 
Der Kopf des Vinculins besteht aus den Domänen 1-4, umfasst 835 Aminosäuren und 

weist in einigen Regionen Homologien zu α-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-

Adhäsion assoziiert ist [Burridge & Mangeat, 1984]. Eine Interaktion mit α-Catenin 

[Weiss et al., 1998] oder β-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 α-Actinin [Geiger, 1979; 

Drenckhahn & Franz, 1986] und IpaA [Nhieu et al., 1997] mit dem Vinculin-Kopf. 

Die Bindungsstellen für einige dieser Interaktionspartner sind in der Abbildung 3 

angezeigt. 

2.3.1.2 Der Vinculin-Schwanz 
Der Vinculin-Schwanz besteht aus der Domäne 5 und umfasst 189 AS [Zamir & 

Geiger, 2001; Bakolitsa et al., 2004]. Die Vinculin-Schwanz Domäne besteht 

ebenfalls überwiegend aus α-Helices: fünf antiparalell orientierte α-Helices sind 

durch Schleifen von 3-8 Aminosäuren verbunden [Bakolitsa et al., 1999; Bakolitsa et 

al., 2004; Borgon et al., 2004]. Es wurden zwei Serine, S1033 und S1045, in der letzten 

α-Helix identifiziert. Diese können durch die Proteinkinase-C phosphoryliert werden 

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

Für den Vinculin-Schwanz wurden mehrere Interaktionspartner beschrieben, wie 

beispielsweise Paxillin [Turner et al., 1990; Wood et al., 1994] und F-Aktin [Johnson 

& Craig 1995; Hüttelmaier et al., 1997]. Es wurden zwei F-Aktin-Bindestellen im 

Vinculin-Schwanz  identifiziert. Diese liegen in den Aminosäure-Abschnitten 893-985 

und 1016-1066 [Cohen et al., 2005, Gilmore & Burridge, 1996, Hüttelmaier et al., 

1997; Menkel et al., 1994]. Des Weiteren interagieren Phosphatidylinositol-4,5-

biphosphat (PIP2) [Johnson & Craig, 1995], die Proteinekinase-C (PKC) [Weekes et 

al., 1996] und Raver-1 [Hüttelmaier et al., 2001] mit dem Vinculin-Schwanz (siehe 

Abbildung 3). Aktiviertes Vinculin, insbesondere der Vinculin-Schwanz, zeigt einen 

Capping-Effekt gegenüber dem barbed end des F-Aktins [Clainche et al., 2010].  
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2.3.1.3 Die Vinculin Linker-Region 
Durch Röntgenstrukturanalyse des gesamten Vinculins vom Huhn wurde der 

Regionsbereich von AS 837-878 als eine prolinreiche Linker-Region beschrieben 

[Bakolitsa et al., 2004]. 

 
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 Aminosäure-
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; Hüttelmaier 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 für Talin, α-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 

ermöglicht 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]. Für die Aktivierung des Vinculins wurden unterschiedliche 
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Theorien postuliert, zum einen kann der Aktivierungsschritt über eine Protein-

Interaktionen verlaufen oder zum anderen werden mehrere Interaktionspartner zur 

Aktivierung benötigt [Chen et al., 2006]. 

2.3.2.1 Aktivierung des globulären 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 α-Actinins (αVBS: 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 αVBS und Vinculin, sowie die Vinculin 

Kopf-Schwanz-Bindung zeigen die gleiche Größenordnung und ermöglichen so das 

Öffnen des geschlossenen Vinculins [Bois et al., 2005]. Diese konkurrierende 

Interaktion zwischen VBS und dem Vinculin-Kopf in Kombination mit dem Vinculin-

Schwanz führt zur Dissoziation des Schwanzes und zur Öffnung 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 mögliches Vinculin-Bindemotiv in IpaA (AS 560-

633) vorgeschlagen. Das IpaA enthält zwei VBS-Bindemotive am C-Terminus und 

bindet gleichzeitig an die Vinculin Domäne 1 (AS 1-250). Die Übereinstimmung des 

Bindemotivs zwischen dem virulenten Protein IpaA und den VBS-Regionen des 

Talins, sowie des α-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 globulären Vinculins durch mehrere 
Proteine 

Eine Aktivierung des Vinculins durch Talin ist wegen der starken Interaktion 

zwischen Kopf und Schwanz mit einer Kd von 10-9M nur bedingt möglich. Nur ein 

geringer Anteil des Vinculins bindet deshalb an Talin und bildet einen Komplex mit 

einer Affinität von 10-7M. 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]. 

 

 
Abbildung 6: Schema der Aktivierung des globulären 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 PIP2 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 geöffnete Konformation des 

Vinculins kann durch Phosphorylierung stabilisiert werden, indem die nun für die 

Proteinkinase-C zugänglichen Aminosäuren S1033 und S1045 phosphorylieren 

[Schwienbacher et al., 1996; Ziegler et al., 2002; Weekes et al., 1996]. PIP2 selbst 

bindet im Bereich (AS 916-970), einer F-Aktin Bindestelle, wodurch die Interaktion 

mit F-Aktin inhibiert wird. Dabei kann Vinculin nur über eine zweite Bindestelle mit 

F-Aktin interagieren und vorübergehend geöffnet werden. In der offenen 

Konformation können 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 PIP2 wurde durch 

Mutanten (K952Q, K956Q, R963Q, K966Q, R1060Q, K1061Q) bestätigt, die PIP2 

nicht binden konnten [Chandrasekar et al., 2005]. 
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2.3.3 Vinculin und Zellkontakte 

Eine Adhäsionsverbindung, etwa bei der Zell-Matrix-Adhäsion, ist für die 

Organisation von Geweben hochgradig essentiell. Durch diese Adhäsionen interagiert 

die Zelle mit der extrazellulären Matrix, was für zelluläre Prozesse, wie 

Zellproliferation und Wundheilung, von entscheidender Bedeutung ist. Die Zell-

Matrix-Adhäsion wird über ein transmembranes Adhäsionsprotein vermittelt und stellt 

einen Kontakt zwischen Zelle und extrazellulären Matrix her. Die Funktion des 

Vinculins in der Zell-Matrix-Adhäsion reguliert eine Vielzahl von zellulären 

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-Adhäsion und Zell-Matrix-Adhäsion 
Bei der Modulation der Zell-Zell-Adhäsion oder Zell-Matrix-Adhäsion dient Vinculin 

als ein indirektes Kopplungsmolekül zwischen Cytoskelett und Intergrinen oder 

Cadherinen [Pokutta & Weis, 2002; Mierke, 2009]. Die Fokal-Adhäsion wird durch 

Bindung von Talin an die cytoplasmatische Domäne der Integrine αIIb, β1 und β3 

ermöglicht. Vinculin stellt das Bindeglied zwischen Cytoskelett und Fokal-Adhäsion 

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-

Adhäsion. 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 zunächst eine schwache Fokal-

Adhäsion. Das Vinculin wird durch Talin und F-Aktin aktiviert und rekrutiert, 

wodurch ein multimolekularer Integrin-Komplex entsteht. Die Fokal-Adhäsion wird 

durch Intergrin-Clustering des Vinculins verstärkt. Durch Interaktion zwischen PIP2 

und Vinculin wird die Fokal-Adhäsion reguliert, indem Vinculin vom F-Aktin des 

multimolekularen Integrin-Komplexes durch PIP2 verdrängt wird. Die Ausbildung 

eines Fokalkontaktes kann durch PIP2 mithilfe von Vinculin reguliert werden 

[Chandrasekar et al., 2005; Saunders et al., 2006]. Die Interaktionen von PIP2 mit 

Vinculin wurden in einem vorangegangen Abschnitt (2.3.2.2) beschrieben.  
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Die Zell-Zell-Adhäsion wird durch Calcium-abhängigen Cadherine ermöglicht. Dieses 

transmembrane Glykoprotein besteht aus einem extrazellulären, einem 

transmembranen und einem intrazellulären Bereich. Die Cadherine sind an den 

sogenannten Adhärenz Junctions assoziiert und bilden Zellkontakte zwischen 

Geweben aus [Geiger et al., 1985]. Im cyctoplasmatischen Bereich dieser Cadherine 

sind verschiedene Ankerproteine gebunden, wie  α-, β- und γ-Catenin, die wiederum 

mit dem Cytoskelett interagieren [Barth et al., 1997; Geiger & Ginsberg, 1991; Geiger 

et al., 1985; Cowin et al., 1986]. Für α-Catenin wurden Interaktionen mit 

Aktinfilamenten, sowie mit α-Actinin nachgewiesen [Rimm et al., 1995; Nieset et al., 

1997]. Ein Aminosäurensequenzvergleich zwischen Vinculin und α-Catenin zeigt drei 

homologe Bereiche mit einer Sequenzübereinstimmung. 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 α-Catenin-

Schwanz [Watabe-Uchida et al., 1998; Weiss et al., 1998]. Durch diese Interaktion ist 

das Vinculin indirekt auch an Zell-Zell-Adhäsionen beteiligt [Rüdiger, 1998]. 

2.3.4 F-Aktin-Bündelung durch Vinculin 

Eine F-Aktin-Bündelung kann durch Polykationen, bivalente Metallionen und 

basische Polypeptide erfolgen [Tang & Janmey, 1998]. Das gesamte Vinculin 

interagiert mit F-Aktin und induziert Aktinbündel, indem das F-Aktin dreidimensional 

vernetzt wird [Jockusch & Isenberg, 1981].  

Des Weiteren wurde beobachtet, dass geöffnetes Vinculin, vor allem aber der 

Vinculin-Schwanz, die Fähigkeit besitzt F-Aktin zu vernetzen und Aktinbündel zu 

bilden [Menkel et al., 1994; Hüttelmaier 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 ermöglicht 

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 

Aktinbündel aus G-Aktin erzeugt. Diese Aktinbündel bilden sich schließlich 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 Aktivität gegenüber 

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 Kopfdomäne 

die Nukleation des G-Aktins fördert und damit die Polymerisation beschleunigt, 

während 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 Einfluss (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 ausschließlich eine nukleationsfördernde Aktivität von G-Aktin [Neumann, 

2004]. Die Region der Interaktion, nukleationsfördernder 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 näher charakterisiert. Durch gezieltes Verkürzen 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 Vinculinmoleküls eingeschränkt 

werden. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Material und  Geräte 

4.1.1 Materialien 

Verbrauchsmaterialien für Pipettenspitzen, Zentrifugenröhrchen, Kulturröhrchen und 

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

Greiner, TPP, Apogent, Millipore, Roth bezogen.  

4.1.2 Reagenziensätze 
Produkte Firma 

Gel Extraktionskit Macherey-Nagel, Qiagen® 

Topo-Klonierung Invitrogen 

Präparationskit für Plasmid-DNA Macherey-Nagel 

Präparationskit für RNA Macherey-Nagel 

pGEM Easy Operon 

Transfektionskit Loranza Loranza 

4.1.3 Chromatographie-Säulen 
Produkte Firma 

DEAE-Sepharose® CL-6B Pharmacia-GE Healthcare 

Mono QTM HR5/5 Pharmacia-GE Healthcare 

Mono STM HR5/5 Pharmacia-GE Healthcare 

Sephadex G-200 Pharmacia-GE Healthcare 

Q-Sepharose Pharmacia-GE Healthcare 

Ni-NTA Invitrogen, Roth 

Ni-TED Macherey-Nagel 

Glutathion-Sepharose Macherey-Nagel, Roth 
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4.1.4 Chemikalien 
Alle nicht aufgeführten 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 

Größenbereich 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 Größe 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 Lösungen 
Falls nicht anders angegeben, wurden die Puffer, Medien und Lösungen mit 

deionisiertem Wasser angesetzt. Die verwendeten Medien und Lösungen für die 

genetischen und Zellkultur-Arbeiten wurden für 20min bei 121°C autoklaviert oder 

sterilfiltriert. Die Lagerung der angesetzten Lösungen erfolgte, wenn nichts anders 

angegeben, bei Raumtemperatur. 

Puffer Zusammensetzung 

B-10 Puffer:  20mM Tris/HCl; 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:  1mM ATP; 5mM Tris/HCl; 0,2mM CaCl2; 2mM NaN3; 1mM 
β-ME 

10x ABP-Puffer :  100mM KCl; 2mM MgCl2; 1mM PMSF; 1mM ATP; 10mM 
Imidazol; pH 7,5 

PBS-Puffer 1,5mM KH2PO4; 2,7mM Kcl; 8,1mM Na2HPO4; 137mM NaCl 
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4.1.8 Antibiotika 
Antibiotikum Abkürzung Stammlösung  Arbeitslösung 

Ampicillin Amp 100mg/ml in H2O 50-100 µg/ml 

Chloramphenicol Cm 50mg/ml in EtOH 50-100 µg/ml 

Kanamycin Kan 30mg/ml in H2O 30µg/ml 

Tetracyclin Tet 12,5mg/ml in EtOH 12,5µg/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 (Taq-Master-Mix), 

sowie die DNA-Polymerase Pfu wurden von der Firma Invitrogen bezogen. Sämtliche 

Enzyme wurden entsprechend den von den Herstellern angegebenen Vorschriften 

verwendet. 

4.1.10 Bezugsquellen von Probenmaterial 
Für die native Vinculin-Präparation und Proben für die RNA-Isolierung wurden 

Putenmägen verwendet, die aus der Geflügelschlachterei 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 für 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 über 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 über Nacht bei 4°C dialysiert. 

4.1.10.3 Pyren-Aktin 
Das Pyren-Aktin wurde nach Vorschrift von Kouyama und Mihashi hergestellt. Über 

eine Thiolgruppe des Cys374 wurde ein fluoreszierendes Reagenz                               

N-(1-pyrenyl)Iodacetamid 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 über Nacht bei 4°C im Dunkeln dialysiert. 

4.1.10.4 Nativer Vinculin-Schwanz 
Der native Vinculin-Schwanz wurde durch die Arbeitsgruppe zur Verfügung 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 besaßen. Diese Konstrukte wurde in erster Linie für 

vorab Versuche verwendet. 

4.1.11 Antikörper 
Name Spezies Typ Spezifität Hersteller 

hVin1 Maus mk Vinculin N-Terminus, 
human 

Sigma 

Ziege-anti-Maus AP Ziege pk Maus IgG Sigma 
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4.1.12 Bakterienstämme 
Name Eigenschaft  Hersteller 

Für die Klonierung wurden folgende Bakterienstämme verwendet:  

TOP-10 F-mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15 
∆lacX74 recA1 araD139 ∆(ara- leu)7697 galU 
galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

 InvitrogenTM 

DH5α fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80 
Δ(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 
hsdR17 

 InvitrogenTM 

 

 

XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 
lac [F ́ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]. 

 Promega 

Für die Expression wurden folgende Bakterienstämme verwendet:  

BL21(DE)  

CodonPlus RIPL 

E. coli B F– ompT hsdS(r – m –) dcm+ 
Tetr gal λ(DE3) endA Hte [argU proL BB 
Camr] [argU ileY leuW Strep/Specr] 

 Stratagen 

BL21(DE)  fhuA2 lacZ::T7 gene1 [lon] ompT gal 
sulA11 R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 [dcm] 
R(zgb-210::Tn10--TetS) endA1 Δ(mcrC-
mrr)114::IS10 

 InvitrogenTM 

4.1.13 Zelllinien 
Name Eigenschaft   

NHI/3T3 Adhärent wachsende Zellline aus Maus-Fibroblasten   

Fibroblasten Adhärent 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 AmpR, KanR; lac-Promotor  Promega 
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Name Eigenschaft Referenz 

Prokaryotische Expressionsvektoren   

pET21a(+) AmpR; T7-Promotor  Novagen 

pET100 AmpR; T7-Promotor  InvitrogenTM 

pGEX-4T(2) AmpR; Ptac-Promotor  

 
GE Healthcare 

Eukaryotische Expressionsvektoren 
  

pEGFP-C1 KanR, NeoR; CMV-Promotor 
 Clontech 

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

MWG GmBH synthetisiert. 

Sonstige Primer: 

Name Sequenz 

β-Aktin-F 5`-ACC AAC TGG GAC GAC ATG GA-3` 

β-Aktin-R 5`-GCC ATC TCC TGC TCG AAG TC-3` 

Oligo dT 5`-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 Hühner-Vinculins: 

Name Sequenz 

VHK5-F 5`-CAT ATG CCC GTC TTC CAC ACG C-3` 

VHK5-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 

XhoI-F 5`-CTC CTG ACC TCG AGC ATC TTC ATC-3 

XhoI-R 5`-GAT GAA GAT GCT CGA GGT CAG GAG-3` 

VP_1-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 AAA TTC-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 Fällung 
Für die RNA-Isolierung wurden 100mg Gewebe in 1ml GTC-Lösung gegeben und im 

Ultraturrax für 60sec bei maximaler Drehzahl zerkleinert. Zu dem Homogenisat 

wurden 100µl einer 2M Natriumacetat-Lösung mit einem pH-Wert von 4,0 und 1ml 

mit Wasser gesättigtem Phenol, sowie 200µl Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) 

gegeben. Das Gemisch wurde 30sec lang geschüttelt, anschließend für 10min auf Eis 

inkubiert und für 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 über Nacht bei -20°C inkubiert. Darauf 

wurde das Gemisch für 15min bei 4°C mit 10.000rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde 

mit 300µl GTC-Lösung resuspendiert und mit 300µl Propanol erneut über Nacht bei    

-20°C gefällt. Dieses Gemisch wurde wiederum für 15min bei 4°C mit 10.000rpm 

zentrifugiert und das Sediment zweimal mit 500µl und 0°C kaltem 75% Ethanol 

gewaschen. Das gewaschene Sediment wurde für 15min getrocknet und in 100µl 

DEPC-Wasser aufgenommen. Mit der gewonnenen RNA wurde weitergearbeitet oder 

diese wurde bei -80°C gelagert. 

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

4.2.1.2 Total RNA-Isolierung durch Affinitätssäulen 
Es wurden 50mg Gewebe für die RNA-Isolierung verwendet und mit dem RNA-Kit 

des Herstellers Macherey-Nagel gemäß deren Herstellerangaben verwendet. Die 

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

4.2.1.3 mRNA-Isolierung durch Affinitätssäulen 
Die mRNA-Isolierung und Konzentrierung erfolgte mit einem mRNA-Kit des 

Herstellers Macherey-Nagel und wurde gemäß den Herstellerangaben verwendet. Die 

Aufreinigung erfolgte über oligo-dT beads, an die die mRNAs über 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 durchgeführt. Dazu wurden 

2µg mRNA mit 2µl eines 10uM oligo-dT Primers geprimt, indem die Mischung für 

10min auf 70°C erwärmt und anschließend in Eiswasser abgekühlt wurde. Für die 

eigentliche reverse Transkription wurde die Probe mit 0,2mM dNTP-Mix und 4 Units 

der RT-OmniScript in dem vom Hersteller mitgelieferten Puffersystem für 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 Nukleinsäuren einer definierten 

Länge, sowie einer bestimmten Sequenz. Das Verfahren wird ebenfalls für die 

Modifikationen von Nukleinsäuren verwendet. Die eigentliche Amplifikation der PCR 

benötigt zwei Oligonukleotide (engl.: primer), die zu der Zielsequenz komplementär 

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]. 

Für die Amplifikation der Konstrukte wurden eine Mischung von Taq-Polymerase mit 

einem Zusatz Pfu-Polymerase verwendet. Die Taq-Polymerase wurde von dem 

Hersteller Qiagen als einen fertigen Master-Mix namens Taq-Master-Mix bezogen 

und die Pfu-Polymerase stammt von der Firma Invitrogen. Für die Amplifikation von 

langen PCR Produkten wurde eine Elongationstemperatur von 68°C, laut des 

Herstellers, verwendet.  

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

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

Der Temperaturbereich zur Anlagerung eines Primers an die komplementär-DNA ist 

abhängig von der Basenzusammensetzung und der Länge dieses Primers. Die 

optimale Annealingtemperatur sollte 5°C unterhalb des TM-Wert  (engl. temperature 

meltingpiont) liegen, wie in der Formel 1 beschrieben.  

TM = (A+T) 2°C + (G+C) 4°C 

Formel 1: Schmelzpunkt Ermittlung des Primers 

 

Konstrukte Primerpaar  Temperatur-Zeit-Profil 

HK_5 VHK5-F – VHK5-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 VHK5-F – VHK5-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 für die Amplifikate und Konstrukte gelistet. 
Des Weiteren sind die Temperatur-Zeit-Profile, sowie die Zyklenanzahl des PCR-Programms 
aufgeführt. 
 

Konstrukt Primerpaar  Konstrukt Primerpaar 

D1-D5 (1-1066) VP_1-F - VP_3201-R  D4719-857 VP_2155 - VP_2581-R 

D2-D5 (253-1066) VP_757-F - VP_3201-R  D4719-850 VP_2155 - VP_2550-R 

D3-D5 (493-1066) VP_1467-F - VP_3201-R  D4719-835 VP_2155 - VP_2505-R 

Vh1-895 VP_1-F - VP_2685-R  D4G719-776 VP_2155 - VP_2328-R 

Vh1-857 VP_1 F - VP_2581-R  D4G719-743 VP_2155 - VP_2229-R 

Vh1-850 VP_1-F - VP_2550-R  D4G741-857 VP_2221-F - VP_2581-R 

Vh1-835 VP_1-F - VP_2505-R  D4G774-857 VP_2320-F - VP_2581-R 

Vh1-776 VP_1-F - VP_2328-R  Vt836-1066 VP_2506-F - VP_3201-R 

Vh1-717 VP_1-F - VP_2151-R  Vt851-1066 VP_2561-F - VP_3201-R 

Vh253-857 VP_757-F - VP_2581-R  Vt858-1066 VP_2582-F - VP_3201-R 

Vh493-857 VP_1467-F - VP_2581-R  Vt896-1066 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 50µl 

verwendet. Für die Amplifikation der Konstrukte, sowie für die analytische PCR 

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

gelistet sind. Die Primer-Kombinationen und das entsprechende PCR-Programm sind  
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für 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 µl Taq-Mastermix 
1µl Pfu 
5 µl Q-Solution 
2µl 20pmol Primer-Paar (vgl. Tabelle 1) 
100pg bis 10ng cDNA 
add 25µl MPW 

2 Deletionsmutanten und 
Konstrukte: 

12,5 µl Taq-Mastermix 
1µl Pfu 
2µl 20pmol Primer-Paar (vgl. Tabelle 2) 
100pg bis 10ng cDNA 
add 25µl MPW 

3 Analytische-PCR: 6,25 µl Taq-Mastermix 
1µl 20pmol Primer-Paar 
100pg bis 10ng cDNA 
add 12,5 µl MPW 

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

 
Bei allen durchgeführten PCRs wurde ein einmaliger Denaturierungsschritt für 1min 

bei 94°C, bei der analytischen PCR für 4min bei 94°C durchgeführt, bevor der 

eigentliche PCR Zyklus startet. Im Anschluss des letzten Zyklus wurden alle PCRs für 

10min bei der Elongationstemperatur von 68°C inkubiert und bis zur Entnahme der 

Probe auf 10°C gekühlt. 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 1µg Plasmid-DNA oder Amplifikate mit 2-3U einer 

Restriktionsendonuklease in einem Gesamtvolumen von 20µl für 120min inkubiert. 

Die Pufferbedingungen sowie die Inkubationstemperatur der Restriktions-

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

Die Plasmid-DNA oder PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel nach ihrer Größe 

aufgetrennt, und konnten durch Zugabe von Ethidiumbromid unter einem UV- 

Illuminator 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 Flüssigkeit 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 Ionenaustauschersäule. 

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. Für 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 für 45min bei 37°C inkubiert und 

anschließend wird das Enzym Hitze inaktiviert für 15min bei 65°C. 

4.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten 

Für die Ligation wurde eine T4-Ligase und ein Puffersystem des Hersteller NEB 

verwendet. Die Ligation von DNA-Fragmenten und linearisierten Vektoren erfolgte 

über Nacht bei 16°C unter der Verwendung von 1U T4 DNA Ligase in 20µl Ansätzen.  

 
Formel 2: Berechnung der molaren Verhältnisse bei der Ligation 
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Für eine Ligation wurden 10 bis 15ng Vektor-DNA verwendet und das zu ligierende 

DNA-Fragment in 5fachen molaren Überschuss 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 

Für die Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien wurden 500ml LB-Medium, 

sowie das entsprechende Antibiotikum mit 5ml einer frisch gewachsenen 

Übernachtkultur angeimpft und diese bei 37°C bis zum Erreichen einer OD600 von 0,4 

schüttelnd inkubiert. Die Bakterienlösung wurde für 15min auf Eis gekühlt. Die 

vorgekühlte Bakterienlösung wurde mit 2.000xg bei 4°C für 10min pelletiert und das 

Pellet wurde in 50ml einer gekühlten Tfb1-Lösung gewaschen und erneut mit 2000xg 

zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 10ml gekühlter Tfb2-Lösung 

resuspendiert, zu 50µl aliquotiert und in flüssigem 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 Lösungen 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 50µl der kompetenten Bakterien-Lösung auf Eis aufgetaut 

und mit Vektor-DNA für 30min auf Eis inkubiert. Darauf erfolgte der Hitzeschock, 

dazu wurde der Ansatz für 2min bei 42°C und anschließend sofort für 2min wieder 

auf Eis inkubiert. Die transformierten Bakterien wurden in 1ml LB-Medium für 60min 

bei 37°C im Schüttler inkubiert. Die Bakterien wurden pelletiert und der Überstand 

auf 150µl reduziert. Die resuspendierten Bakterien wurden nun auf ein 

Selektionsmedium mit dem entsprechenden Antibiotikum gegeben und über Nacht bei 

37°C inkubiert. 
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4.2.10 Blau-Weiss Selektion 

Die Blau-Weiss Selektion wird durch das LacZa-Gen ermöglicht. Für die 

Verwendung dieser Selektionsmethode benötigen die Bakterien den Genotyp 

lacZΔM15. Beide Genprodukte allein haben keine β-Galactosidase Aktivität, nur in 

der Kombination beider Gene. Durch das LacZa-Gen des Vektors wird die                

β-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 

eingefügt, so wird das LacZa-Gen unterbrochen und X-Gal kann nicht mehr durch die 

β-Galactosidase gespalten werden, somit bleiben die transformierten Bakterien-

Kolonien weiß. Diese Methode ermöglicht eine schnelle Selektion der Bakterien-

Kolonien von transformierten Bakterien.  

Für die Anwendung wurde eine LB-Agarplatte, mit entsprechenden Selektions-

medium, 50µg Ampicillin oder 50µg Kanamycin, mit 40µl einer 40mg/ml X-Gal-

Lösung, sowie mit 40µl einer 1M IPTG-Lösung bestrichen. Die transformierten 

Bakterien wurden nach dem Trocken der LB-Agarplatten aufgebracht und über Nacht 

bei 37°C inkubiert.  

4.2.11 Isolierung von Plasmid-DNA 

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

Vektoren oder die Gewinnung von DNA eine wichtige präparative Methode. 

4.2.11.1 Plasmid-Isolierung  
Für die Plasmid-Isolierung wurden 1,5ml einer Übernachtkultur für 2min bei 

13.000rpm in einer Eppendorfzentrifuge pelletiert, der Überstand abgesaugt und das 

Bakterienpellet in 200µl TELT-Puffer, sowie in 20µl Lysozymlösung resuspendiert. 

Die resuspendierten Bakterien wurden für 10min auf einem Schüttelblock belassen. 

Das Gemisch wurde für 3min auf 95°C erhitzt und sofort für 5min auf Eis gelagert 

und für 15min bei 4°C mit 13.000rpm zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde aus 

der Lösung entfernt und die Plasmid-DNA mit 100µl Isopropanol für 5min gefällt. 

Die Lösung wurde für 15min bei 4°C mit 13.000rpm zentrifugiert, das Pellet mit 
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200µl 70%igem Ethanol gewaschen und erneut für 5min mit 13.000rpm zentrifugiert. 

Das Pellet wurde in 30µl 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/HCl pH7,5; 0,1mM EDTA 

4.2.11.2 Plasmidpräparation über Ionenaustauscher-Säulen 
Für die Präparation von reiner Plasmid-DNA wurden Kits der Hersteller Macerey & 

Nagel und QiagenTM verwendet. Für Sequenzierungen wurde die Plasmid-DNA 

immer mit Hilfe eines Mini-Prep-Kits isoliert. Für eukaryotische Transfektionen 

wurden größere Mengen an Plasmid-DNA über ein Maxi-Präparations-Kit 

aufgereinigt. 

4.2.12 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgt bei einer 

Wellenlänge von 260nm. Bei einer OD260 von 1 und einer Küvettentiefe von 1cm  

entspricht die Konzentration von doppelsträngiger DNA 50ug/ml oder einer 

Konzentration von 40ug/ml RNA. Die Reinheit wird durch den Quotienten zwischen 

der OD260/OD280 bestimmt, das entspricht einem Wertebereich von 1,8 bis 2 einer 

proteinfreien Lösung. 
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4.2.13 Agarose-Gelelektrophorese 

Um DNA Fragmente nach Ihrer Größe zu trennen, wurden die DNA-Proben auf ein 

Agarosegel aufgetragen und durch ein elektrisches Feld getrennt. Dazu wurden je 

nach Größe der zu trennenden DNA-Fragmente eine Agarosekonzentration zwischen 

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

Für die Herstellung eines Agarosegels wird die benötigte Menge an Agarose in TAE-

Puffer aufgekocht. Die abgekühlte aber noch flüssige Lösung wird mit 0,5‰ (v/v) 

Ethidiumbromidlösung 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% Essigsäure; 1 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. Bakterienstämme werden in einem Schüttelinkubator bei 37°C 

angezüchtet. Je nach Anzugsbedingung der Bakterien werden diese unter 

Selektionsdruck mit dem entsprechenden Antibiotikum gehalten.  

Für eine Lagerung von Bakterien wurden Glycerinkulturen hergestellt. Dazu wurde 

die Bakterienlösung mit 1/3 Glycerin des Volumens versehen, gemischt und in 

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

4.2.15 Bakterielle Proteinexpression 

Für die bakterielle Proteinexpression wurde der E.coli Stamm BL21 verwendet, der 

zuvor mit dem gewünschten Konstrukt transformiert wurde. Der E.coli Stamm BL21 

enthält eine T7-Polymerase, die über IPTG induziert wird. Da die T7-Polymerase 

einen speziellen T7-Promotor benötigt um DNA abzulesen, weist dieses 

Expressionssystem geringe Hintergrundexpression auf und eignet sich gut für eine 

Überexpression eines Proteins. 

Bei den BL21-Stamm gibt es Unterschiede in den Genotypen, wie zusätzliche 

eukaryotische tRNA-Codons bei dem BL21(DE) CodonPlus RIPL Stamm. Mit diesem 

BL21(DE) Stamm können Proteine, die einen eukaryotischen Ursprung haben, eine 
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größere Ausbeute erzielen, da es nahezu zu keinem Proteinbiosyntheseabbruch 

kommt. Für die Proteinexpression wurde jeweils eine Kolonie mit einem sterilen 

Zahnstocher in  5ml LB-Medium mit doppelter Amp/Cm Konzentration überführt und 

über Nacht bei 37°C und 200rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurde die 

Übernachtkultur zu 250ml auf 37°C vortemperierten Expressionsmedium gegeben, die 

bei 37°C und 200rpm bis zu einer OD600 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 durchgeführt. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem CO2-

Begasungsbrutschrank bei 37°C, mit einer Atmosphäre von 5% CO2 und einer 

Luftfeuchtigkeit von 90%. 

4.3.2 Nährmedien und Zellkultur 

Die NIH/3T3-Zellline wurde in dem Nährmedium DMEM gehalten. Diese NIH/3T3 

Zellen sind adhärent 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. Für Herstellung von 1l DMEM-Nährmedium werden 10g 

DMEM Pulver, 3,7g Natriumdicarbonat, 50ml fötales Kälberserum und 30ml 

Goodies-F verwendet. Das Nährmedium enthält eine Gesamtkonzentration von 2mM 

L-Glutamin, sowie 20µg Pentamycin und 20µg Streptomycin. Für 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 möglichst rasch in 37°C Wasser aufgetaut und in dem 

entsprechenden Nährmedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde bei 200xg für 

5min pelletiert und in neues Nährmedium resuspendiert und darauf in eine 

Kulturschale überführt. 

Um die adhärent wachsende NIH/3T3-Zellkur einzufrieren, wurden diese zunächst mit 

PBS gewaschen und anschließend mit Trypsin abgelöst. Dazu werden diese Zellen mit 

Trypsin-EDTA (1:10 Volumen der Lösung) für 5min bei 37°C inkubiert. Die 

abgelösten Zellen wurden bei 200xg für 5min pelletiert und in kaltem Einfriermedium 

bestehend aus DMEM mit 10 %(v/v) DMSO resuspendiert und über Nacht langsam 

bei -80°C eingefroren. Für eine längere Aufbewahrung wurden die NIH/3T3-Zellen in 

flüssigen Stickstoff gelagert. 

4.3.4 Passagieren von adhärent wachsenden Zellen 

Die Teilung der adhärent wachsenden NIH/3T3-Zellen erfolgte alle 2-3 Tage. Hierzu 

wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin gelöst. Dazu werden diese 

Zellen mit Trypsin-EDTA (1:10 Volumen der Lösung) für 5min bei 37°C inkubiert. 

Die abgelösten Zellen wurden in Nährmedium aufgenommen und nach Bedarf auf 

Zellkulturschalen aufgeteilt. 

4.3.5 Bestimmung der Zellzahl 

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit Hilfe eines Hemozytometers, einer Neubauer 

Zählkammer, durchgeführt. Hierzu werden die Zellen mit Trypsin abgelöst, pelletiert 

und in 1ml Nährmedium resuspendiert. Nach Erstellung einer Verdünnungsreihe, 

wurden die Zellen unter einem Phasenkontrastmikroskop ausgezählt und nach der 

Formel 3 wurde die Zellzahl pro ml ermittelt. 

 

Zellen/ml = Anzahl der Zellen · 1·104 · Verdünnungsstufe  
Formel 3: Bestimmung der Zellzahl 
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4.3.6 Transfektion von NIH/3T3 Zellen 

Für 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⋅106 Zellen pelletiert, in 100µl Nucleofector Soulution-R vorsichtig 

resuspendiert und mit 2,5µg 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 

vorgewärmtes Nährmedium aufgenommen und anschließend in eine Zellkulturschale 

überführt. Nach einem Tag wurde das Nährmedium gewechselt. 

4.4 Proteinbiochemische Standardmethoden 

4.4.1 Konzentrierung von Protein-Lösungen 

Für die Ankonzentrierung von Protein-Lösungen wurden Ultrafiltrationszellen der 

Firma Amicon verwendet. Je nach einzuengendem Volumen wurde eine entsprechend 

große Ultrafiltrationszelle mit einem Membranfilter (Millipore) der Ausschlussgrenze 

von 10kDa verwendet. Die eigentliche Konzentrierung erfolgt in einer 

Ultrafiltrationszelle unter ständigem Rühren von 100 bis 200rpm mit einem Druck 

von 0,5 bis 1bar in einem entsprechenden Puffersystem bei 4°C. 

4.4.2 Dialyse von Lösungen 

Um die Salzkonzentration in Proteinlösungen zu verringern, wurden diese dialysiert. 

Dazu wurden die Proteinlösungen in einem Dialyseschlauch oder einer Dialysezelle 

mit entsprechender Porengröße zwischen 5 und 10kDa gefüllt und gegen den 

gewünschten Puffer mit 100fachem Überschuss dialysiert. Die Dialyse einer 

Proteinlösung findet bei 4°C unter ständigem Rühren je nach Probengröße 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 β-Mercaptoethanol und durch das Detergens SDS aufgelöst 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 

können Proteine nach ihrer molaren Masse, unabhängig 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 Gießstand gepackt und die Polymerisationslösung wurde blasenfrei 

eingelassen. Dann wurde die Polymerisationslösung mit Wasser-gesättigtem Butanol 

überschichtet und bei Raumtemperatur auspolymerisiert. Die auspolymerisierten SDS-

Polyacrylamidgele wurden anschließend 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 Verhältnis von Bisacrylamid 

zu Acrylamid (1:80) verändert. Die Tabelle 4 zeigt das Mischungsverhältnis der 

verschieden prozentigen SDS-Polyacrylamidgele. 

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

Trenngel  Sammelgel 

Gelkomponenten 8% 10% 12%  Gelkomponenten 5% 
MPW 81ml 71ml 56ml  MPW 775µl 

1M Tris (pH 8,8) 75ml 75ml 75ml  1M Tris (pH 6,8) 1250µl 
40% Acrylamid-Mix 20ml 25ml 30ml  40% Acrylamid-Mix 425µl 

40% Acrylamid 20ml 25ml 30ml    
5% SDS 2ml 2ml 2ml  5% SDS 50µl 

TEMED 0,2ml 0,2ml 0,2ml  TEMED 3µl 
10% APS 2ml 2ml 2ml  10% APS 35µl 
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4.4.3.2 Vorbereitung von SDS-Proben  
Die SDS-Proben wurden mit einen 5x Probenpuffer gemischt und für 5min bei 95°C 

erhitzt. Um größere Aggregate aus der Lösung zu entfernen wurde diese für 2min bei 

2000xg zentrifugiert. 

5x SDS-Probenpuffer:  320mM Tris/HCl pH 6,8; 25mM EDTA; 10% SDS; 20% 
Glycerol; 40% β-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 1x 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 Stromstärke auf 25mA erhöht. 

Im Anschluss wurden die Proteine durch eine Coomassie-Färbung nachgewiesen. 

Dazu wurde das SDS-Polyacrylamidgel für 30sec mit der Coomassie-Färbelösung in 

der Mikrowelle erhitzt. Durch die enthaltende Essigsäure wurden die Proteine im 

SDS-Polyacrylamidgel fixiert und für 20min auf dem Schüttler gefärbt. Durch die 

Entfärberlösung wurden überschüssige 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; pH8,35 

Coomassie-Blau-Färbung:  10% Essigsäure; 25% Isopropanol; 0,5% Coomassie 
Brilliant Blau R-250 

Entfärberlösung:  10% Essigsäure; 10% Isopropanol 

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

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

4.4.3.5 Proteintransfer 
Der Immunblot ermöglicht 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 durchgeführt. Das gerade gelaufene SDS-

Polyacrylamidgel wurde auf einen Stapel von drei Whatmanpapieren gelegt, wobei 

das erste Whatmanpapier mit der Blotlösung A und die zwei weiteren mit der 

Blotlösung B getränkt waren. 

Auf das SDS-Polyacrylamidgel wurde anschließend eine mit Methanol aktivierte 

Nitrocellulose möglichst blasenfrei gelegt, um einen optimalen Transfer zu erzielen, 

gefolgt von drei mit Blotlösung C getränkten Whatmanpapieren. Dieser Stapel wurde 

zwischen zwei Graphitplatten gespannt und mit Eis gekühlt. Der Proteintransfer 

erfolgte in Richtung der Anode für 120min bei 1,5mA/cm2.  

Blotlösung A:  300mM Tris/HCl; 20% MeOH 

Blotlösung B:  30mM Tris/HCl; 20% MeOH 

Blotlösung C:  40mM Aminocapronsäure; 25mM Tris/HCl; 20% MeOH 

Phosphat-Puffer: 50mM MgCl2; 50mM Tris-HCl pH 9,5 

4.4.4 Immunblot mit AP-konjugierten Antikörpern 

Bei der Immundetektion werden Substanzen, meistens Proteine, durch Antikörper 

nachgewiesen und mittels Farbnachweis visualisiert. 

Für die Immundetektion wurde die Nitrocellulosemembran zuerst für 60min bei 

Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C mit 3% MP-TTBS (w/v) inkubiert, um 

unspezifische Bindestellen abzusättigen. Die Nitrocellulosemembran wurde darauf 

3mal mit 1x TTBS gewaschen und der primäre Antikörper wurde in einer 

entsprechenden Verdünnung in 1x TTBS für 180min bei Raumtemperatur mit der 

Nitrocellulosemembran inkubiert. Nach einem dreimaligen Waschschritt mit 1x TTBS 

wurde der zweite Antikörper für 60min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach einem erneuten Waschschritt mit 1x TTBS wurde die Nitrocellulosemembran 

zweimal im Phosphatpuffer für 10min inkubiert. Zur Visualisierung wurde zu dem 

Phosphatpuffer die Entwickerlösung gegeben und nach einer ausreichenden 

Entwicklung die Reaktion der Alkalischen-Phosphatase durch einige Tropfen 1%iger 

Essigsäure gestoppt. 
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Als primärer Antikörper wurde ein monoklonaler mouse-anti-Vinculin hVin1 in einer 

Verdünnung von 1:7000 (v/v) verwendet. Als sekundärer Antikörper wurde ein mit 

Alkalischer-Phosphatase gekoppelter Antikörper goat-anti-mouse in einer 

Verdünnung von 1:2000 verwendet. Die Antikörper 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; 50mM Tris-HCl; pH 9,5 

Entwicklerlösung:  10ml Phosphatpuffer; 0,1ml NBT-Lösung; 0,1ml BCIP-Lösung 

NBT-Lösung: 30mg Nitroblautetrazolium in 1ml 70% Dimethylformamid 

BCIP-Lösung: 15mg 5-Bromo-4-Chloro-Indolylphosphat in 1ml Dimethyl-
formamid 

4.4.5 Bildung von F-Aktin Bündeln 

Das Strukturprotein F-Aktin bildet unter bestimmten Vorraussetzungen Bündel aus 

mehreren F-Aktinen. Diese können durch bivalent geladene Metallionen, wie 

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

Für die Durchführung des F-Aktin Bündelungsnachweises wurde zuerst monomeres 

Aktin zu F-Aktin polymerisiert. Dazu wurde 1mg monomeres Aktin in 1ml ABP-

Puffer in Gegenwart von 0,1M KCl für 60min polymerisiert. Für den Nachweis 

wurden 50µl des frisch polymerisierten F-Aktins mit 0,01mg des zu untersuchenden 

Proteins für 5min inkubiert und mit Rhodamin/Phalloidin gefärbt. Die gefärbten        

F-Aktin Bündel 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 Köder bezeichnet (engl. bait), z.B. ein GST-Fusionsprotein wird an 

Glutathion-Sepharose gebunden. Das zweite Protein, die Beute (engl. prey) wird dem 

Gemisch zugefügt. Falls eine Interaktion vorliegt pelletieren die beiden Proteine nach 

einer Zentrifugation. 
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Für die Durchführung werden 10µl aufgeschlämmte Affinitätsmatrix mit 1ml            

2x G-Puffer gewaschen und anschließend in 1ml 2x G-Puffer aufgenommen. Zu 

dieser Lösung werden die zwei Proteine, in diesem Fall ein Vinculin-Konstrukt als 

Köder-Protein und G-Aktin als Beute-Protein in einem molaren Verhältnis von 1:10 

zugegeben. Nach zwei Waschschritten mit 2x G-Puffer wurde das Pellet in SDS-

Probenpuffer für 5min bei 95°C gekocht in einem SDS-PAGE (4.4.3) analysiert. 

5x G-Puffer:  1mM ATP; 5mM Tris/HCl; 0,2mM CaCl2; 2mM NaN3; 1mM 
β-Mercaptoethanol; pH-Wert 8,2 

4.4.7 Cosedimentation mit F-Aktin 

F-Aktin kann durch Zentrifugation bei > 100.000xg vollständig 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.  

Für die Durchführung 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 KCl für 60min polymerisiert.  

Für den Nachweis wurden 0,5mg frisch polymerisiertes F-Aktin, sowie die zu 

charakterisierenden Proteine oder Vinculin-Konstrukte, in einem molaren Verhältnis 

von 1:20 in einem 1ml Ansatz gemischt und für 60min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die Proteine wurden zuvor bei 150.000xg zentrifugiert, um störende Aggregate 

abzutrennen. Dieses Gemisch wurde durch 150.000xg sedimentiert. Der Überstand 

wurde entfernt und das Sediment wurde mit Wasser im selben Volumen 

aufgenommen. Zur Analyse wurden SDS-Proben vom Überstand und dem 

resuspendierten Sediment genommen und in 5x SDS-Probenpuffer (4.4.3) für 5min 

bei 95°C aufgekocht. 

4.4.8 Chemische Quervernetzung „Cross-Link“ 

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

wasserlöslichen Cross-Linker EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) identifiziert 



Material und Methoden  44 

 

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 gehört 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 räumliche Nähe gebracht wurden.  

Für den Nachweis wurde ein molares Verhältnis von 1:5 von Konstrukt zu G-Aktin in 

einem 2x G-Puffer eingesetzt und die Reaktion mit insgesamt 4mM EDC, 5mM 

Sulfo-NHS und 70mM KCl gestartet. Die Reaktion wurde über einen Zeitraum von 

5min verfolgt, indem in gewissen Zeitabständen Proben entnommen wurden. Diese 

wurden sofort in 5x SDS-Puffer aufgenommen und für 5min 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 längeren polymerisierten Aktinen, den 

sogenannten filamentösen-Aktin (F-Aktin) umgewandelt.  

Die Bildung des F-Aktins verläuft über die Aneinanderlagerung von zwei monomeren 

Aktinen bis zu einem ternären 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 sekundäre Komplex eine schwache Interaktion 

zeigt. Erst durch die Anlagerung eines weiteren G-Aktins wird ein stabiler  

Übergangskomplex 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 verändernde spezifische Viskosität 

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

entsteht. 

4.4.9.1 Fluorometrie 
Für 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 Wellenlänge von 365nm angeregt. Das 

emittierte Licht einer Wellenlänge von 407nm wurde detektiert und über einen 

Zeitraum von 5 bis 30min verfolgt. Der Polymerisationsansatz besteht aus 0,44mg   

G-Aktin mit einem 10%igen Anteil Pyren-G-Aktin, 110µl 10x ABP-Puffer und einem 

zu charakterisierenden Protein oder Vinculin-Konstrukt, was in einem molaren 

Verhältnis von 1:10 bis 1:80 zugegeben wurde. Der gesamte Polymerisationsansatz 

wurde mit 40mM KCl gestartet und die Messung am Spektralfluorometer verfolgt. 

Alle Proteine wurden zuvor bei 150.000xg zentrifugiert, um störende Aggregate 

abzutrennen. 

4.4.9.2 Oswald Viskosimetrie 
Für 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 Viskosität über einen Zeitraum von 20min verfolgt. 

Der Polymerisationsansatz besteht aus 1mg G-Aktin, 100µl 10x ABP-Puffer und 

einem zu charakterisierenden Protein oder Vinculin-Konstrukt, was in einem molaren 

Verhältnis von 1:20 bis 1:60 zugegeben wurde. Der gesamte Polymerisationsansatz 

wurde mit 40mM KCl gestartet und die Viskosität gemessen.  

€ 

η = 1T
2T

⎛ 

⎝ 
⎜ 

⎞ 

⎠ 
⎟ −1 

Formel 3: Spezifische Viskosimetrie 
Hier bei steht [η] für die spezifische Viskosimetrie, T1 beschreibt die Durchflusszeit der Probe [s], T2 
die Durchflusszeit von Wasser [s] 

 
Für die spezifische Viskosimetrie-Bestimmung einer Lösung mit dem Oswald 

Viskosimeter wird eine Zeitdifferenz gemessen, die eine Lösung 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 störende 

Aggregate abzutrennen. 

4.4.10 Oberflächenplasmonresonanz Effekte (BIAcore) 

Im direkten Nachweis der Interaktion zwischen Vinculin und Aktin wurde die 

Oberflächenplasmonresonanz (Biacore-Gerät) verwendet. Diese Technik erlaubt den 

Nachweis auch von schwachen Wechselwirkungen zwischen Proteinen. Das Prinzip 

beruht auf der Analyse von Interaktionen zwischen Biomolekülen unter Nutzung des 

Oberflächenplasmonresonanzeffektes. Dabei wird polarisiertes, monochromatisches 

Licht auf eine dünne 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 erhöht sich der Beladungsgrad der Goldoberfläche, 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 CM5-Chip 
Hierzu wurde G-Aktin über eine Thiol-Kupplung an einen CM5-Chip kovalent 

gekoppelt. Die Thiol-Kupplung wurde bei einer Flussgeschwindigkeit von 5µl/min 

durchgeführt, wobei MPW als Flussmedium diente. 

Im ersten Schritt der Thiol-Kopplung wurden zwei Flusszellen des CM5-Chips 

angesteuert und 40µl EDC/NHS-Lösung, gefolgt von 30µl PDEA-Lösung injiziert. Im 

zweiten Schritt wurde 50µg 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 50µl Cystein/Natriumacetat-

Puffer injiziert, um freien Bindestellen abzusättigen. 

Natriumacetat-Puffer:  1M NaCl; 0,1M Natriumacetat; pH4,0 

PDEA-Lösung:  80mM PDEA;100mM Natriumborat 

EDC/NHS-Lösung:  200mM EDC; 50mM NHS 

Cystein/Natriumacetat-Puffer:  1M NaCl; 0,1M Natriumacetat; 50mM Cystein 

pH4,0 
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4.4.10.2 Interaktionsmessungen 
Das Protein wurde zuvor für 60min bei 25°C gegen Biacore L-Puffer dialysiert und 

anschließend 30min bei 150.000xg zentrifugiert, um mögliche Aggregate zu 

sedimentieren. Das Protein, welches bei dieser Methode als Ligand bezeichnet wird, 

wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 20µl/min über 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⋅10-3mmol/l verwendet. Für die 

Analysen der Vinculin-Konstrukte wurden diese als Liganden injiziert. 

Die Assimilationszeiten des Liganden wurden über die Injektionszeit festgelegt und 

lagen meist in einem Bereich von 120sec. Nach Erreichen des Reportpunktes, folgt die 

Dissoziation des Liganden, die über einen längeren Zeitbereich verfolgt wird, welcher 

meist doppelt so lange war. Eine Regeneration des Biacore CM5-Chips wurde mit 

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

Für eine Bestimmung der Dissoziations-Konstante wurden Verdünnungsreihen 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/HCl pH 7,5, 0,2mM CaCl2 

4.4.11 CD-Spektroskopie  

Die CD-Spektroskopie (engl.: circular dichroism) ist eine spektroskopische Methode, 

um bei optisch aktiven Molekülen, die ein Chiralitätszentrum besitzen, die Struktur 

aufzuklären. Zu den optisch aktiven Molekülen zählen auch biologische Substanzen, 

wie Proteine, die durch ihre Größe Sekundärstrukturen, wie β-Faltblatt und α-Helix 

ausbilden. Durch den Circulardichroismus werden diese Strukturmerkmale des 

Proteins identifiziert und können mit anderen Proteinen verglichen werden. 

Für diese Strukturaufklärung wird zirkular polarisiertes Licht verwendet, welches 

durch chirale Verbindungen unterschiedlich stark absorbiert wurde. Durch diese 

Absorptionsunterschiede, welche außerdem noch bei unterschiedlichen Wellenlängen 

gemessen wurden, ergibt sich das CD-Spektrum. 
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Die Proteine wurden zuvor für 60min bei 4°C gegen den CD-Puffer dialysiert und 

anschließend für 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 Na2HPO4; 5mM NaCl; pH7,4 

4.4.12 Kopplung von NHS-Sepharose 

Für die Kopplung der Endoproteinase Glu-C (V8-Protease) aus Staphylococcus 

aureus an die NHS-Sepharose wurden 2mg der V8-Protease in 1ml CP-Puffer 

aufgenommen und gegen 100ml CP-Puffer für 60min bei 4°C inkubiert. Die NHS-

Sepharose wurde 3mal 30min mit 1mM HCl gewaschen und es wurden 2ml NHS mit 

2mg V8-Protease unter ständigem Invertieren auf einem Roller für 180min bei RT 

gekoppelt. Durch die Zugabe von 20ml des BP-Puffers wurde die Reaktion über 

Nacht unter ständigem 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 NaHCo3; 0,5M NaCl; pH 8,3 

BP-Puffer:  0,1M Tris/HCl; 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  
Für eine analytische Spaltung wurden 0,5mg Vinculin mit einer NHS-gekoppelten 

V8-Protease in einem Verhältnis von 1:50 (w/w) bei 25°C inkubiert. Die 

enzymatische Spaltung wurde zeitabhängig mittels SDS-PAGE analysiert und 

verfolgt.  
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4.4.13.2 Präparative Spaltung 
Nachdem die optimale Spaltungszeit über eine analytische Spaltung ermittelt worden 

war, wurde für eine präparative Spaltung Vinculin mit NHS-gekoppelter V8-Protease 

in einem Verhältnis von 1:50 (w/w) unter ständigem Invertieren bei 25°C für 50min 

inkubiert. Zuvor wurde das Vinculin gegen einen proteinase-freien B10-Puffer über 

Nacht bei 4°C dialysiert. Die proteolytische Spaltung wurde durch Sedimentieren der 

NHS-V8-Protease gestoppt und der Überstand mit den Spaltprodukten entnommen. 

4.4.14 Bakterien-Lyse 

Die pelletierten Bakterien wurden in einen entsprechenden Puffer, der abhängig von 

der Weiterverarbeitung des Proteinextraktes ist, aufgenommen. Die resuspendierten 

Bakterien wurden mit 0,5mg/ml Lysozym in einem möglichst kleinen Volumen für 

30min auf Eis lysiert. Die lysierten Bakterien wurden durch eine Spritzenkanüle 

gepresst und durch diese Scherkräfte aufgeschlossen. Größere Mengen Bakterienlysat 

wurden 3mal für 30sec mit einem Ultraschallgerät auf mittlere Stufe aufgeschlossen. 

In einem letzten Schritt wurde das Lysat mit einem Homogenisator homogenisiert. 

Das Bakterienlysat wurde bei 30.000xg zentrifugiert und anschließend sterilfiltriert. 

Mit dem Bakterienlysat wurde sofort weitergearbeitet und mit Hilfe von 

chromatographischen Methoden gereinigt. 

4.4.15 Präparative Methoden der Proteinreinigung 

Für die Proteinreinigung wurden unterschiedliche Strategien verfolgt. Zum einen 

wurden einige rekombinante Proteine tag-frei über Anionenaustauschersäulen und 

getaggten Proteinen über Affinitäts-Chromatographiesäulen gereinigt. Des Weiteren 

wurden nativ isolierte Proteine über Anionenaustauscher und Gelfiltrationssäulen 

gereinigt. Die verwendeten Chromatographiesäulen und Affinitäts-Chromatographie-

säulen wurden nach den Angaben des Herstellers verwendet. 

Der Säulenlauf 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 Proteinlösung kann durch Ultrafiltration konzentriert 

werden und gegebenenfalls in einer 50%igen Glycerin-Lösung, bei -80°C eingelagert 

werden. 
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Für die Aufreinigung von rekombinanten Proteinen können über zusätzlich angefügte 

Aminosäuren oder Proteine, die eine reversible affine Bindung zu einer geeigneten 

Matrix haben, markiert werden. Dieses auch als Affinitätsmarkierung (engl. tag) 

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

Für die Präparation 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 Affinitätsmarkierung 

sehr groß. Der His-Tag besteht aus einer Polyhistidininsequenz, die mit Nickel-Chelat 

eine reversible Bindung herstellt.  

4.4.15.1 Präparation von nativem Vinculin 
Für die Vinculin-Präparation modifiziert nach Siliciano & Carig wird Putenmagen 

verwendet, der wenn möglich frei von Bindegewebe sein sollte, um die Menge von 

Proteasen zu reduzieren [Siliciano & Carig 1986]. Der so zubereitete Putenmagen 

konnte sofort für die Präparation genutzt werden, oder dieser wurde in flüssigem 

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, anschließend für 30min bei 4000rpm pelletiert, danach wird 

dieser Schritt erneut mit dem Pellet wiederholt. Das Pellet wurde zweimal mit dem 

Homogenisierungs-Puffer gewaschen und für 40min bei 9000rpm zentrifugiert. 

Um Vinculin aus dem Pellet zu extrahieren, wurde das Pellet in 1,5L Extraktionspuffer 

aufgenommen und für 30min bei 37° inkubiert. Nach der Extraktion wurde die 

Lösung für 60min bei 13.000rpm pelletiert und der Überstand wurde in ein neues 

Gefäß überführt. Um α-Actinin aus dem Überstand zu entfernen wurde die Lösung mit 

Essigsäure auf einen pH-Wert von 7,0 und dann auf eine finale Konzentration von 

10mM MgCl2 eingestellt und für 15min bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend 

wurde die Lösung für 30min bei 13.000rpm pelletiert und der Überstand in ein neues 

Gefäß überführt. 
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Um Vinculin spezifisch aus der Lösung zu fällen, wurde eine finale 

Ammoniumsulfatsättigung von 35% eingestellt und die Lösung für 60min bei 4°C 

gerührt. Die Lösung wurde anschließend für 120min bei 35.000rpm zentrifugiert. Das 

Pellet wurde in 50ml B-10 Puffer aufgenommenen und über Nacht gegen 2L B-10 

Puffer dialysiert. Das Dialysat wurde nochmals für 60min bei 35.000rpm 

klarzentrifugiert und der Überstand wurde in ein neues Gefäß übernommen. 

Die grob gereinigte Proteinlösung wurde über 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 Lösungen in einer 

Amiconzelle (50ml) konzentriert (4.4.1) und anschließend über Nacht gegen B-10 

Puffer bei 4°C dialysiert (4.4.2).  

Das Protein-Konzentrat wurde auf die Gelfiltrationssäule SuperdexTM-200 appliziert 

und als Laufpuffer wurde der B-10 Puffer verwendet. Bei einer Gelfiltration werden 

Proteine nach deren Größe getrennt, wobei die kleineren Proteine länger in der 

Säulen-Matrix verweilen als größere Proteine. Der Säulenlauf 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 über Nacht gegen den B-10 Puffer dialysiert (4.4.2).  

Im finalen Reinigungsschritt wurde die Proteinlösung auf eine Mono-QTM-Säule 

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 Säulenlauf 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 

Proteinlösung durch Ultrafiltration konzentriert werden und das Vinculin kann in 

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

Homogenisierungs-Puffer: 100mM PMSF; 1mM 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 Präparation von nativen Vinculin-Kopf 
Für die Präparation des nativen Vinculin-Kopfes wurde das gesamte Puten-Vinculin 

mit Hilfe einer V8-Protease in Vinculin-Kopf und Vinculin-Schwanz gespalten. Die 

Spaltprodukte wurden über eine mit Puffer-A äquilibrierte MonoQTM-Säule mit einer 

Flussgeschwindigkeit von 1ml/min appliziert und nach Erreichen einer Basislinie 

wurde der lineare Gradient von 10-400mM NaCl gestartet. Die Elution wurde 

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

durch SDS-PAGE (4.4.3) analysiert. 

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

4.4.15.3 Präparation von rekombinanten Vinculin-Konstrukten 
Für eine tagfreie Aufreinigung wurde das Bakterienlysat über eine DEAE-Säule mit 

einem linearen NaCl-Gradienten getrennt. Dazu wurde die DEAE-Säule zuvor mit 

B10-Puffer äquilibriert und mit einer Flussgeschwindigkeit von 4ml/min das Lysat auf 

die Säule appliziert. Nach Erreichen einer Basislinie wurde der Gradient gestartet und 

die Elution photometrisch bei einer Wellenlänge von 280nm verfolgt und das Eluat 

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

(4.4.3). 

4.4.15.4 Präparation von rekombinanten Vinculin-Konstrukten als 
GST-Fusionsproteine 

Für die Affinitätschromatographie 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 äquilibriert 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 Na2HPO4; 1,8mM KH2PO4; 2,7mM Kcl; 140mM 
NaCl; pH-Wert 7,3 

GSTE-Puffer:  50mM Tris/HCl; 10mM Glutathion; pH-Wert 8,0 
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4.4.15.5 Präparation von rekombinanten Vinculin-Konstrukten als 
His-Fusionsprotein 

Für die Affinitätschromatographie wurden unterschiedliche Säulenmatrizes, 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 Durchführung, verwendet. 

Das Bakterienpellet wurde in HisW-Puffer resuspendiert und aufgeschlossen. Die Ni-

NTA Agarose wurde mit 1ml/min HisW-Puffer äquilibriert und der Proteinextrakt 

appliziert. Die Ni-NTA Agarose wurde mit 1ml/min HisW-Puffer gewaschen, bis eine 

konstante Basislinie erreicht wurde. Danach erfolgt die Elution mit 1ml/min HisE-

Puffer, das Eluat wurde in Fraktionen gesammelt und mit einem SDS-PAGE 

analysiert (4.4.3). 

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

HisE-Puffer:  50mM Tris/HCl; 500mM NaCl; 50mM Imidazol; pH-Wert 8,0 

HisW
TED-Puffer:  50mM NaH2PO4; 300mM NaCl; pH-Wert 8,0 mit NaOH 

HisE
TED-Puffer:  50mM NaH2PO4; 300mM NaCl; 250mM Imidazol; pH-Wert 8,0 

  

 
 
 



Ergebnisse  54 

 

5 Ergebnisse 

5.1 Herstellung von nativen und rekombinanten Vinculin 

5.1.1 Präparation von nativen Vinculin und Spaltprodukte 

Natives Vinculin und Spaltprodukte dienten als Referenz für die rekombinant 

hergestellten Vinculin-Konstrukte. 

5.1.1.1 Präparation von nativen Vinculin (Pute) 
Natives Vinculin wurde nach Siliciano & Carig (1986) aus Glattmuskulatur des 

Putenmagens isoliert. Dazu wurde das Protein über drei sequentielle 

Chromatographieschritte über Q-Sepharose, SuperdexTM-200 und MonoQTM gereinigt.  

Die Abbildung 7 zeigt das Elutionsprofil des Q-Sepharose-Säulenlaufes. Die Elution 

des gewünschten 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. 

 
Abbildung 7: Elutionsprofil und SDS-Gel der nativen Vinculin Präparation (Q-Sepharose) 
a) (Elutionsprofil, Anionenaustauscher: Q-Sepharose) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der 
nativen Vinculin Präparation 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 Säulenlauf wurde mit einem linearen NaCl-Gradienten von 10-400mM mit einer 
Flussrate von 4ml/min gestartet. b) (12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Färbung) Zeigt einige 
ausgewählte Fraktionen des Säulenlaufes. 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 Gelfiltrationssäule SuperdexTM-200 eluiert. Nun fand 

der Finale Säulenlauf statt, bei welchem ein Anionenaustauscher (MonoQTM) 
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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.  

 
Abbildung 8: Elutionsprofil und SDS-Gel der nativen Vinculin Präparation (SuperdexTM-200) 
a) (Elutionsprofil, Gelfiltration: SuperdexTM-200) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der nativen 
Vinculin Präparation. 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-Färbung) Zeigt einige ausgewählte Fraktionen des Säulenlaufes. Die 
Spuren sind mit den Fraktionsnummern versehen, die auch als Punkt in Elutionsprofil a) eingezeichnet 
sind. 

Das gewonnene Vinculin wurde entweder gleich für 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. 

 
Abbildung 9: Elutionsprofil und SDS-Gel der nativen Vinculin Präparation (MonoQTM-Säule) 
a) (Elutionsprofil, Anionenaustauscher: MonoQTM-Säule) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der 
nativen Vinculin Präparation. Aufgetragen ist die optische Dichte von 280nm gegen die einzelnen 
Fraktionen. Des Weiteren wurde der Gradient im Elutionsprofil angegeben. Die gesamt auftragende 
Proteinmenge betrug 5mg. Der Säulenlauf wurde mit einem linearen NaCl-Gradienten von 0-350mM 
mit einer Flussrate von 0,5ml/min gestartet. b) (12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Färbung) 
Zeigt einige ausgewählte Fraktionen des Säulenlaufes. 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 Präparation 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 

(MonoQTM). Dieser wurde mit Puffer-A äquilibriert und mit dem gesamten 

Spaltansatz appliziert. Der Vinculin-Kopf eluiert bei 100-150mM NaCl vollständig 

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 größere 

Ausbeute durch einen größeren Ansatz der limitierten Proteolyse erzielt werden. 

 
Abbildung 10: Elutionsprofil und SDS-Gel der Aufreinigung des nativen Vinculin-Kopfes 
a) (Elutionsprofil, Anionenaustauscher: MonoQTM-Säule) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der 
nativen Vinculin-Kopf Präparation. 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-
Färbung) Zeigt einige ausgewählte Fraktionen des Säulenlaufes. 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 Hühner-Vinculin wurde kloniert, um eine Klonierungsstrategie für die 

Amplifikation des Puten-Vinculins zu etablieren. Des Weiteren wurde dieses auch zur 

Protein-Charakterisierung verwendet. 

Für die Klonierung des gesamten Vinculins aus Huhn, standen als Ausgangsmaterial 

embryonale Hühner-Fibroblasten zur Verfügung. 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, siehe Anhang 9.4.1) gestaltet.  

 
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-Färbung) 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. c) (1%iges Agarosegel, Ethidiumbromid-Färbung) 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-
Färbung) Das Agarosegel zeigt einen analytischen Restriktionsverdau. Die Spur 1 zeigt den 
Restriktionsverdau mit NheI/SacI 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-Färbung) In 
diesem Agarosegel ist die analytische Spaltung von pET100/HK mit NheI/SacI gezeigt. f) In der Spur P 
(12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefärbt) zeigt das gereinigte Vinculin. In der Spur B 
(Western-Blot-Analyse, Antikörper hVin1, kontinuierliches 12%iges SDS-Polyacrylamidgel) zeigt ein 
Western-Blot des Vinculins.  
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Durch den Primer VHK5-F wurde am 5`-Ende eine NheI Restriktionsschnittstelle und 

mit Primer VHK3-R am 3`-Ende eine SacI Restriktionsschnittelle eingefügt. In der 

Abbildung 11b sind die drei verschiedenen Amplifikate dargestellt, die in den 

pGEM®T-Easy-Vektor ligiert wurden. Die Amplifikate wurden für 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 über NheI/SacI in den pET100-Vektor ligiert. Das Fragment HK-3 

wurde über XhoI/SacI in den pGEM®T-Easy/HK-M-Vektor ligiert. Abschließend 

wurde das Fragment HK-M3 über BamHI/SacI in den pET100/HK-5-Vektor ligiert.  

Das Vinculin wurde dahingehend kloniert, dass es N-Terminal einen His-Tag trägt. 

Nach einer Affinitätsaufreinigung wurde das Vinculin (rHV) SDS-Polyacrylamidgel 

rein gewonnen und konnte durch den Antikörper hVin1 detektiert werden    

(Abbildung 11f). 
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5.1.3 Klonierung und Expression von Vinculin aus Pute 

Für die Charakterisierung des rekombinanten mit dem nativen Vinculin und für 

weiterführende Protein-Protein-Wechselwirkungsstudien zwischen Vinculin und 

Aktin wurde rekombinantes Puten-Vinculin benötigt.  

5.1.3.1 Identifizierung der Vinculin Puten cDNA Sequenz 
Für die Klonierung des gesamten Vinculins, stand als Ausgangsmaterial 

Glattmuskelgewebe des Putenkaumagens zur Verfügung. 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, wofür 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 Hühner-Vinculins in den pGEM®T-Easy-Vektor ligiert und 

sequenziert. 

 

 
Abbildung 12: Amplifikate von Puten-Vinculin. 
a) (1%iges Agarosegel, Ethidiumbromid-Färbung) 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-Färbung) Dieses Agarosegel zeigt die Amplifikate der Basen-veränderten 
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. c) (1%iges Agarosegel, 
Ethidiumbromid-Färbung) Dieses Agarosegel zeigt einen Restriktionsanalysen mit NheI/SacI von 
pET100/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 Hühner-Vinculin. Hierzu wurden die beiden Sequenzen miteinander 

verglichen (vgl. Abbildung 13). 

 
Abbildung 13: Sequenzvergleich von Vinculin 
Die Abbildung zeigt den Aminosäuren-Sequenzvergleich zwischen Hühner- und Puten-Vinculin. Um die 
Unterschiede zwischen den Sequenzen zu verdeutlichen, wurden nur die Aminosäuren in der Puten- 
Sequenz in blau markiert, die mit der Sequenz des Hühner-Vinculins nicht übereinstimmen. Dieser 
Sequenzvergleich wurde im Anhang (9.2) größer abgebildet. Die Kopf-Region ist bläulich, die Linker-
Region orange und die Schwanz-Region rötlich unterlegt. 

Die Aminosäuresequenz 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 ähnlich. Sie besitzen die gleiche Anzahl von Aminosäuren, 

unterscheiden sich aber in 4 Aminosäuren (D73A, I141L, S439P und V598>I). 

Alle Unterschiede liegen in der Kopfregion. Die Aminosäuresequenz 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 Aminosäuren-

Sequenz von Puten-Vinculin ist im Anhang (9.2) dargestellt. Bei der Vinculin-

Putensequenz wurde am 5`-Ende und 3`-Ende die Sequenz dahingehend verändert, 

dass über Primer  Restriktionsschnittstellen eingefügt wurden. 
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5.1.3.3 Klonierung des Puten-Vinculins 
Zur Klonierung des gesamten Vinculin-Konstruktes wurde die Base T2547C 

ausgetauscht, um eine XhoI-Restriktionsschnittstelle zu erhalten. Dieser Austausch 

erfolgte über 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 trägt, um die Aufreinigung des Proteins zu erleichtern   

(vgl. Abbildung14a). 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 Affinitätschromatographie-Säule konnte das Protein SDS-Gel rein mit 

einer apparenten Molmasse von 120kDa isoliert werden. 

 
Abbildung 14: Expression und Reinigung von Puten-Vinculin 
a) Schematische Darstellung des Vinculin-Konstruktes rPV (D1-D5 / AS 1-1066). b) (Elutionsprofil, 
Affinitätsmatrix: Ni-TED) Zeigt das Elutionsprofil der rekombinanten Vinculin-Präparation. 
Aufgetragen ist die optische Dichte gegen das Elutionsvolumen. Des Weiteren ist die Konzentration von 
Imidazol angegeben. Es wurde eine 4ml Ni-TED Säule, mit einer Flussgeschwindigkeit von 1ml/min 
verwendet. c) (12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefärbt) 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 Säule 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 verstärkenden G-Aktinpolymerisation wurden gezielt Konstrukte von 

Vinculin-Kopf und Vinculin-Schwanz hergestellt, die vom C-Terminus oder vom     

N-Terminus in unterschiedlichem Maß verkürzt wurden. Durch diese 

Deletionsmutanten wurde die Wechselwirkung mit Aktin untersucht. Es wurden 

gezielt Vinculin-Kopf-Konstrukte hergestellt, die sich in der Länge der Linker-

Region, insbesondere der V8-Spaltstellen unterschieden. Des Weiteren wurden 

Modellkonstrukte des aktivierten Vinculins hergestellt, in dem die Domänen 1 und 1-2 

deletiert wurden. In der Abbildung 15 ist eine Übersicht der verwendeten Fragmente 

dargestellt. 

Für die Amplifikation dieser Konstrukte wurde der pET100/PV-Vektor als Template 

verwendet. Für diese Aufgabe wurden Primer gestaltet, die eine NheI 

Restriktionsschnittstelle und ein Startcodon am 5`-Ende, sowie ein Stopcodon gefolgt 

von einer SacI Restriktionsschnittstelle einfügen (vgl. 4.2.3). Die rekombinanten 

Konstrukte wurden in löslicher Form in den Expressionsbakterien BL21(DE) 

CodonPlus angereichert (vgl. 4.2.15), und wurden aus dem Überstand des 

Bakterienlysates isoliert (vgl. 4.4.14). Die chromatographische Aufreinigung der 

Konstrukte erfolgt über eine Ni-NTA- (vgl. 4.4.15.5) oder einer GST-Agarose-

Affinitätssäule (vgl. 4.4.15.4). Wenn nötig wurden diese noch einmal auf einer 

MonoQTM-Säule gereinigt, um die Konstrukte möglichst elektrophoretisch rein zu 

bekommen. Eine Muster-Aufreinigung des Konstruktes Vh1-857 wird im nächsten 

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 Aktivität. Diese Konstrukte 

wurden sterilfiltriert und konnten bis zu zwei Wochen auf Eis gelagert werden. 
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Abbildung 15: Übersicht 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 Domänen 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) ausgewählt. 

In der Abbildung 16a) sind die Konstrukte des Vinculin-Kopfes schematisch 

dargestellt. Die Amplifikate der Konstrukte Vh1-717, Vh1-776, Vh1-835, Vh1-850, Vh1-857  

& Vh1-895 wurden über BamHI/SacI und die Konstrukten Vh253-857 & Vh493-857 über 

NheI/SacI in einen zuvor gespaltenen pET100/PV-Vektor ligiert. In der        

Abbildung 16b) sind die Expressionskontrollen gezeigt und in c) ist der Reinheitsgrad 

der Konstrukte dargestellt. Alle Konstrukte außer von Vh1-850 und Vh1-895 sind 

elektrophorese-rein. Das Konstrukt Vh1-895 konnte nicht optimal von den restlichen 

Proteinen und Abbauprodukten getrennt werden. Einen möglichen Grund dafür stellt 

der lange hydrophobe Linkerbereich dar. Es konnte auch beobachtet werden, dass die 

chromatographische Trennung mit Zunahmen der Linker-Region erschwert wurde. 

 
Abbildung 16: Klonierung und Expression der Vinculin-Kopf-Konstrukte 
a) Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der Konstrukte (1) Vh1-717, (2) Vh1-776, (3) Vh1-835, 
(4) Vh1-850, (5) Vh1-857, (6) Vh1-895, (7) Vh253-857 und (8) Vh493-857. b) (12% SDS-Polyacrylamidgel, 
Coomassie-gefärbt) 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. c) (12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-
gefärbt) Diese unterschiedlichen SDS-Gele zeigen in den Spuren 1-8 die gereinigten Konstrukte. 
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5.1.4.2 Konstrukte der Domäne 4 unter Einbeziehung der Linker-
Region 

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

der Domäne 4 die bekannten V8-Protease-Spaltstellen ausgewählt, sowie die   

Domäne 4 N- und C-terminal verkürzt. Die Abbildung 17a) zeigt eine schematische 

Übersicht der hergestellten Domäne 4 und Konstrukte (nicht dargestellt D4G719-835, 

D4G719-850). Für die Klonierung wurden die Amplifikate über NheI/SacI in den 

Expressionsvektor pET100-Vektor und pET100-GST-Vektor ligiert. Die Konstrukte 

der Domäne 4 (D4H719-835, D4H719-850, D4H719-857, D4G719-835, D4G719-850, D4G719-857, 

D4G719-776, D4G719-743, D4G741-857 & D4G774-857) konnten nur bedingt durch den His-Tag 

gereinigt werden, jedoch liegt das exprimierte Protein im Überschuss 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 höhere Aggregate bildeten und 

als farbloses Sediment ausfielen. 

 
Abbildung 17: Klonierung und Expression der Domäne 4 Konstrukte 
a) Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der Konstrukte (1) D4H719-835, (2) D4H719-850, (3) 
D4H719-857, (4) D4719-857, (5) D4741-857, (6) D4774-857, (7) D4719-776& (8) D4719-743. b) (12% SDS-
Polyacrylamidgel, Coomassie-gefärbt) 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 II das Bakterienlysat nach der Expression zeigt. c) 
(12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefärbt) Diese unterschiedlichen SDS-Gele zeigen in den 
Spuren 1-8 die gereinigten Konstrukte. 
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5.1.4.3 Konstrukte der Domäne D5 unter Einbeziehung der 
Linker-Region (Vinculin-Schwanz) 

Wie bei den Konstrukten des Vinculin-Kopfes (5.1.4.1) und der Domäne 4 (5.1.4.2) 

wurden die bekannten V8-Protease-Spaltstellen ausgewählt. Es wurden außerdem 

Konstrukte mit der gesamten Linker-Region, sowie nur die Domäne 5 hergestellt 

(Abbildung 18a).  

Für die Klonierung wurden die Amplifikate über NheI/SacI in den Expressionsvektor 

pET100-Vektor ligiert. Die Konstrukte haben eine Größe um 20kDa. In der 

Abbildung der Expressionskontrolle erkennt man einen leichten Unterschied zwischen 

den einzelnen Größen, der theoretisch von 26kDa bis 18kDa variieren kann. Die 

gereinigten Konstrukte der Domäne 5 sind, bis auf das Konstrukt Vt896-1066, 

elektrophoretisch rein. Die vier Konstrukte konnten nur sehr begrenzt auf Eis gelagert 

werden, da auch die Konstrukte des Vinculin-Schwanzes Aggregate bildeten. 

 
Abbildung 18: Klonierung und Expression der Vinculin-Schwanz-Konstrukte  
a) Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der Konstrukte (1) Vt836-1066, (2) Vt851-1066, (3) 
Vt858-1066 und (4) Vt896-1066. b) (12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefärbt) 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 II das Bakterienlysat nach der 
Expression zeigt. c) (12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefärbt) Diese unterschiedlichen SDS-
Gele zeigen in den Spuren 1-4 die gereinigten Konstrukte. 

 

5.1.4.4 Vinculin-Modell-Konstrukte („geöffnetes“ Vinculin) 

Es wurden N-terminal-verkürzte Konstrukte des Vinculins hergestellt, indem 

schrittweise die Domänen deletiert wurden. Eine schematische Übersicht der 

Konstrukte ist in Abbildung 19a) dargestellt. Die Modell-Konstrukte dienen 

modellhaft für das geöffnete Vinculin (D2-D5 & D3-D5). Das Fehlen der Domäne 1 

begünstigt 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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Für die Klonierung wurden die Amplifikate über NheI/SacI 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 über den Schwanz höhere Aggregate bildeten. 

 
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-gefärbt) Diese unterschiedlichen SDS-Gele zeigen die 
Expressionskontrolle der in a) vorgestellten Konstrukte in den Spuren 1 und 2, wobei die Spur I das 
Bakterienlysat vor der Expression und  die Spur II das Bakterienlysat nach der Expression zeigt. c) 
(12% SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-gefärbt) 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 Eluats zu verbessern, wurde die Matrix mit 5-10mM Imidazol gewaschen, 

wodurch das Protein bereits in größeren Mengen eluiert. Somit wurde auf einen 

Waschschritt verzichtet (nicht dargestellt). 

 
Abbildung 20: Elutionsprofil und SDS-Gel der rekombinanten Vinculin-Kopf-Präparation 
a) (Elutionsprofil, Affinitätsmatrix: Ni-NTA-Agarose) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der 
rekombinanten Vinculin-Kopf (Vh1-857) Präparation und die Imidazol-Konzentration wurde angegeben. 
Aufgetragen ist eine optische Dichte von 280nm gegen das Volumen. Der Säulenlauf wurde mit einer 
Flussrate von 2ml/min betrieben. b) (12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Färbung) Die 
Abbildung zeigt einige ausgewählte Fraktionen des Säulenlaufes. 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 MonoQTM appliziert. Das Konstrukt Vh1-857 eluiert im Bereich von 220-

360mM NaCl, wie in der Abbildung 21a gezeigt. Das Konstrukt Vh1-857 konnte durch 

diese Reinigungsfolge elektrophoretisch rein hergestellt werden. Diese Aufreinigung 

steht als Beispiel für die weiteren Konstrukte. 

 
Abbildung 21: Elutionsprofil und SDS-Gel der rekombinanten Vinculin-Kopf-Präparation 
a) (Elutionsprofil, Anionenaustauscher: MonoQTM-Säule) Die Abbildung zeigt das Elutionsprofil der 
rekombinanten Vinculin-Kopf (Vh1-857) Präparation und der Gradient ist im Elutionsprofil angegeben. 
Aufgetragen ist eine optische Dichte von 280nm gegen das Volumen. Der Säulenlauf wurde mit einen 
linearen Gradienten von 10-500mM NaCl, mit einer Flussrate von 0,5ml/min gestartet. b) (12%iges 
SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Färbung) Die Abbildung zeigt einige ausgewählte Fraktionen des 
Säulenlaufes. 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 Chimären-Proteinen, die einen    

N-terminal gelegenen Affinitätstag tragen, verglichen. 

Die nativen und rekombinanten Vinculin, sowie die Vinculin-Kopf Konstrukte      

(Vh1-850 und Vh1-857) konnten durch einen monoklonalen Antikörper hVin1 in einer 

Immundetektion spezifisch nachgewiesen werden, außerdem waren die molekularen 

Größen 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 Übersicht darüber zu gewinnen, ob der Anteil an Sekundärstruktur 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 möglichst 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). 

 
Abbildung 22: CD-Spektrum des Vinculins 
In der Abbildung a) sind die CD-Spektren dargestellt. Die Elliptizität ist gegen die Wellen 190 bis 
260nm aufgetragen. Dargestellt ist das gesamte Vinculin, mit den Proteinen nPV, rPV und rHV.          
b) Sowie die Sekundärstrukturen der einzelnen Proteine in einem prozentualen Verhältnis nach der 
Methode von (4.4.11). 

 

In Abbildung 22 sind die CD-Spektren des gesamten Vinculins gezeigt, sowie die 

Anteile der jeweiligen Sekundärstrukturen sind aufgeführt. Man erkennt, dass alle 

CD-Spektren denselben Kurvenverlauf aufweisen. Die Verteilung der 

Sekundärstruktur ist sehr ähnlich, aber nicht identisch. Es liegt ein Unterschied in der 

β-Faltblattstruktur vor, der Anteil der rekombinanten Proteine ist um 10% höher als 

bei dem nativen Protein. Der α-Helixanteil der Proteine ist nahezu gleich. 

 
Abbildung 23: CD-Spektrum des Vinculin-Kopfes 
In der Abbildung a) sind die CD-Spektren dargestellt Die Elliptizität ist gegen die Wellen 190 bis 
260nm aufgetragen. Dargestellt ist das gesamte Vinculin, mit den Proteinen nPV, rPV und rHV.          
b) Sowie die Sekundärstrukturen der einzelnen Proteine in einem prozentualen Verhältnis 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 Sekundärstruktur im Bereich der α-Helix und β-Faltblattstruktur 

sehr ähnlich. Es gibt Unterschiede in den Sekundäranteilen zwischen dem 

rekombinanten und nativen Vinculin, besonders unterscheiden sich der                      

β-Faltblattstrukturanteil. Der native und rekombinante Vinculin-Kopf zeigten 

ebenfalls Unterschiede im β-Faltblattstrukturanteil, jedoch geringer als beim Vinculin. 

Der α-Helixstrukturanteil des Vinculins und des Vinculin-Kopfes sind relativ gleich, 

im Vergleich zwischen den nativen und rekombinanten Proteinen. Vinculin besteht 

hauptsächlich aus α-Helices und nur zu einem geringen Teil aus β-Faltblattstrukturen 

[Bakolitsa et al., 2004]. Ein struktureller Unterschied der Proteine kann durch die 

eingesetzten Proben begründet 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 α-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 möglichen Aktinbindung von Vinculin-Konstrukten wurde 

zunächst der Effekt auf die Nukleation der Aktinpolymerisation gemessen. Dazu 

wurde die Aktivität der nativen Proteine (Vinculin, Vinculin-Kopf und Vinculin-

Schwanz) mit den entsprechenden Konstrukten verglichen. 

Um die Basisaktivität der einzelnen Konstrukte zu bestimmen, wurde die 

Aktinpolymerisation fluorometrisch im Spektralfluorometer für 30min verfolgt. 

Auf der Abbildung 24 sind die einzelnen fluorometrisch vermessenen Aktin-

Polymerisationsansätze der Konstrukte des Vinculin-Kopfes, das gesamte Vinculin 

und der Vinculin-Schwanz in einem molaren Verhältnis von 1:20  dargestellt. Der 

Vergleich zwischen der Aktin-Kontrolle und aller Vinculin-Kopf-Konstrukte zeigt, 

dass diese eine aktinnukleationverstärkende Eigenschaft besitzen. Das gesamte 

Vinculin zeigte eine gewisse nukleationsverstärkende 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 Funktionalität der Konstrukte 

bestätigt. 

 
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 Vt858-1066 (rVt) und die Aktin-Kontrolle 
dargestellt. In den Diagrammen ist die Fluoreszenzintensität gegen die Zeit [sec] aufgetragen. Für die 
Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend aus 0,4mg/ml Aktin mit 10% Pyren-
Aktin und das zu analysierende Konstrukt in einem molaren Verhältnis von 1:20 mit 100mM KCl 
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 

Basisaktivität zwischen den rekombinanten und dem nativen Proteinen besteht nur ein 

geringfügiger Aktivitätsunterschied. 

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

Für 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 mögliche 

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 Rückschlüsse auf 
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die Zahl der Filamente bzw. Nuklei gezogen. Die Nukleation der Aktinpolymerisation 

bedeutet die Bildung zunächst eines binären und später eines ternären Komplexes, der 

einen stabilen Nukleus für ein Filament darstellt. Die beiden Verfahren unterscheiden 

sich in der Art des Nachweises des F-Aktins, welcher bei der Viskosität durch die sich 

verändernde Viskosimetrie der Lösung erfolgt und bei der Fluorometrie durch die 

Fluoreszenzintensität des Pyren-markierten Aktins gemessen wird. 

5.3.1 Qualitative Nukleationsaktivität der Vinculin-Konstrukten 

Die Eigenschaft der einzelnen Vinculin-Konstrukte in Hinblick auf eine 

Nukleationsverstärkung der Aktinpolymerisation wurde viskosimetrisch untersucht 

(4.4.9.2). Verfolgt man die Polymerisation des Aktins ohne Vinculin, so erhält 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 (stationäre Phase). 

Anhand einer verkürzten Nukleationsphase kann man auf eine Nukleationsaktivität 

schließen. Die Polymerisationsgeschwindigkeit erlaubt Rückschlüsse auf die Zahl der 

gebildeten Nuklei und die Höhe der stationären Phase gibt Auskunft über die Länge 

der entstehenden Aktin-Fragmente. 

Durch die gezielten Deletionen von Domänen oder Bereichen wurde empirisch 

versucht die aktive Region des Vinculin-Kopfes zu identifizieren. Die Vinculin-Kopf-

Konstrukte sind in C-terminal- und N-terminal-verkürzte 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-verkürzten (Abbildung 26) Vinculin-

Kopf-Konstrukte erreichen alle eine stationäre Phase bei einer spezifischen Viskosität 

von η=0,5 und zeigen einen sigmoiden Verlauf. Die Konstrukte Vh1-895, Vh1-857,    

Vh1-850 und Vh1-835 zeigen eine kürzere Lag-Phase, als die Aktin-Kontrolle. Das 

Konstrukt Vh1-835 zeigt einen geringeren Effekt. Insgesamt kann für alle Vinculin-

Kopf-Konstrukte in Abbildung 25 eine Verkürzung der Lag-Phase und somit eine 

Verstärkung des Aktinnukleationseffektes gemessen werden. 
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Abbildung 25: Aktivitätsanalyse der C-terminal-veränderten Kopf-Konstrukte 
Die Abbildung stellt die spezifischen Viskositätskurven der Konstrukte Vh1-835, Vh1-850, Vh1-857 und     
Vh1-895 dar. Hier wurde die spezifische Viskosität gegen die Zeit aufgetragen. In der Legende sind die 
Namen der Konstrukte gelistet. Für die Viskositätsmessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend 
aus 1mg/ml Aktin und das zu untersuchende Konstrukt im molaren Verhältnis von 1:20 mit 100mM KCl 
gestartet. Als Aktin-Kontrolle der Polymerisation diente allein der Polymerisationsansatz.  

 

Dagegen zeigen die Konstrukte Vh1-776 und Vh1-717 (Abbildung 26) denselben Verlauf 

wie die Aktin-Kontrolle und sind somit inaktiv. 

 
Abbildung 26: Aktivitätsanalyse der C-terminal-veränderten Kopf-Konstrukte 
Die Abbildung stellt die spezifischen Viskositätskurven der Konstrukte Vh1-776 und Vh1-717 dar. Hier 
wurde die spezifische Viskosität gegen die Zeit aufgetragen. In der Legende sind die Namen der 
Konstrukte gelistet. Die Viskositätsmessung erfolgt wie in der Abbildung 25. 

 

Demnach sind alle Konstrukte Vh1-835, Vh1-850, Vh1-857 und Vh1-895, die eine komplette 

Domäne 4 und Bereiche der Linker-Region enthalten, aktiv. Die Konstrukte Vh1-776 

und Vh1-717 sind inaktiv. 
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Abbildung 27: Aktivitätsanalyse der N-terminal-veränderten Kopf-Konstrukte 
Die Abbildung stellt die spezifischen Viskositätskurven der Konstrukte Vh253-857 und Vh493-857 dar. Hier 
wurde die spezifische Viskosität gegen die Zeit aufgetragen. Die Viskositätsmessung erfolgt wie in der 
Abbildung 25. 

 

In Abbildung 27 sind die Kurven der N-terminal verkürzten Konstrukte Vh493-857 und 

Vh253-857 dargestellt. Nur die Kurve des Konstruktes Vh493-857 zeigt eine verkürzte 

Lag-Phase. Das Konstrukts Vh493-857 zeigt den gleichen Kurvenverlauf wie die Aktin-

Kontrolle und ist somit inaktiv. Kontrollexperimente mit Vinculin-Konstrukten des 

Schweins (SVh493-835 und SVh493-850) zeigten das gleiche Ergebnis (nicht abgebildet). 

5.3.1.2 Vinculin-Konstrukte der Domäne 4 
Die abgebildeten Kurven (Abbildung 28) zeigen einen sigmoiden Verlauf und 

erreichen die stationären Phase bei η=0,45. Die Kurven der Konstrukte D4H719-857, 

D4H719-850 und D4H719-835 zeigen alle eine verkürzte Lag-Phase gegenüber der Aktin-

Kontrolle. Das Konstrukt D4H719-835 zeigt allerdings einen geringeren Effekt. 

Die Konstrukte haben eine nukleationsfördernde Eigenschaft auf Aktin. Die gleichen 

Konstrukte D4G719-857, D4G719-850 und D4G719-835, jedoch mit einem GST-Tag am        

N-Terminus, zeigten keine nukleationsfördernde Eigenschaft (nicht abgebildet). 

Wahrscheinlich wird der Aktivitätsverlust durch den relativ großen GST-Tag 

ausgelöst. Die verkürzten Konstrukte der Domäne 4 D4G741-857, D4G774-857, D4G719-776 

und D4G719-743 zeigten ebenfalls keine Aktivität (nicht dargestellt). Ob dieser 

Aktivitätsverlust durch den vorhandenen GST-Tag, oder ob diese Konstrukte 

grundsätzlich keine Aktivität besitzen, kann somit nur noch durch eine 

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

5.3.1.3 Vinculin-Schwanz-Konstrukte 
Für die Charakterisierung einer möglichen Nukleationsverstärkung der Aktin-

polymerisation wurden auch unterschiedliche Konstrukte des Vinculin-Schwanzes 

hergestellt und viskosimetrisch (4.4.9.2) analysiert. 

 
Abbildung 29: Aktivitätsanalyse der N-terminal-verkürzten Schwanz-Konstrukte 
Die Abbildung zeigt die N-terminal-verkürzten Schwanz-Konstrukte Vt836-1066, Vt851-1066, Vt858-1066 und 
Vt896-1066. In der Legende sind die Namen der Konstrukte gelistet. Das Diagramm zeigt die spezifische 
Viskosimetrie gegen die Zeit aufgetragen. Die Viskositätsmessung erfolgt wie in der Abbildung 25. 
 

In der Abbildung 29 zeigen die Konstrukte Vt836-1066, Vt851-1066, Vt858-1066 und Vt896-1066 

einen sigmoidalen Kurvenverlauf und erreichen die stationären Phase bei η=0,45.  
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Die Konstrukte Vt836-1066, Vt851-1066, Vt858-1066 enthalten Teile der Linker-Region und 

zeigen eine geringfügig kürzere Lag-Phase als Aktin allein, wobei das Konstrukt 

Vt896-1066 keinerlei Aktivität zeigt.  

Die Schwanz-Konstrukte Vt836-1066, Vt851-1066 und Vt858-1066 zeigen einen relativ 

schwachen verstärkenden nukleationsfördernden Effekt des G-Aktins, jedoch zeichnet 

sich das Fragment Vt836-1066, das die komplette Linker-Region besitzt, als das Aktivste 

aus, während Vt896-1066 ohne Linker-Region inaktiv ist. 

 

5.3.1.4 Vinculin-Modellkonstrukte 
Für die geöffnete Vinculinstruktur wurden die Domänen D2-D5 und D3-D5 als 

Modell-Konstrukt hergestellt und auf eine Aktinpolymerisation getestet. Die 

Abbildung 30 zeigt die Viskositätskurven der gemessenen Konstrukte.  

Beide Modell-Konstrukte, D2-D5 und D3-D5, zeigen einen verstärkenden 

nukleationsfördernden Effekt des G-Aktins.  

 
Abbildung 30: Aktivitätsanalyse der N-terminal-veränderten Kopf-Konstrukte 
Die Abbildung stellt die spezifischen Viskosimetriekurven der verlängerten Kopf-Konstrukte D2-D5 und 
D3-D5 dar. Hierzu ist die spezifische Viskosimetrie gegen die Zeit aufgetragen. Die Viskositätsmessung 
erfolgt wie in der Abbildung 25. 

 

5.3.1.5 Übersicht über die Nukleationsaktivität der verschiedenen 
Konstrukte 

In dieser Übersicht sind die jeweiligen Vinculin-Konstrukte und Deletionsmutanten 

und deren nukleationsfördernde 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 Stärke einer nukleationsfördernden Eigenschaft 

angegeben werden. 

Tabelle 5: Übersicht der Nukleationsaktivität 
Konstrukt Nukleationsaktivität  Konstrukt Nukleationsaktivität 

Vh1-895 +++  D4H719-857 +++ 
Vh1-857 +++  D4H719-850 +++ 
Vh1-850 +++  D4H719-835 ++ 
Vh1-835 ++  D4G719-857 - 
Vh1-776 -  D4G719-850 - 
Vh1-717 -  D4G719-835 - 
Vh253-857 +++  D4G719-776 - 
Vh493-857 -  D4G719-743 - 
   D4G741-857 - 
Vt836-1066 +  D4G774-857 - 
Vt851-1066 +    
Vt858-1066 +  D2-D5 ++ 
Vt896-1066 -  D3-D5 ++ 

 
Ein Nukleationseffekt konnte bei den Vinculin-Kopf-Konstrukten mit kompletter 

Domäne 4 verzeichnet werden. Dieser Nukleationseffekt konnte signifikant durch 

Anteile der Linker-Region verstärkt werden. Es zeigte sich eine Inaktivierung des 

Effektes bei Verwendung der Konstrukte der Domäne 4, wenn diese einen                

N-terminalen GST-Tag enthielten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse  78 

 

5.3.2 Dosis-Abhängigkeit des Effektes von Vinculin-Konstrukten 

auf die Nukleation der Aktinpolymerisation 

Um den nukleationsfördernden Effekt der aktiven Konstrukte weiter zu analysieren, 

wurden die Polymerisationsansätze mit unterschiedlichen Konstruktkonzentrationen 

verwendet. Für 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 schließen, wurden die einzelnen 

Steigungswinkel in Bezug zu der prozentualen Konstruktkonzentration gesetzt. Für 

die konzentrationsabhängige Aktinpolymerisation wurden die Kopf-Konstrukte, die 

Konstrukte der Domäne 4 und die Schwanz-Konstrukte charakterisiert. 

5.3.2.1 Qualitative Analyse der rekombinanten Vinculin-Kopf-
Konstrukte 

Die qualitative Charakterisierung des Vinculin-Kopf-Konstruktes Vh1-857 in Bezug auf 

die Aktinnukleation wurde durch die unterschiedlichen Konzentrationen des 

Konstruktes ermittelt.  

 
Abbildung 31: Vergleichende Nukleationsmessung der unterschiedlichen Vinculin-Konstrukte 
In der Abbildung sind die einzelnen Messergebnisse der Vinculin-Kopf-Konstrukte Vh1-857 und die 
Aktin-Kontrolle dargestellt. In den Diagrammen ist die Fluoreszenzintensität gegen die Zeit [sec] 
aufgetragen. Für die Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend aus 0,4mg/ml 
Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu analysierende Konstrukt in einem molaren Verhältnis von 1:10 
bis 1:80 mit 100mM KCl gestartet. Als Aktin-Kontrolle der Polymerisation diente allein der 
Polymerisationsansatz. 
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Hierzu wurden molare Verhältnisse 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 

Stationärenphase auf einem gemeinsamen Wert von 140 der Fluoreszenzintensität. 

Die Elongations-geschwindigkeit dieser Kurve wird durch unterschiedliche 

Konzentrationen des Vinculin-Kopfes verändert 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 höhere Konzentration des Vinculin-Kopfes verstärkt. 

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 Verhältnis von 1:10 (G-Aktin zu Vh1-857) einen größere 

Elongationsgeschwindigkeit (Steigungswinkel) aufweist, als bei einem molaren 

Verhältnis von 1:80. 

In der Abbildung 32a,b und c sind Fluoreszenz-Kurven der Konstrukte Vh1-835, Vh1-850  

und Vh1-857 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 Verhältnis von 1:10   

(G-Aktin zu Konstrukt) einen größeren Steigungswinkel aufweist, als bei einem 

molaren Verhältnis 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 

Verstärkung der Nukleation ergibt in allen Fällen einen nahezu linearen 

Zusammenhang, wobei der Steigungswinkel dieser Geraden einen quantitativen 

Vergleich der Intensitäten des Effektes für die verschiedenen Konstrukte erlaubt. Die 

Nukleationseffizienz wird offenbar durch den Bereich der Linker-Region 

beschleunigt: So sind die Steigungen der Kurven bei Vh1-857 größer als bei Vh1-835. 

Das Konstrukt Vh1-857 hat somit die größte Aktivität, wie aus dem Vergleich der 

Einzelmessungen mit Vh1-835 hervorgeht. Steigungen der einzelnen Messungen des 



Ergebnisse  80 

 

Konstruktes Vh1-835 sind im Vergleich zu den Konstrukten Vh1-850 und Vh1-857 am 

geringsten (vgl. Abbildung 32d). 

 

 
Abbildung 32: Konzentrationsabhängige Nukleationsmessung der Kopf-Konstrukte 
In der Abbildung sind die einzelnen Messergebnisse der Kopf-Konstrukten a) Vh1-835, b) Vh1-850 und c) 
Vh1-857  dargestellt. In den einzelnen Diagrammen ist hierzu die gesamte Fluoreszenzintensität  gegen 
die Zeit aufgetragen. Für die Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend aus 
0,4mg/ml Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu untersuchende Konstrukt in unterschiedlichen molaren 
Verhältnis von 1:10, 1:20, 1:40 und 1:80 mit 100mM KCl gestartet. Als Aktin-Kontrolle der 
Polymerisation diente allein der Polymerisationsansatz. d) Für den direkten Vergleich zwischen den 
Konstrukten, wurde die Nukleationsverstärkung 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 

Fluoreszenzintensität 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. 

Trägt man die Steigungen der einzelnen Kurven gegen die Zeit auf, wie in der 

Abbildung 33a dargestellt, können die Steigungswinkel bestimmt werden. Diese 

Steigungswinkel werden gegen die prozentuale Konzentration aufgetragen (Abbildung 

33b) und können somit mit anderen Konstrukten in Beziehung gesetzt werden, da 

diese bei geringeren Konzentrationen in einer linearen Beziehung stehen.  

 

 
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 Fluoreszenzintensität gegen die Zeit [sec] 
aufgetragen. Für die Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend aus 0,4mg/ml 
Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu analysierende Konstrukt in einem molaren Verhältnis von 1:10, 
1:20, 1:40 und 1:80 mit 100mM KCl gestartet. Als Aktin-Kontrolle der Polymerisation diente allein der 
Polymerisationsansatz. b) Um das nVh mit anderen Fluoreszenzintensitäts-Messungen zu vergleichen, 
wurde die Nukleationsverstärkung gegen die Konzentration in Prozent aufgetragen. 
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5.3.2.3 Quantitative Analyse der Konstrukte der Domäne 4 
In der Abbildung 34a, b und c sind Fluorometrie-Kurven der Konstrukte D4H719-835, 

D4H719-850 und D4H719-857 dargestellt. Wie in den vorhergingen Messungen (5.3.2.1), 

zeigt auch dieses Konstrukt eine Dosisabhängigkeit auf die Nukleations-

geschwindigkeit. Das Konstrukt D4H719-857 zeigt eine höhere Aktivität, als die  

Domäne 4 (D4H719-835) allein. Die Konstrukte der Domäne 4 zeigten eine Zunahme der 

Nukleationsgeschwindigkeit in Korrelation der Linker-Region, wie die Kopf-

Konstrukte ebenfalls zeigten. 

 

 
Abbildung 34: Konzentrationsabhängige Nukleationsmessung der Konstrukte der Domäne 4 
In der Abbildung sind die einzelnen Messergebnisse der Kopf-Konstrukten a) D4H719-835, b) D4H719-850 

und c) D4H719-857 dargestellt. In den einzelnen Diagrammen ist hierzu die gesamte Fluoreszenzintensität  
gegen die Zeit aufgetragen. Für die Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend 
aus 0,4mg/ml Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu untersuchende Konstrukt in unterschiedlichen 
molaren Verhältnis von 1:10, 1:20, 1:40 und 1:80 mit 100mM KCl gestartet. Als Aktin-Kontrolle der 
Polymerisation diente allein der Polymerisationsansatz. d) Für den direkten Vergleich zwischen den 
Konstrukten, wurde die Nukleationsverstärkung 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 Vt836-1066,       

Vt851-1066, Vt858-1066 und Vt896-1066 dargestellt. 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 

die Steigung der Kurven bei Vt836-1066 größer ist als bei Vt896-1066. 

 
Abbildung 35: Konzentrationsabhängige Nukleationsmessung der Schwanz-Konstrukte 
a) In der Abbildung sind die einzelnen Messergebnisse der Kopf-Konstrukte Vt836-1066, Vt851-1066,      
Vt858-1066 und Vt896-1066 dargestellt. In den einzelnen Diagrammen ist hierzu die relative 
Fluoreszenzintensität gegen die Zeit aufgetragen. Für die Fluorometriemessung wurde ein 
Polymerisationsansatz besteht aus 0,4mg/ml Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu untersuchende 
Konstrukt in unterschiedlichen molaren Verhältnis von 1:20 und 1:40 mit 100mM KCl gestartet. Als 
Aktin-Kontrolle der Polymerisation diente allein der Polymerisationsansatz. b) In dieser Abbildung 
sind die Aktivitäten der einzelnen Proteine dargestellt, indem die Nukleationsverstärkung 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 Fluorometrieintensitäten wurden jeweils gegen die 

Zeit aufgetragen. In beiden Abbildungen erkennt man, dass die Kurven je nach 

molaren Verhältnis von 1:10 (G-Aktin zum Konstrukt) eine höhere Kurvensteigung 

aufweisen als bei den niedrigeren eingesetzten Verhältnissen. Die zwei Konstrukte 

enthalten den kompletten Linkerbereich und unterscheiden sich nur durch eine 

Domäne D2. Beide Modell-Konstrukte verstärken gleichermaßen die Aktinnukleation. 
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Abbildung 36: Konzentrationsabhängige 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 Fluoreszenzintensität gegen die Zeit 
aufgetragen. Für die Fluorometriemessung wurde ein Polymerisationsansatz bestehend aus 0,4mg/ml 
Aktin mit 10% Pyren-Aktin und das zu untersuchende Konstrukt in unterschiedlichen molaren 
Verhältnis von 1:10, 1:20, 1:40 und 1:100 mit 100mM KCl gestartet. Als Aktin-Kontrolle der 
Polymerisation diente allein der Polymerisationsansatz. c) In dieser Abbildung sind die Aktivitäten 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 

Aktivität der einzelnen Proteine bestimmt, indem diese mit unterschiedlichen molaren 

Verhältnissen 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 Aktivität bezeichnet. 

In der Abbildung 37 sind die entsprechenden spezifischen Aktivitäten der jeweiligen 

Konstrukte dargestellt. Vergleicht man die spezifischen Aktivitäten aller Vinculin-

Konstrukte ergibt sich folgendes Aktivitätsspektrum: Der nativ isolierte Vinculin-

Kopf zeigt eine sehr hohe spezifische Aktivität im Vergleich zu den rekombinanten 

Proteinen. Die charakterisierten rekombinanten Proteine können in verschiedene 

Gruppen aufgeteilt werden, in Vinculin-Kopf, die Domäne 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 

nukleationsverstärkenden Effekt dieser Proteine zu analysieren. Man erkennt, dass je 

länger dieser Abschnitt der Linker-Region ist, desto höher wird die spezifische 

Aktivität. Die Daten zeigen, dass dieser Abschnitt einen bedeutenden Einfluss auf den 

nukleationsverstärkenden Effekt hat. Die Vinculin-Modellkonstrukte D2-D5 und      

D3-D5 zeigten eine gleiche spezifische Aktivität, die jedoch geringer ist, als bei dem 

nativen und rekombinanten Vinculin-Kopf. 

Die Kopf-Konstrukte Vh1-850 und Vh1-857 entsprechen dem nativen Vinculin-Kopf. 

Dieser wird durch die V8-Protease gebildet und liegt in einem Gemisch vor, da diese 

Linker-Region zwei Spaltstellen enthält. Durch eine limitierende Proteolyse kann das 

kürzere Spaltprodukt und eventuell nur geringfügig das Längere gebildet werden. Der 

verminderte Aktivitätsunterschied zwischen nativen und rekombinanten Vinculin-

Kopf könnte einen möglichen strukturellen Hintergrund haben, sodass Anteile von 

inaktiven Konstrukten enthalten sind, wodurch ein geringerer Nukleationseffekt 

erzielt wird. 

 
Abbildung 37: Konstrukte im Vergleich 
Die Abbildung zeigt die spezifische Aktivität der jeweiligen Konstrukte an. Durch Messung von 
mehreren Aktinnukleationsversuche mit verschiedenen Protein-Konzentrationen konnte eine spezifische 
Aktivität 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 über den Linkerbereich verbunden ist. Für diese Messung wurde eine 

stöchiometrische Proteinkonzentration zwischen dem Vinculin-Kopf und Vinculin-

Schwanz von 1:1 (mol/mol) eingestellt, um eine möglichst genaue Bildung des 

Intermediats zu erzielen. 

Durch diese Wechselwirkung soll die mögliche Nukleationsfähigkeit 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). 

 
Abbildung 38: Vinculin-Kopf- und Schwanz-Interaktionen und Aktinnukleation 
In der Abbildung ist die fluorometrische Analyse des Vinculin-Kopfes (Vh: Vh1-835) in Kombination des 
Vinculin-Schwanzes (Vt: Vt851-1066) und die Auswirkung auf die Nukleationsfähigkeit der 
Aktinpolymerisation gezeigt. Hierbei wurde, wie in der Legende angegeben, Konzentrationen eingesetzt 
und die Fluoreszenzintensität gegen Zeit aufgetragen. Der Vh und Vt wurde in einem gleichen 
Verhältnis eingesetzt. Der Polymerisationsansatz besteht aus 0,4mg/ml Aktin mit 10%igem Pyren-Aktin 
und das zu analysierende Konstrukt wurde mit 100mM KCl gestartet. a) In diesem Diagramm werden 
die fluorometrischen Messungen der unterschiedlichen Konstrukte gezeigt. b) In diesem Diagramm sind 
die Nukleationsverstärkung, 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 höhere Aktivität, als nur 

Vt und Vh in einer Verdünnung von 1:60. In der Abbildung 38b wird dieser Effekt nur 

durch die Nukleationsverstärkung 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 nukleationsverstärkende 

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

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

Der Zustand des filamentösen Aktins ist von einem ständigen 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-Aktivität der Modell-Konstrukte D2-D5, 

D3-D5 und des Vinculin-Kopfes (Vh1-857) untersucht. Hierzu wurde die 

Depolymerisation des F-Aktins durch eine spontane Verdünnung unterhalb der 

kritischen Konzentration gemessen. Der Capping-Effekt zeigt sich durch eine 

Stabilisierung des F-Aktins, wodurch die Depolymerisation verlangsamt wird.  

 
Abbildung 39: Capping von F-Aktin durch Vinculin-Modellkonstrukte 
Die Abbildung zeigt die einzelnen Messergebnisse der Konstrukten D2-D5, D3-D5 und Vh1-857 sowie 
die Aktin-Kontrolle. Die hervorgehobene Kurve stellt den gleitenden Durchschnitt von 5 Messwerten 
dar. Die Originalkurve ist als schwächere Kurve dargestellt. Bei den einzelnen Kurven wurde die 
Fluoreszenzintensität gegen die Zeit aufgetragen. Für 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 verdünnt. 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 Verhältnis von 1:20 zur Aktin-Kontrolle. Der 

Kurvenverlauf zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der Aktin-Kontrolle 

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

annähernd gleich.  

Abbildung 40 zeigt den Capping-Effekt der Konstrukte D2-D5 in unterschiedlichen 

Konzentrationen. Die Kurvenverläufe der verschiedenen Konzentrationen zeigen 

einen unterschiedlichen Capping-Effekt. Der Capping-Effekt der konzentrierten Probe 

ist stärker, als bei der verdünnten Probe. 

 
Abbildung 40: Capping von F-Aktin durch das Modell-Konstrukt D2-D3 
Die Abbildung zeigt die einzelnen Messergebnisse der unterschiedlichen molaren Verhältnisse 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 schwächere Kurve dargestellt. 
Bei den einzelnen Kurven wurde die Fluoreszenzintensität gegen die Zeit aufgetragen. Die 
Depolymerisation wurde wie in der vorangehenden Abbildung durchgeführt (vgl. Abbildung 39). 

 

Eine abschließende 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse  89 

 

5.5 Proteinwechselwirkung zwischen G-Aktin und den Vinculin-

Konstrukten 

Als weitere Methode für 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 aktinpolymerisationsfördernden Effekt  

besitzt, müsste dieser mit G-Aktin interagieren und wechselwirken. Für die 

Wechselwirkungsstudien wurden Kopf-Konstrukte ausgewählt, D1-D4, die Abschnitte 

von D4 oder die gesamte Domäne 4 enthalten.  

5.5.1 Pulldown mit Vinculin-Kopf-Konstrukten 

In der Abbildung 41 sind die Pulldowns der His-getaggten Konstrukte Vh1-835, Vh1-850 

und Vh1-857 dargestellt. Alle Konstrukte wurden an die Affinitätsmatrix gebunden und 

sedimentiert. Das G-Aktin cosedimentiert ebenfalls unter der Anwesenheit der Kopf-

Konstrukte. Die eingesetzten Konstrukte Vh1-835, Vh1-850 und Vh1-857 zeigen eine 

Protein-Wechselwirkung mit G-Aktin. Das C-terminal verkürzte Konstrukt Vh1-776 

wechselwirkt nicht mehr mit G-Aktin (nicht dargestellt). 

 
Abbildung 41: Pulldown von His-getaggten Kopf-Konstrukten 
(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Färbung) Das SDS-Gel zeigt den Pulldown von G-Aktin 
mit den Konstrukten Vh1-835 a), Vh1-850 b), Vh1-857 c). Für den Pulldown wurden die Konstrukte in einem 
molekularen Verhältnis von 1:10 eingesetzt, wobei G-Aktin im Überschuss vorlag. Die Ansätze wurden 
mehrmals gewaschen W1-W3 und das Sediment des Ansatzes in der Spur P dargestellt. Der Marker ist 
als M angegeben. 

 

5.5.2 Pulldown mit Vinculin Domäne 4 Konstrukten 

Für weitere Wechselwirkungsstudien wurden Konstrukte der Domäne 4 ausgewählt, 

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 D4719-835, D4719-850 und D4719-875 mit   

G-Aktin, mit der entsprechenden Affinitätsmatrix. Die Konstrukte wurden an die 

Affinitätsmatrix gebunden und sedimentierten, wobei alle mit G-Aktin 

cosedimentierten. Die GST- oder His-getaggten Konstrukte D4719-835, D4719-850 und 

D4719-875 zeigten eine Wechselwirkung mit G-Aktin. 

 
Abbildung 42: Pulldown von GST-getaggten Domäne 4 Konstrukten 
(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Färbung) Das SDS-Gel zeigt den Pulldown von G-Aktin 
mit den Konstrukten D4G719-835 a), D4G719-850 b) und D4G719-857 c). Für den Pulldown wurden die 
Konstrukte in einem molekularen Verhältnis von 1:10 eingesetzt, wobei G-Aktin im Überschuss vorlag. 
Die Ansätze wurden mehrmals gewaschen W1-W2 und das Sediment des Ansatzes in der Spur P 
dargestellt. 

 

 
Abbildung 43: Pulldown von His-getaggten Domäne 4 Konstrukten 
(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Färbung) Das SDS-Gel zeigt den Pulldown von G-Aktin 
mit den Konstrukten D4H719-835 a), D4H719-850 b) und D4H719-857 c). Für den Pulldown wurden die 
Konstrukte in einem molekularen Verhältnis von 1:10 eingesetzt, wobei G-Aktin im Überschuss vorlag. 
Die Ansätze wurden mehrmals gewaschen W1-W2 und das Sediment des Ansatzes in der Spur P 
dargestellt. 
 

Für weiterführende Interaktionsstudien mit G-Aktin wurden verkürzte Konstrukte der 

Domäne 4 verwendet. Die Abbildung 44 zeigt die Pulldowns der GST-getaggten 

Konstrukte D4G741-857 a), D4G774-857 b), D4G719-776 c) und D4G719-743 d). Alle Konstrukte 
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wurden an die Affinitätsmatrix gebunden und sedimentierten. Das G-Aktin 

cosedimentiert ebenfalls unter der Anwesenheit von den Konstrukten D4G741-857 und 

D4G774-857. Die Konstrukte D4G719-776 und D4G719-743 führen zu keiner Cosedimentation 

von G-Aktin. 

 
Abbildung 44: Pulldown von GST-getaggten verkürzten Domäne D4 Konstrukten 
(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Färbung) Das SDS-Gel zeigt den Pulldown von G-Aktin 
mit den Konstrukten D4741-857 a), D4774- 857 b), D4719-776 c) und D4719-743 d). Für den Pulldown wurden 
die Konstrukte in einem molekularen Verhältnis von 1:10 eingesetzt, wobei G-Aktin im Überschuss 
vorlag. Die Ansätze 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 Vh1-776 nicht mit G-Aktin interagiert. Betrachtet man die 

Domäne 4, interagieren die N-terminal mit GST oder His fusionierten Konstrukte mit 

G-Aktin. Die Konstrukte der Domäne 4 D4G774-857 und D4G741-857 zeigen eine 

Interaktion mit G-Aktin. Die Konstrukte D4G719-776 und D4G719-743 zeigen dieses nicht 

mehr.  

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

Vh1-857 +  D4G719-857 + 
Vh1-850 +  D4G719-850 + 
Vh1-835 +  D4G719-835 + 
Vh1-776 -  D4G719-776 - 

   D4G719-743 - 
D4H719-857 +  D4G741-857 + 
D4H719-850 +  D4G774-857 + 
D4H719-835 +    

Das G-Aktin zeigte selbst keine Interaktion mit der Ni-NTA oder Glutathion-

Sepharose Affinitätsmatrix. 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 Domäne 4 und auf 

dem N-terminalen Bereich dieser Domäne 4 eingeschränkt 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 räumliche Nähe 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. 

Für die Wechselwirkungsstudien zwischen G-Aktin und Vinculin wurden die 

Vinculin-Kopf-Konstrukte Vh1-857 und Vh1-850 verwendet. Wenn der Vinculin-Kopf 

eine aktinpolymerisationsfördernden Effekt und eine Protein-Protein Wechselwirkung 

mit G-Aktin besitzt, müsste sich unter geeigneten Bedingungen ein Cross-Link 

Produkt zwischen G-Aktin und den Konstrukten bilden.  

 
Abbildung 45: Cross-Link der Vinculin-Kopf-Konstrukte 
(Western-Blot-Analyse, AP-Färbung, Antikörper hVin1, kontinuierliches 12%iges SDS-Polyacryl-
amidgel) Die Abbildung zeigt die Produkte des EDC/NHS Cross-Link zwischen G-Aktin und den Kopf-
Konstrukten in einem zeitabhängigen Verlauf. In der Abbildung a) zeigt das Konstrukt Vh1-850 und b) 
Vh1-857. 
 

Die Abbildung 45 zeigt den Western-Blot des Cross-Links der Vinculin-Kopf-

Konstrukte Vh1-857 und Vh1-850 mit G-Aktin. Das Konstrukt Vh1-857 (Abbildung 45b) 

zeigt nach 2min deutlich mehrere Banden oberhalb des eigentlichen Konstruktes, mit 

einer Größe von 135kDa, 170kDa und 240kDa. Das Konstrukt Vh1-850 (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 Möglichkeit, dass es bei der Bindung zwischen monomeren Aktin und dem 

kürzeren Vinculin-Kopf-Konstrukt Vh1-850 zu keinem Cross-Link-Produkt kommt, da 

die Reaktion sterisch nicht begünstigt ist. 

Zur Kontrolle wurde der Vinculin-Kopf Vh1-857 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. 

 
 
 

 
 
Abbildung 46: Cross-Link des Vinculin-Kopf-Konstruktes 
(Western-Blot-Analyse, AP-Färbung, Antikörper hVin1, 
kontinuierliches 12%iges SDS-Polyacrylamidgel) Die Abbildung 
zeigt die Kontrolle, des EDC/NHS Cross-Links des Vinculin-
Kopfes zu unterschiedlichen Zeitpunkten.  

 

Aufgrund des Größenunterschiedes von ca. 40kDa der Cross-Link-Produkte kann 

davon ausgegangen werden, dass zwei monomere Aktine in Wechselwirkung mit dem 

Vinculin-Kopf Vh1-857 treten, während sich bei Vh1-850 kein Crosslink Produkt gebildet 

hat.  
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5.6 G-Aktin Interaktionsstudien durch Biacore 

Die Proteinwechselwirkungen zwischen G-Aktin und den verschiedenen Vinculin-

Konstrukten wurden durch das Biacore 3000 analysiert. Hierzu wurde 50µg G-Aktin 

über eine Thiol-Kopplung an einen CM5-Chip mit einer RU (Resonanz Units) 

Differenz von 7.000 kovalent gebunden. Die Proteinwechselwirkung kann indirekt 

über die Oberflächen-Plasmon-Resonanz verfolgt werden. 

5.6.1 Interaktionsmessungen von G-Aktin mit unterschiedlichen 
Vinculin-Konstrukten 

Für diese Interaktionsstudien wurden unterschiedliche Vinculin-Konstrukte 

verwendet. Besonderes Augenmerk wurde auf die Linker-Region und auf die  

Domäne 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.  

 
Abbildung 47: Qualitative Sensogramme der Konstrukte 
In der Abbildung sind die Sensogramme der wichtigsten Vinculin-Kopf-Konstrukte Vh1-835 a), Vh1-850 b), 
Vh1-857 c), D4H719-835 d), D4H719-850 e) und D4H719-857 f) dargestellt. 

 
Man erkennt einen typischen Sensogramm verlauf. Die Assimilationskurve steigt fast 

nie zur Sättigung und erreicht den Reportpunkt. Die Dissoziationskurve erreicht nicht 

das ursprüngliche RU Niveau und endet schließlich in einer stationären Phase. Erst 

nach Zugabe von 0,1M HCl wird die ursprüngliche 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 erhält eine Übersicht, 

welche der Konstrukte eine Protein-Interaktion mit G-Aktin zeigen. Die Bestimmung 

des Kd-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 Kd
1) 

Vh1-717 keine Interaktion  
Vh1-776 keine Interaktion  
Vh1-835 interagiert mit G-Aktin 7,28⋅10-7 (M) 
Vh1-850 interagiert mit G-Aktin 1,48⋅10-8 (M) 
Vh1-857 interagiert mit G-Aktin 2,55⋅10-8 (M) 
Vh253-857 interagiert mit G-Aktin 2,28⋅10-8 (M) 
Vh493-857 keine Interaktion  
D2-D5 interagiert mit G-Aktin 4,05⋅10-7 (M) 
D3-D5 interagiert mit G-Aktin 7,62⋅10-7 (M) 
D4H719-835 interagiert mit G-Aktin 1,07⋅10-7 (M) 
D4H719-850 interagiert mit G-Aktin 5,51⋅10-8 (M) 
D4H719-857 interagiert mit G-Aktin 5,78⋅10-8 (M) 
D4G719-835 interagiert mit G-Aktin 7,51⋅10-8 (M) 
D4G719-850 interagiert mit G-Aktin 3,44⋅10-8 (M) 
D4G719-857 interagiert mit G-Aktin 5,21⋅10-8 (M) 
D4G719-776 keine Interaktion  
D4G719-743 keine Interaktion  
Vh1-776 keine Interaktion  
nPVh interagiert mit G-Aktin 3,78⋅10-7 (M) 
rPV keine Interaktion  
nPV keine Interaktion  

 1) Die Kd-Bestimmung für die Konstrukte wurde nur mit einer Konzentration bestimmt und kann daher 
nur als annähernd gelten.  
 

5.6.2 Bestimmung der Bindekonstanten des Vinculin-Kopf -
Konstruktes Vh1-857 

In der Abbildung 48 ist die Sensogramme des Konstruktes Vh1-857 gezeigt. Die 

Bindekonstante wurde durch unterschiedliche Konzentrationen analysiert man erkennt 

einen typische Assimilationskurvenverläufe, die je nach Verdünnung einen 

unterschiedlichen Reportpunkt erreichen. Die Dissoziationskurve erreicht nicht das 

ursprüngliche RU Niveau und endet zum Schluss in einer stationären Phase. Es wurde 
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ein Kd-Werte für Bindekonstante zwischen G-Aktin und dem Konstrukt Vh1-857 von 

5,31⋅10-9 (M) bestimmt. Der gemessene Kd-Wert unterscheidet sich von der 

Einzelbestimmung in einer Zehnerpotenz. 

 
Abbildung 48: Quantitative Sensogramme des Vinculin-Kopfes 
Die Abbildung zeigt die Sensogramme des Vinculin-Kopf-Konstruktes (Vh1-857). Für eine Bestimmung 
der Bindekonstante wurden unterschiedliche Konzentrationen von 200nM, 100nM und 50nM  
eingesetzt. Die Puffersprünge wurden aus den Sensogrammen entfernt. 

5.6.3 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Durch die Verwendung der Oberflächen-Plasmon-Resonanz konnte die Protein-

Protein-Wechselwirkung zwischen G-Aktin und den Vinculin-Konstrukten des 

Kopfes (Vh1-835, Vh1-850, Vh1-857 & Vh253-857), der Domäne 4 (D4H719-835, D4H719-850, 

D4H719-857, D4G719-835, D4G719-850 & D4G719-857) und den Modellstrukturen (D2-D5 & 

D3-D5) nochmals durch diese Methode bestätigt werden. Des Weiteren konnte die 

Dissoziationskonstante für diese Konstrukte annähernd und das Konstrukt Vh1-857 mit 

einer Kd von 5,31⋅10-9 (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 können im Pellet 

nachgewiesen werden (4.4.7). In der Abbildung 49 sind die SDS-Gele einiger 

Cosedimentationen der Konstrukte Vh1-835, Vh1-850 und Vh1-857 dargestellt. Man 

erkennt, dass alle Konstrukte im Überstand (Ü) nach Zentrifugation enthalten sind und 

kein Konstrukt im Pellet (P) cosedimentiert wird. Eine Proteinwechselwirkung 
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zwischen F-Aktin und den Konstrukten Vh1-835, Vh1-850 und Vh1-857 unter diesen 

Bedingungen kann daher ausgeschlossen werden. 

 
Abbildung 49: Cosedimentation zwischen F-Aktin und Kopf-Konstrukten 
(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Färbung) Die Abbildung zeigt die SDS-Gele der 
verschiedenen Kopf-Konstrukte Vh1-835 a), Vh1-850 b) und Vh1-857 c) in Anwesenheit von F-Aktin. 
Dargestellt ist der Überstand des Pellets Ü 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 Überstand (Ü) und als auch im     

Pellet (P) vorhanden und zeigen eine Proteinwechselwirkung mit F-Aktin.  

 
Abbildung 50: Cosedimentation zwischen F-Aktin und Modell-Konstrukten 
(12%iges SDS-Polyacrylamidgel, Coomassie-Färbung) 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 Überstand des Pellets Ü und des Pellets P. 

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

Konstrukt F-Aktin 
Interaktion 

 Konstrukt F-Aktin Interaktion 
Vh1-835  -  D2-D5 + 
Vh1-850 -  D3-D5 + 
Vh1-857 -    
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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-Bündelung durch die Domäne 5 des Vinculins 

F-Aktin kann durch bivalente Metallionen oder Proteine, wie den Vinculin-Schwanz, 

gebündelt werden. Die F-Aktin-Bündel sind im Fluoreszenzmikroskop durch 

Anfärben mit Rhodamin/Phalloidin sichtbar. Die F-Aktin-Bündelung wurde zur 

Identifizierung der Basisaktivität der Konstrukte, sowie zur Charakterisierung der 

Bündelungsfähigkeit des Vinculin-Schwanzes verwendet. In der Abbildung 51 sind 

Aufnahmen von F-Aktin-Bündeln, die durch den Vinculin-Schwanz erzeugt wurden, 

gezeigt.  

In der Abbildung 51a) erkennt man nur ein Bündel welches durch das Konstrukt  

Vt896-1066 (D5) gebildet wurde. In den weiteren Aufnahmen erkennt man Bündel, 

welche durch das Konstrukt Vt836-1066 (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-Bündelung. Die 

Konstrukte unterscheiden sich durch eine unterschiedliche Linker-Region. So bündelt 

die Domäne 5 geringfügig F-Aktin, wird die Domäne 5 um die Linker-Region 

verlängert, findet eine F-Aktin-Bündelung statt. 

 
Abbildung 51: F-Aktin-Bündel durch Vinculin-Schwanz 
(Mikroskopische Aufnahme, 100faches Ölobjektiv) Die Abbildung zeigt einige schwarzweiß Aufnahmen 
der Rhodamin/Phalloidin gefärbten F-Aktin-Bündel, die durch unterschiedliche Konstrukte Vt896-1006 
(D5) a), Vt836-1066 b), und natives D5 c) gebildet wurden. 

 
In der Abbildung 52 sind die Aufnahmen der F-Aktin-Bündel gezeigt. In Abbidlung 

52a) sind die Bündel des Konstruktes D2-D5 dargestellt und Abbildung 52b) zeigt die 

Bündel des Konstruktes D3-D5. Da diese Konstrukte eine F-Aktin Bündelung zeigen, 
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ist der Vinculin-Schwanz offenbar frei zugänglich und geht nicht wie im ganzen 

Vinculin eine Interaktion mit dem Vinculin-Kopf ein. 

 

 
Abbildung 52: F-Aktin-Bündel durch Modell-Konstrukte 
(Mikroskopische Aufnahme, 100faches Ölobjektiv) Die Abbildung zeigt einige schwarzweiß Aufnahmen 
der Rhodamin/Phalloidin gefärbten F-Aktin-Bündel, die durch die Konstrukte D2-D5 a) und D3-D5 b) 
gebildet wurden. 

 
Des Weiteren wurde diese Methode der F-Aktin-Bündelung als Aktivitätskontrolle der 

Konstrukte verwendet. Somit liegen die Konstrukte des Vinculin-Schwanzes und die 

Modell-Konstrukte in einer aktiven Konformation vor, sodass der Bündelungseffekt 

durch den Anteil der Domänen 2 bis 4 dieser Modellkonstrukte nicht unterbunden 

wird. 

5.9 Zelllokalisation von GPF-Vinculin Konstrukten 

Für die Lokalisation von Vinculin in vivo, insbesondere des Vinculin-Kopfes, wurden 

die Konstrukte mit einem GFP fusioniert. Für die GFP-Derivate wurde das GFPmut1 

verwendet. Diese Variante besitzt zwei Aminosäurensubstitutionen von Phe64 zu Leu 

sowie Ser65 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 grüne Punkte. Diese befinden sich bevorzugt am 

Rand der Zelle und stellen die Fokal-Kontakte dar. Diese Fokal-Kontakte sind noch 

mal in einer Vergrößerung 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-Vh1-857) transfizierten Fibroblasten (NHI/3T3 Mausfibroblasten), in der 
Abbildung b) wird ein Teilbereich vergrößert 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 Vergrößerung, als auch in der 

Zellabbildung erkennt man die einzelnen Fokal-Kontakte als grüne 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 vergrößert 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 übermäßige 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 schließlich im Bereich der Domäne 4 (719-875) lokalisiert 

werden. Des Weiteren zeigt dieser Bereich eine Verstärkung 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 verstärkt. Einen Capping-Effekt konnte für 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 

Für 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 überein. 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 Übereinstimmung von 97,2%, 

wobei ein Austausch von vier Aminosäuren vorlag. Der Aminosäureaustausch 

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) durchgeführt. Die Methode wurde um eine zusätzliche 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 

Affinitätsmarkierung 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 Domänen 4 und die Vinculin-

Schwanz-Konstrukte ließen sich nur schwer abtrennen, da die Linker-Region viele 

hydrophobe Aminosäuren enthält. 

6.2 Charakterisierung der Proteine 

Das native und rekombinante Vinculin haben dieselbe molekulare Größe von 117kDa 

[Geiger et al., 1980]. Die verkürzten Fragmente zeigten die erwarteten Proteingrößen, 

welche durch das Programm WinPep berechnet wurden. Des Weiteren konnte die 

Domäne 1 der Vinculin-Konstrukte durch den spezifischen monoklonalen Antikörper 

hVin1 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 ähnliche prozentuale Verteilung des Sekundärstrukturanteils. Durch die          

CD-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass die rekombinanten Proteine die 

gleiche Faltung haben wie die nativen Proteine. Die Sekundärstruktur des Vinculins 

besteht überwiegend aus α-Helices (63%) und zu einem geringen Teil aus der                   

β-Faltblattstruktur [Bakolitsa et al., 2004]. Diese Tendenz der sekundären Struktur 

konnten aus den CD-Spektren abgeleitet werden. Der Kurvenverläufe zwischen den 

nativen und rekombinanten Vinculin-Produkten sind relativ äquivalent, was ebenfalls 

für 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 zunächst, 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 könnte sowohl der 

Vinculin-Kopf als auch das gesamte Vinculin eine Bindung mit Talin eingehen 

[Burridge & Mangeat, 1984]. 

Vinculin stellt an der Fokaladhäsion ein Bindeglied zwischen Talin und dem F-Aktin 

des Cytoskeletts dar [Bass et al., 2002; Weis, 2004]. Die verwendeten Zellen zeigten 

ein normales adhärentes 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 [Hüttelmeier et al., 1997; Menkel et 

al., 1994]. Aufgrund der Ausbildung einer Fokaladhäsion kann der Kopf auch 

eventuell über den gebildeten trimeren Aktin-Komplex mit dem neuem F-Aktin 

interagieren. Eine direkte Interaktion zwischen den Vinculin-Kopf-Konstrukten     

Vh1-835, Vh1-850 & Vh1-857 und F-Aktin konnte in einer Cosedimentation jedoch nicht 

nachgewiesen werden. Da die Fibroblasten nicht Vinculin defizient waren, konnte 

nicht überprüft 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 zellulären Prozessen, wie der Zellproliferation, Zellmigration 

und Differenzierung [Berrier & Yamada, 2007; Huveneers & Danen, 2009; Schwartz 

& DeSimone, 2008], nachgewiesen. Bei den genannten zellulären Prozessen ist das 

Cytoskelett motiler Zellen, besonders die Aktinfilamente, einer permanenten 

Umwandlung unterworfen [Pollard et al., 2000]. Die Aktinfilamente befinden sich in 

einem ständigen 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 α-Actinin [Mimura & Asano, 1986; 

Hemmings et al., 1992] beeinflusst werden. So ist bekannt, dass Vinculin über den 

Vinculin-Schwanz an F-Aktin bindet und so ein Strukturprotein zwischen dem 

Fokalkontakt und dem Mikrofilamentsystem darstellt [Hüttelmaier 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, über die Domäne 5 mit F-Aktin assoziieren [Hüttelmaier et al., 1997; 

Menkel et al., 1994]. Es ist bekannt, dass der Vinculin-Schwanz (Vt881-1066) die 

Fähigkeit zur Induktion der Aktinpolymerisation besitzt und in vitro F-Aktinbündel 

erzeugt [Wen et al, 2009]. Einen Capping-Effekt des barded end von F-Aktin konnte 

durch den Vinculin-Schwanz (Vt879-1066) und abgeschwächt auch durch das Vinculin 

ΔD1 (V253-1066) 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-

verstärkenden Effekt der Aktinpolymerisation. Das gesamte Vinculin zeigt eine 

schwächere oder keine G-Aktin nukleationsverstärkenden Effekt. Der Vinculin-

Schwanz zeigt einen sehr geringen nukleationsverstärkenden 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 globuläres Protein vor [Geiger, 1982; Isenberg et al., 1982]. Der 

Vinculin-Kopf enthält in der Domäne 1 eine Bindestelle für 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 Nukleationsaktivität des 

gesamten Vinculins reduziert ist. 

Das Vinculin-Molekül 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 über die Linker-Region flexibel miteinander verbunden sind [Miller et 

al., 2001; Chen et al., 2006]. Die Kopf-Schwanz-Interaktion des Vinculins kann 

ebenfalls durch störende Substanzen wie Salze beziehungsweise durch die 

Aufreinigungsprozeduren oder die Temperatur beeinflusst werden.  

Um mögliche 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 Domäne 1 oder Domäne 1-2 konnten die beiden 

Modellkonstrukte keine globuläre Konformation einnehmen, da die Bindestelle 

zwischen Kopf-Schwanz sich in der Domäne 1 befindet [Weekes et al., 1996]. In 

dieser Arbeit konnte ein verstärkender Nukleationseffekt der Aktinpolymerisation 

durch den Vinculin-Kopf bestätigt und die Interaktion auf einen Bereich des Moleküls 

eingegrenzt werden, außerdem zeigten die Modell-Konstrukte einen zusätzlichen 

Capping-Effekt des F-Aktins. Die Vinculin-Konstrukte mit der Domäne 5 zeigten eine 

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

6.5 Aktinpolymerisation und die Basisaktivität 

Mit Hilfe der Endoproteinase Glu-C (V8-Protease) kann das gesamte Vinculin-

Molekül 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 verstärkenden Nukleationseffekt 

hinsichtlich der Aktinpolymerisation, wobei der native Vinculin-Kopf einen 

geringfügig größeren Effekt aufweist, als der rekombinante Vinculin-Kopf. Eine 

mögliche Ursache hierfür kann an einer nicht vollständig korrekten Faltung des 

rekombinanten Proteins liegen, da ein Teil des Proteins möglicherweise in einer 

inaktiven Konformation vorliegt, wodurch ein Aktivitätsunterschied 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 können sich auch dadurch strukturelle Veränderungen des Proteins ergeben. 
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6.6 Aktinpolymerisation des Vinculin-Kopfes und der Einfluss des 
Vinculin-Schwanzes auf die Aktivität 

Der native Vinculin-Kopf wurde durch Spaltung aus dem gesamten Vinculin erzeugt. 

Durch die hohe Affinität von Kd 10-9M [Bakolitsa et al., 2004; Cohen et al., 2005] 

zwischen Vinculin-Kopf und Vinculin-Schwanz kann eine Interaktion zwischen den 

nativ präparierten Konstrukten nicht ausschlossen werden. In einem Modellversuch 

wurde der G-Aktin nukleationsverstärkende 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 nachträgliche Zugabe des Vinculin-Schwanzes deutlich reduziert. Durch die 

Vinculin-Kopf-Schwanz-Interaktion muss somit die Bindestelle für G-Aktin maskiert 

werden. Des Weiteren zeigte sich, dass der Vinculin-Kopf einen Einfluss auf die      

G-Aktin Nukleation hat. Der Vinculin-Schwanz zeigte gegenüber dem Vinculin-Kopf 

nur einen sehr geringen nukleationsverstärkenden Effekt und verstärkt 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 

Nukleationsaktivität bewirken, wurden die Konstrukte rekombinant sortenrein 

hergestellt. 

6.7 Aktivitäten der Modellkonstrukte 

Bei beiden Modellkonstrukten, D2-D5 und D3-D5, konnte zunächst ein 

nukleationsfördernder Effekt der Aktinpolymerisation viskosimetrisch und 

fluorometrisch nachgewiesen werden. Es konnte außerdem davon ausgegangen 

werden (sowohl Literatur, als auch eigene Befunde), dass die Domäne 1 und 2 selbst 

keine Aktinbindungseigenschaften besitzen und somit die Konstrukte D2-D5 und   

D3-D5 die Eigenschaften des Vinculins reflektieren. 

Des Weiteren zeigten die Konstrukte auch eine Interaktion mit F-Aktin, da die 

Domäne 5 zwei Bindestellen für F-Aktin enthält [Menkel et al., 1994; Johnson 

&Craig, 1995; Hüttelmaier 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 Stärke dieses Effektes lässt sich auf ein Capping des 
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barded end des F-Aktins schließen. 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-Aktivität. Es 

wurde aber eine Konzentrationsabhängigkeit des D2-D5 Konstruktes auf den 

Capping-Effekt beobachtet. Das Konstrukt D2-D5 erwies sich als weniger stark 

cappendes Protein, die verminderte Aktivität trotz fehlender Domäne 1 weist auf eine 

Interaktion mit dem Vinculin-Schwanz hin [Clainche et al., 2010]. Durch diese 

mögliche Interaktion mit der Domäne 2 bis 4 des Vinculin-Kopfes mit dem Vinculin-

Schwanz kann möglicherweise der Capping-Effekt reduziert werden und dieser Effekt 

bewirkt eine Konzentrationsabhängigkeit. Eine Interaktion des Vinculin-Schwanzes 

mit der Domäne 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 nukleationsverstärkende Eigenschaft wurde mit den rekombinanten Proteinen 

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

terminalen Ende verkürzt 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 Vh253-857 zeigten fast alle N-terminal verkürzten 

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

Werden die N-terminalen Domänen noch zusätzlich bis zur Domäne D4 verkleinert, 

interagierten diese wieder mit G-Aktin und es zeigte sich eine nukleations-

verstärkender Effekt des G-Aktins. Die Inaktivität des D3-D4 Konstruktes kann nur 

durch eine nicht korrekte Faltung des Proteins erklärt werden, da die Domäne 3 im 

Inneren des globulären Vinculin-Kopfes liegt und zusammen mit den Domänen 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 verkürzten Kopf-Konstrukte (D4H719-835,    

D4H719-850 und D4H719-857) zeigten eine nukleationsverstärkende Eigenschaft. Bei einer 
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N- oder C-terminalen Verkürzung innerhalb der Domäne 4 findet keine Nukleation 

von G-Aktin mehr statt. 

Eine hohe Nukleationsaktivität wurde nur bei den Konstrukten beobachtet, welche aus 

den Domänen D1-D4 mit den verlängerten Teilbereichen der Linker-Region bestehen. 

Es zeigte sich, dass die Konstrukte ohne die Domäne 4 keinen 

nukleationsverstärkenden Effekt besaßen. Jedoch konnte bei Fehlen der N-terminalen 

Domänen, wie D1 und D1-D3, eine Verstärkung der Nukleation nachgewiesen 

werden. Somit sind die Domäne 4 und Teilbereiche der Linker-Region unabdingbar 

für den verstärkenden Nukleationseffekt. 

Auch die Vinculin-Schwanz-Konstrukte wurden auf einen nukleationsfördernden 

Effekt hin analysiert. Diese Konstrukte enthalten die Domäne 5 und Teilbereiche der 

Linker-Region. Die Konstrukte des Vinculin-Schwanzes zeigten eine geringere 

Aktivität als die Vinculin-Kopf-Konstrukte. Der Kurvenverlauf der Aktin-

polymerisation bei der Viskosimetrie lässt außerdem Rückschlüsse auf die 

Polymerlänge des F-Aktins zu. Da alle Nukleationskonstrukte dieselben Maxima der 

spezifischen Viskosimetrie erreichen, kann von derselben Länge des F-Aktins 

ausgegangen werden. Eine spontane Nukleation des G-Aktins findet unter diesen 

Bedingungen nur in geringem Umfang statt, da die Bildung über einen 

geschwindigkeitsbestimmenden trimeren Aktin-Komplex verläuft.  

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 nukleationsverstärkender Effekt des G-Aktins kann über eine Stabilisierung des 

Nukleus erfolgen. Durch die Stabilisierung der bereits gebildeten Nuklei wird die 

Anzahl der vorhandenen Nuklei nicht vermehrt, nur die anschließende 

Aktinpolymerisation erfolgt früher und die Länge der Aktinfilamente ist relativ gleich 

wie ohne eine Stabilisierung. Erfolgt aber nicht nur eine Stabilisierung eines Nukleus, 

sondern die Bildung zusätzlicher Nuklei, führt dies zu einer Reduktion der Länge 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 verstärkenden 

Nukleationseffekt. Dieser ist jedoch geringer als der Nukleationseffekt der Kopf-

Konstrukte. Die Vinculin-Schwanz-Konstrukte Vt836-1066, Vt851-1006 und Vt858-1066 

zeigen einen nukleationsverstärkenden Effekt mit G-Aktin. Jedoch fällt dieser sehr 

gering aus. Auch bei diesen Konstrukten wird die Aktivität durch die Linker-Region 

verstärkt. Da die Linker-Region einen offensichtlichen Einfluss auf den 

nukleationsverstärkenden Effekt des G-Aktins zeigt, was sich auch bei den Vinculin-

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

verstärkenden Effekt des G-Aktins.  

Einen geringeren nukleationsfördernden Effekt des Vinculin-Schwanzes wurde auch 

unter nicht polymerisierenden Bedingungen beschrieben. Der Vinculin-Schwanz 

(Vt881-1066) polymerisiert G-Aktin zu F-Aktin und bündelt diese letztlich in F-Aktin-

Bündeln [Wen et al., 2009]. Eine solche F-Aktin-Bündelung konnte nur durch die 

Konstrukte Vt851-1066 und den native Vinculin-Schwanz erzielt werden, nicht aber 

durch die Domäne 5 (Vt896-1066) allein. Somit sind die Bereiche der Linker-Region 

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

6.10 Aktinnukleation und Interaktion des Vinculin-Kopfes 

Der nukleationsverstärkende Effekt der Vinculin-Konstrukte wurde quantitativ durch 

die Zunahme der Fluoreszenzintensität bei unterschiedlichen Konzentrationen mit 

einem Spektralfluorometer analysiert. Alle verwendeten Konstrukte zeigten einen 

nukleationsverstärkenden Effekt des G-Aktins unter polymerisierenden Bedingungen. 

Die Vinculin-Kopf-Konstrukte Vh1-835, Vh1-850 und Vh1-857 zeigten unterschiedliche 

Aktivitäten. 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 erhöhter 

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 Domäne 4 nachgewiesen werden. Aufgrund der 

Vermutung, dass es sich bei dieser Interaktion um eine dritte F-Aktin-Bindestelle 
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handeln könnte, 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 Domäne 4 (D4H719-835, D4H719-850 und D4H719-857) zeigen einen 

nukleationsverstärkenden 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 nukleationsverstärkenden Effekt wurde in viskosimetrischen 

Messungen bei den GST-Fusionskonstrukten jedoch nicht beobachtet.  

Der nukleationsverstärkende Effekt wird bei den kleinen Konstrukten durch den 

großen N-terminalen GST-Tag offenbar unterdrückt. Wahrscheinlich kommt es durch 

den gleichgroßen GST-Tag zu einer Maskierung der Bindestelle zwischen G-Aktin 

und den Vinculin-Konstrukten. Die Konstrukte D4719-835, D4719-850 und D4719-857 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 Nukleationsverstärkung des G-Aktins 

nachweisen lässt. Diese G-Aktin Interaktion und das Zusammenspiel mit der            

G-Aktinnukleation deutet auf mehrere Bindestellen zwischen G-Aktin und Vinculin 

hin. Bei weiteren Konstrukten D4G719-776, D4G719-743 und D4G741-857, D4G774-875 der   

Domäne 4 wurde kein Nukleationseffekt beobachtet. Wird die Domäne 4 N-terminal 

um eine oder zwei α-Helices verkürzt, cosedimentieren die Konstrukte in Gegenwart 

von G-Aktin in einem Pulldown. Wird stattdessen die Domäne 4 C-terminal um zwei 

α-Helixes verkürzt, kommt es zu keiner weiteren Interaktion mit G-Aktin. 

Eine chemische Vernetzung zwischen G-Aktin und dem Vinculin-Kopf-Konstrukt 

Vh1-857 wurde nur in sehr geringen Mengen gebildet und konnte ausschließlich nur in 

einem Immunblot analysiert werden. Die Cross-Link-Produkte wurden mit einer 

Größe von 135kDa, 170kDa und 240kDa detektiert. Das Cross-Link-Produkt mit der 

Größe von 190kDa wurde ebenfalls in der Vinculin-Kontrolle detektiert und wurde 

wahrscheinlich durch eine zufällige Verknüpfung gebildet. Aufgrund des 

Massenunterschieds von 40kDa des Cross-Link-Produktes von 135kDa liegt eine 
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mögliche 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 

Größe von 170kDa könnte 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 Kd zwischen G-Aktin und 

den Konstrukten bestimmt. Die Dissoziationskonstante wurde bei den rekombinanten 

Vinculin-Kopf und Domäne 4 Konstrukten mit einer Kd zwischen 10-8M und 10-9M 

bestimmt. In der Interaktion zwischen G-Aktin und Vinculin kann durch die relativ 

hohe Affinität die Konformation des geöffneten Vinculins verstärkt werden und       

G-Aktin als ein unterstützender 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 nukleationsverstärkenden Effekt des G-Aktins. Eine Aktinnukleation wurde somit 

nur noch bei Domäne 4 festgestellt, wobei eine G-Aktin Interaktion mit Vinculin 

immer noch durch das Konstrukt D4G774-857 gezeigt werden konnte.  

 
Abbildung 55: Sequenz der Linker-Region und der Domäne D4 
In der Abbildung sind die Sequenzen der Domäne 4 (gelb) und Domäne 5 (rot) sowie der Linker-
Region, der prolinreiche Bereich (schwarz) und die V8-Spaltstellen dargestellt [Gimona et al., 1988]. 
Des Weiteren sind die α-Helices mit einem grünen Strich unterhalb des Aminosäurencodes 
gekennzeichnet [Bakulitsa et al., 2004]. Der Aminosäurenbereich, der noch zu einer G-Aktinnukleation 
(hellrot) führt, und der Bereich, der nur noch eine G-Aktin-Interaktion (dunkelblau) zeigt, werden unter 
der Aminosäurensequenz dargestellt. 
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In der Abbildung 55 sind die Bereiche der Domäne 4 und der Linker-Region, sowie 

die Bereiche in der eine Aktinnukleation und eine Aktin-Interaktion stattfinden, 

gekennzeichnet. Die Linker-Region enthält zwei prolinreiche Bereiche (PR1 837-847, 

PR2 859-878),  am Anfang und Ende der Linker-Region. Ein kleiner Abschnitt dieser 

Linker-Region, PR1, 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 Oberflächenprotein aus 

Listeria monocytogenes. Diese Bakterien besitzen die Fähigkeit zur Invasion von 

Säugerzellen und bewegen sich aktiv im Cytoplasma, indem sie die Aktin-

polymerisation der Zelle induzieren und für 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 räumliche Nähe 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 

Ionen wie Mg2+ 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 Affinität zwischen den Aktinen sehr gering und 

konzentrationsabhängig 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 erfährt dieses eine Aktivierung 

und durch Stabilisierung kommt es zu einer weiteren Anlagerung von G-Aktinen und 

schließlich zur Bildung eines Nukleus. Eine solche Nukleusbildung, mit einer 

anschließenden Aktinpolymerisation erfolgt durch die Domäne 4 (AS 719-857). Die 

Bindung eines G-Aktins wird nur durch den Bereich 774-857 erzielt, aber zeigte 

keinen verstärkenden Nukleationseffekt. Offenbar ist der zusätzliche 

Aminosäurebereich 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 Domäne 4 (719-857) stabilisiert wird und nicht zerfällt. Folglich 

wird die Anlagerung eines dritten G-Aktins begünstigt 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 verläuft, hat die Konzentration des 

Nukleators nur einen geringfügigen 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. 

 
Abbildung 56: G-Aktin Nukleation des Vinculins 
In der Abbildung ist schematisch die nukleationsfördernde Eigenschaft des Vinculins dargestellt. In der 
Abbildung a) lagert sich zwei G-Aktine spontan zu einen Dimer zusammen und werden über 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 für 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 Aktinpolymerisationsvorgänge sind für die Zelle unerlässlich 

für 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 Fokaladhäsion 

festgelegt. 
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6.12 Schlussfolgerung 

In dieser Arbeit zeigten die Modellkonstrukte des geöffneten Vinculins (D2-D5 und 

D3-D5) eine F-Aktin-Bündelung, 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 schließlich im Bereich der Domäne 4 (719-875) lokalisiert wurde, wobei dieser 

Bereich eine nukleationsfördernde Aktinpolymerisation zeigte. Die Geschwindigkeit 

des Aktinnukleationseffektes wurde durch den Bereich der Linker-Region positiv 

verstärkt, 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 geöffnete Vinculin, 

wurde als ein Aktin-nukleationsförderndes Protein identifiziert. 
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7 Ausblick 

Weiterführend kann die Wechselwirkung zwischen G-Aktin und Vinculin weiter 

charakterisiert und eingegrenzt werden, indem die Bindestelle zwischen dem G-Aktin 

und Vinculin einem engeren Aminosäurenbereich zugeordnet wird. Hierzu können die 

Vinculin-Kopf-Konstrukte oder die Domäne 4 durch Punktmutationen dahingehend 

verändert werden, dass diese keine nukleationsfördernde Eigenschaft oder Interaktion 

mit G-Aktin mehr eingehen. 

Die Punktmutationen für eine Veränderung müssten auf der letzten α-Helix der 

Domäne 4 und in der Linker-Region liegen. Hierzu sollten die exponierten 

Aminosäuren durch neutrale und ungeladene Aminosäuren ausgetauscht werden. Des 

Weiteren kann der prolinreiche Bereich durch neutrale Aminosäuren ausgetauscht 

werden. Dabei wird die Wechselwirkung indirekt gezeigt, da durch die Mutationen 

eine Protein-Protein-Wechselwirkung unterbunden wird. Um strukturelle 

Veränderungen, die durch die Mutationen induziert wurden, zu identifizieren, müssen 

diese stets die sekundären Strukturen dieser Mutanten mit dem Wildtyp-Konstrukt 

geprüft werden, um eine Aussage über die Protein-Protein-Wechselwirkung zu 

erhalten. 

Die N-terminal fusionierten GST-Vinculin-Konstrukte können 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 Abkürzungen 
% Prozent 
‰ Promill 
° Grad 
°C Temperatur 
A Ampere 
ABP Aktin Bindende Proteine 
Amp Ampicillin 
AP Alkalische Phosphatase 
APS Ammoniumperoxidisulfat 
AS Aminosäure 
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 
cm2 Kubikzentimeter 
Da Dalton 
DEAE Diethylaminoethyl 
DEPC Diethylpyrocarbonate 
DMEM engl.: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonucleinsäure 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate 
EDC 1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid 
EDTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N’-tetraessigsäure 
EtOH Ethanol 
F-Aktin Aktinfilament 
FA Fokale Adhäsion 
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-β-D-thiogalactopyranosid 
Kan Kanamycin 
Kd Dissoziationskonstante 
kDa Kilo-Dalton 
L Liter 
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LMP engl.: low melting point 
LMW engl.: low molecular weight  
M Stoffmengenkonzentration (Molarität) 
MALDI engl.:  Matrix Assisted Laser Desorption Ionization 
mg Milligramm 
min Minute 
ml Milliliter 
MP Milchpulver 
MPW Millipor Wasser 
mRNA engl.: messenger RNA 
ng Nanogram 
NHS N-Hydroxysuccinimidester 
Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsäure 
Ni-TED Nickel-Tris(carboxymethyl)ethylen-diamin 
nm Nanometer 
NTP Nukleosidtirphosphat 
OD Optische Dichte 
P Pellet 
PAGE Polyacrylamid Gel Elektrophorese 
PBS engl.: phophate buffer solution 
PCR engl.: polymerase chain reaction 
PI Isoelektrischer Punkt 
PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat  
PKC Proteinekinase-C  
PMSF Phenylmethanesulfonylfluorid 
Pyren N-(1-pyrenyl)iodoacetamid 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm engl.: rounds per minute 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR engl.: reverse transcription-polymerase chain reaction 
RU engl.: resonance units 
SDS engl.: sodium dodecyl sulphate 
SDS-PAGE engl.: sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis 
sec Sekunde 
TBS engl.: tris buffer solution 
TEMED N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin 
Tet Tetracyclin 
Tris Tris(hydroxylmethyl)aminomethan 
tRNA transfer-RNA 
TTBS Twin 
TTBS engl.: twin tris buffer solution 
U Unit 
Ü Überstand 
UV Ultraviolet 
v Volumen 
V Volt 
v/v Volumen/Volumen Verhältnis 
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VASP engl.: vasodilator-stimulated phosphoprotein 
VBS engl.: vinculin binding site 
w/v Gewicht/Volumen Verhältnis 
w/w Gewicht/Gewicht Verhältnis 
xg Erdbeschleunigung 
β-ME  ß-Mercaptoethanol 
 
Abkürzungen für diverse Vinculin-Konstrukte: 

Vh Besteht aus den Domänen D1-D4 

Vt Besteht nur aus der Domäne D5 

Vhn Spaltprodukt der V8-Protesase, diese besteht aus den Domänen D1-

D4, sowie aus dem Bereich der Linker-Region.  

Vtn Spaltprodukt der V8-Protesase, diese besteht aus den Domänen D5, 

sowie aus dem Bereich der Linker-Region.  

nPVh Nativer Vinculin-Kopf aus Pute 

rPVh Rekombinanter Vinculin-Kopf aus Pute 

nPVt Nativer Vinculin-Schwanz aus Pute 

rPVt Rekombinanter Vinculin-Schwanz aus Pute 

nPV Natives Vinculin aus Pute  

rPV Rekombinantes Vinculin aus Pute  
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9.2 Vergleich  der Vinculinsequenz zwischen Huhn und Pute 

9.2.1 Vergleich der Aminosäure Sequenz 
1    MPVFHTRTIE SILEPVAQQI SHLVIMHEEG EVDGKAIPDL TAPVSAVQAA VSNLVRVGKE   
     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

61   TVQTTEDQIL KRDMPPAFIK VENACTKLVR AAQMLQADPY SVPARDYLID GSRGILSGTS   

     .......... ..A....... .......... .......... .......... ..........   

121  DLLLTFDEAE VRKIIRVCKG ILEYLTVAEV VETMEDLVTY TKNLGPGMTK MAKMIDERQQ   

     .......... .......... L......... .......... .......... ..........   

181  ELTHQEHRVM LVNSMNTVKE LLPVLISAMK IFVTTKNTKS QGIEEALKNR NFTVEKMSAE   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

241  INEIIRVLQL TSWDEDAWAS KDTEAMKRAL ALIDSKMNQA KGWLRDPNAP PGDAGEQAIR   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

301  QILDEAGKAG ELCAGKERRE ILGTCKTLGQ MTDQLADLRA RGQGATPMAM QKAQQVSQGL   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

361  DLLTAKVENA ARKLEAMTNS KQAIAKKIDA AQNWLADPNG GSEGEEHIRG IMSEARKVAE   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

421  LCEEPKERDD ILRSLGEISA LTAKLSDLRR HGKGDSPEAR ALAKQIATSL QNLQSKTNRA   

     .......... ........P. .......... .......... .......... ..........   

481  VANTRPVKAA VHLEGKIEQA QRWIDNPTVD DRGVGQAAIR GLVAEGRRLA NVMMGPYRQD   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

541  LLAKCDRVDQ LAAQLADLAA RGEGESPQAR AIAAQLQDSL KDLKARMQEA MTQEVSDVFS   

     .......... .......... .......... .......... .......... .......I..   

601  DTTTPIKLLA VAATAPSDTP NREEVFEERA ANFENHAARL GATAEKAAAV GTANKTTVEG   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

661  IQATVKSARE LTPQVVSAAR ILLRNPGNQA AYEHFETMKN QWIDNVEKMT GLVDEAIDTK   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

721  SLLDASEEAI KKDLDKCKVA MANMQPQMLV AGATSIARRA NRILLVAKRE VENSEDPKFR   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

781  EAVKAASDEL SKTISPMVMD AKAVAGNISD PGLQKSFLDS GYRILGAVAK VREAFQPQEP   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

841  DFPPPPPDLE HLHLTDELAP PKPPLPEGEV PPPRPPPPEE KDEEFPEQKA GEAINQPMMM   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
901  AARQLHDEAR KWSSKGNDII AAAKRMALLM AEMSRLVRGG SGNKRALIQC AKDIAKASDE   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

961  VTRLAKEVAK QCTDKRIRTN LLQVCERIPT ISTQLKILST VKATMLGRTN ISDEESEQAT   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

1021 EMLVHNAQNL MQSVKETVRE AEAASIKIRT DAGFTLRWVR KTPWYQ  

     .......... .......... .......... .......... ......  
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9.2.2 Vergleich der DNA-Sequenz 
1    ATGCCCGTCT TCCACACGCG CACCATCGAG AGCATCTTGG AGCCCGTGGC TCAGCAGATC   

     .......... .......... .......... .......... .......... C.........   

61   TCCCACCTGG TCATCATGCA CGAGGAGGGG GAGGTAGACG GCAAGGCCAT CCCGGACCTC   

     .......... .......... T......... .....G.... .......... ..........   

121  ACCGCCCCCG TGTCGGCCGT GCAGGCCGCT GTCAGCAACC TGGTGCGGGT TGGAAAAGAA   

     ........T. .......T.. .......... .......... .......... ...G.....G   

181  ACTGTGCAGA CAACAGAAGA CCAGATCTTG AAAAGGGATA TGCCACCAGC ATTCATCAAA   

     .......... .......... .......... .......C.. .......... G.........   

241  GTAGAGAATG CCTGCACCAA GCTCGTTCGA GCAGCCCAGA TGCTGCAAGC AGATCCTTAT   

     .......... .......... .......... .......... .......G.. ..........   

301  TCAGTACCAG CTCGTGACTA CCTAATTGAT GGATCAAGAG GCATCCTTTC TGGAACATCA   

     ..T....... .......... ...T...... .......... .......... ..........   

361  GACTTGCTTC TGACATTTGA TGAAGCAGAG GTCCGTAAAA TCATCCGTGT CTGCAAAGGA   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

421  ATATTGGAAT ATCTGACTGT GGCAGAAGTA GTAGAGACTA TGGAGGATTT GGTGACATAT   

     C......... .......... .......... ..G....... .......... ..........   

481  ACAAAGAATC TAGGGCCAGG AATGACAAAG ATGGCAAAAA TGATCGATGA GAGACAACAG   

     .......... .......... .......... .......... ....T..... ..........   

541  GAATTAACTC ATCAGGAACA TAGGGTTATG CTGGTGAACT CCATGAATAC TGTGAAGGAG   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

601  CTATTGCCTG TACTTATTTC AGCTATGAAG ATCTTTGTAA CCACAAAAAA CACTAAAAGC   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

661  CAGGGAATAG AAGAGGCCTT GAAAAATCGC AATTTCACAG TAGAGAAAAT GAGTGCTGAG   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

721  ATAAATGAAA TAATCCGTGT ATTACAACTC ACTTCCTGGG ATGAAGATGC CTGGGCCAGC   

     .......... ....T..... .......... .......... .......... ..........   
781  AAGGACACTG AAGCCATGAA AAGAGCTTTA GCCCTAATAG ATTCAAAGAT GAACCAGGCA   

     .......... .......... .......... .......... .......... .........G   

841  AAAGGCTGGC TGAGAGATCC AAACGCACCT CCAGGGGATG CTGGTGAGCA AGCAATAAGG   

     .......... .......... .......... .......... .......... .........A   

901  CAGATCCTTG ATGAAGCTGG AAAAGCAGGA GAATTGTGTG CAGGCAAAGA ACGCAGGGAG   

     .......... .......... .......... ........C. .......... ..........   

961  ATTCTGGGAA CATGCAAAAC TTTGGGCCAA ATGACTGATC AACTTGCTGA TCTCCGAGCT   

     .......... .G........ .......... .......... .......... ..........   

1021 AGAGGACAGG GTGCTACACC GATGGCAATG CAGAAGGCAC AGCAGGTGTC ACAAGGCCTG   

     .......... .......... A.....G... .......... .......... ......T...   

1081 GATTTGCTCA CTGCAAAAGT GGAGAATGCA GCCCGGAAAT TGGAGGCCAT GACAAACTCT   

     .......... .......G.. .......... .......... .......... ..........   

1141 AAGCAGGCTA TTGCAAAGAA GATTGATGCT GCTCAGAACT GGCTTGCGGA TCCCAACGGC   

     .......... .......... .......... .......... .......... ......T...   

1201 GGAAGTGAAG GAGAAGAACA CATTCGAGGA ATTATGTCTG AAGCAAGGAA AGTTGCAGAA   

     .......... .......... .......... .......... .......... .........G   

1261 TTGTGTGAGG AGCCTAAAGA AAGAGATGAT ATCCTTCGCT CCTTGGGGGA AATCTCTGCT   

     .......... .......... .......... .......... .......... G...C.....   

1321 CTGACAGCTA AGCTGTCAGA TCTGCGACGA CATGGGAAAG GCGACTCTCC TGAGGCCCGT   

     .......... .......... ......G... .......... .......... C.........   

1381 GCATTGGCCA AGCAAATAGC TACATCACTT CAGAACTTAC AGTCCAAAAC AAACAGAGCT   

     .......... .......... .......... .....T.... .A........ T.........   

1441 GTAGCAAATA CTAGGCCAGT TAAAGCTGCT GTCCATTTGG AGGGCAAGAT TGAGCAAGCC   
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     .......... .......... ......A... .......... .......... ......G..T   

1501 CAGAGGTGGA TAGATAATCC TACAGTTGAT GATCGGGGAG TAGGCCAGGC AGCAATTCGG   

     ..A..A.... .......... .........C .....A.... .......... ..........   

1561 GGTTTGGTTG CAGAAGGTCG TCGTCTAGCC AATGTCATGA TGGGACCTTA TCGTCAGGAC   

     .......... .......... ....T..... .......... .......... ..........   

1621 CTGCTTGCCA AATGTGACCG TGTAGACCAG CTGGCTGCTC AGCTTGCTGA CCTTGCAGCA   

     .......... .......... .......... ........G. .......... ..........   

1681 AGAGGGGAAG GAGAGTCTCC TCAGGCTAGG GCAATTGCTG CTCAGCTTCA GGACTCCCTG   

     .....A..G. .......... .......... .......... .......... ..........   

1741 AAGGATCTCA AAGCACGGAT GCAAGAAGCA ATGACCCAGG AGGTGTCTGA TGTTTTTAGT   

     .......... .......... .......... .......... .......... .A........   

1801 GACACTACAA CTCCTATTAA GTTGTTAGCA GTAGCAGCCA CTGCTCCTTC TGATACTCCC   

     .......... .......... .......... .......... ....C..... ..........   

1861 AATAGAGAAG AGGTGTTTGA AGAAAGAGCA GCAAATTTTG AAAACCATGC TGCTAGACTG   

     .......... .......... .......... ..G....... .......... ..........   

1921 GGAGCAACAG CAGAAAAAGC AGCTGCAGTT GGAACTGCTA ATAAAACTAC TGTGGAAGGC   

     .......... .......... .......... .......... .......... ..........   

1981 ATTCAGGCAA CAGTCAAATC TGCAAGGGAG CTTACACCAC AGGTAGTATC GGCTGCTCGA   

     .......... ....G..... A......... .....C.... .......... A..A......   

2041 ATCCTCCTGA GAAATCCTGG AAATCAAGCT GCTTATGAGC ATTTTGAGAC AATGAAAAAC   
     ..T....... .......... .......... .......... .......... ..........   

2101 CAATGGATTG ATAATGTAGA AAAGATGACA GGGCTGGTGG ATGAGGCCAT CGATACCAAG   

     .......... .......... .......... .....A.... ....A..... T.........   

2161 TCTCTGTTGG ATGCATCAGA AGAGGCTATT AAGAAGGATC TTGATAAATG TAAAGTTGCA   

     .......... .......... .......... .....A.... .......... ..........   

2221 ATGGCCAATA TGCAACCTCA GATGCTGGTA GCTGGAGCCA CCAGCATTGC TAGACGAGCG   

     .......... .......... .......... .......... .......... ...G.....A   

2281 AACCGCATCC TGCTTGTGGC AAAACGGGAG GTTGAAAATT CAGAAGACCC TAAATTCAGG   

     .......... ....C..... .......... .......... .......... G......C..   

2341 GAGGCTGTTA AAGCAGCTTC TGATGAGCTG AGCAAAACCA TATCACCGAT GGTAATGGAT   

     .......... .......... .........A ........T. .......A.. ..........   

2401 GCTAAAGCTG TAGCAGGAAA TATCTCTGAT CCTGGTTTGC AGAAGAGTTT CTTGGATTCT   

     .......... ....T..... .......... .......... .......... ..........   

2461 GGATACAGGA TTCTGGGAGC TGTGGCCAAA GTCAGAGAAG CCTTTCAGCC TCAGGAGCCA   

     ..G....... .......... .......... .......... ....C..... ......A...   

2521 GACTTTCCCC CTCCTCCTCC TGACCTCGAG CATCTCCATC TGACTGATGA GCTTGCTCCT   

     ..T....... .......... ......T... .....T.... .......... ..........   

2581 CCAAAACCAC CACTTCCAGA AGGTGAGGTT CCCCCACCCA GACCACCACC CCCTGAAGAA   

     .......... .......... .......... .......... .......G.. ..........   

2641 AAAGATGAGG AGTTCCCAGA GCAGAAAGCA GGAGAAGCTA TTAATCAGCC CATGATGATG   

     ..G.....A. .......... A......... .......... .......... T.........   

2701 GCTGCTAGGC AGTTGCATGA CGAGGCTCGG AAATGGTCTA GCAAGGGTAA CGACATCATT   

     .......... .......... T......... .......... .......... ..........   

2761 GCTGCTGCTA AACGAATGGC GCTGCTCATG GCTGAGATGT CACGCCTGGT GCGAGGAGGC   

     .......... .......... .......... ..A....... .......... ..........   

2821 AGCGGAAACA AGCGTGCCCT CATCCAGTGT GCAAAAGATA TTGCTAAGGC ATCGGATGAA   

     .......... .......... ...T...... ........C. .......... ..........  

2881 GTCACTCGAT TGGCCAAAGA GGTGGCCAAG CAATGTACTG ATAAACGCAT TAGAACAAAC   

     ........G. .......... .......... .....C.... .......... ..........   

2941 CTCTTACAGG TCTGTGAGCG AATCCCAACC ATCAGCACGC AGCTCAAAAT TCTTTCCACA   

     .......... .......... .......... ........A. .A........ ..........   
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3001 GTGAAAGCTA CCATGCTGGG CAGGACTAAC ATCAGCGATG AAGAATCAGA ACAGGCAACT   

     ..T....... .......... .......... .....T.... .......... ..........   

3061 GAGATGTTGG TTCATAACGC CCAGAACCTC ATGCAGTCTG TGAAGGAAAC TGTGAGAGAA   

     .......... .......T.. .......... .......... .......... ..........   

3121 GCTGAAGCAG CATCCATTAA GATAAGAACA GATGCCGGAT TCACTCTGCG CTGGGTCAGA   

     .......... .......... .......... .....T.... .......... ..........   

3181 AAGACCCCAT GGTATCAGTA A  

     .......... .......... G  

 

9.2.3 Sequenz mit gekenzeichneten Domänen 
 
1    ATGCCCGTCTTCCACACGCGCACCATCGAGAGCATCTTGGAGCCCGTGGCCCAGCAGATC  
1    M  P  V  F  H  T  R  T  I  E  S  I  L  E  P  V  A  Q  Q  I  
61   TCCCACCTGGTCATCATGCATGAGGAGGGGGAGGTGGACGGCAAGGCCATCCCGGACCTC  
21   S  H  L  V  I  M  H  E  E  G  E  V  D  G  K  A  I  P  D  L  
121  ACCGCCCCTGTGTCGGCTGTGCAGGCCGCTGTCAGCAACCTGGTGCGGGTTGGGAAAGAG  
41   T  A  P  V  S  A  V  Q  A  A  V  S  N  L  V  R  V  G  K  E  
181  ACTGTGCAGACAACAGAAGACCAGATCTTGAAAAGGGCTATGCCACCAGCGTTCATCAAA  
61   T  V  Q  T  T  E  D  Q  I  L  K  R  A  M  P  P  A  F  I  K  
241  GTAGAGAATGCCTGCACCAAGCTCGTTCGAGCAGCCCAGATGCTGCAGGCAGATCCTTAT  
81   V  E  N  A  C  T  K  L  V  R  A  A  Q  M  L  Q  A  D  P  Y  
301  TCTGTACCAGCTCGTGACTACCTTATTGATGGATCAAGAGGCATCCTTTCTGGAACATCA  
101  S  V  P  A  R  D  Y  L  I  D  G  S  R  G  I  L  S  G  T  S  
361  GACTTGCTTCTGACATTTGATGAAGCAGAGGTCCGTAAAATCATCCGTGTCTGCAAAGGA  
121  D  L  L  L  T  F  D  E  A  E  V  R  K  I  I  R  V  C  K  G  
421  CTATTGGAATATCTGACTGTGGCAGAAGTAGTGGAGACTATGGAGGATTTGGTGACATAT  
141  L  L  E  Y  L  T  V  A  E  V  V  E  T  M  E  D  L  V  T  Y  
481  ACAAAGAATCTAGGGCCAGGAATGACAAAGATGGCAAAAATGATTGATGAGAGACAACAG  
161  T  K  N  L  G  P  G  M  T  K  M  A  K  M  I  D  E  R  Q  Q  
541  GAATTAACTCATCAGGAACATAGGGTTATGCTGGTGAACTCCATGAATACTGTGAAGGAG  
181  E  L  T  H  Q  E  H  R  V  M  L  V  N  S  M  N  T  V  K  E  
601  CTATTGCCTGTACTTATTTCAGCTATGAAGATCTTTGTAACCACAAAAAACACTAAAAGC  
201  L  L  P  V  L  I  S  A  M  K  I  F  V  T  T  K  N  T  K  S  
661  CAGGGAATAGAAGAGGCCTTGAAAAATCGCAATTTCACAGTAGAGAAAATGAGTGCTGAG  
221  Q  G  I  E  E  A  L  K  N  R  N  F  T  V  E  K  M  S  A  E  
721  ATAAATGAAATAATTCGTGTATTACAACTCACTTCCTGGGATGAAGATGCCTGGGCCAGC  
241  I  N  E  I  I  R  V  L  Q  L  T  S  W  D  E  D  A  W  A  S  
781  AAGGACACTGAAGCCATGAAAAGAGCTTTAGCCCTAATAGATTCAAAGATGAACCAGGCG  
261  K  D  T  E  A  M  K  R  A  L  A  L  I  D  S  K  M  N  Q  A  
841  AAAGGCTGGCTGAGAGATCCAAACGCACCTCCAGGGGATGCTGGTGAGCAAGCAATAAGA  
281  K  G  W  L  R  D  P  N  A  P  P  G  D  A  G  E  Q  A  I  R  
901  CAGATCCTTGATGAAGCTGGAAAAGCAGGAGAATTGTGCGCAGGCAAAGAACGCAGGGAG  
301  Q  I  L  D  E  A  G  K  A  G  E  L  C  A  G  K  E  R  R  E  
961  ATTCTGGGAACGTGCAAAACTTTGGGCCAAATGACTGATCAACTTGCTGATCTCCGAGCT  
321  I  L  G  T  C  K  T  L  G  Q  M  T  D  Q  L  A  D  L  R  A  
1021 AGAGGACAGGGTGCTACACCAATGGCGATGCAGAAGGCACAGCAGGTGTCACAAGGTCTG  
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341  R  G  Q  G  A  T  P  M  A  M  Q  K  A  Q  Q  V  S  Q  G  L  
1081 GATTTGCTCACTGCAAAGGTGGAGAATGCAGCCCGGAAATTGGAGGCCATGACAAACTCT  
361  D  L  L  T  A  K  V  E  N  A  A  R  K  L  E  A  M  T  N  S  
1141 AAGCAGGCTATTGCAAAGAAGATTGATGCTGCTCAGAACTGGCTTGCGGATCCCAATGGC  
381  K  Q  A  I  A  K  K  I  D  A  A  Q  N  W  L  A  D  P  N  G  
1201 GGAAGTGAAGGAGAAGAACACATTCGAGGAATTATGTCTGAAGCAAGGAAAGTTGCAGAG  
401  G  S  E  G  E  E  H  I  R  G  I  M  S  E  A  R  K  V  A  E  
1261 TTGTGTGAGGAGCCTAAAGAAAGAGATGATATCCTTCGCTCCTTGGGGGAGATCCCTGCT  
421  L  C  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 GTAGCAAATACTAGGCCAGTTAAAGCAGCTGTCCATTTGGAGGGCAAGATTGAGCAGGCT  
481  V  A  N  T  R  P  V  K  A  A  V  H  L  E  G  K  I  E  Q  A  
1501 CAAAGATGGATAGATAATCCTACAGTTGACGATCGAGGAGTAGGCCAGGCAGCAATTCGG  
501  Q  R  W  I  D  N  P  T  V  D  D  R  G  V  G  Q  A  A  I  R  
1561 GGTTTGGTTGCAGAAGGTCGTCGTTTAGCCAATGTCATGATGGGACCTTATCGTCAGGAC  
521  G  L  V  A  E  G  R  R  L  A  N  V  M  M  G  P  Y  R  Q  D  
1621 CTGCTTGCCAAATGTGACCGTGTAGACCAGCTGGCTGCGCAGCTTGCTGACCTTGCAGCA  
541  L  L  A  K  C  D  R  V  D  Q  L  A  A  Q  L  A  D  L  A  A  
1681 AGAGGAGAGGGAGAGTCTCCTCAGGCTAGGGCAATTGCTGCTCAGCTTCAGGACTCCCTG  
561  R  G  E  G  E  S  P  Q  A  R  A  I  A  A  Q  L  Q  D  S  L  
1741 AAGGATCTCAAAGCACGGATGCAAGAAGCAATGACCCAGGAGGTGTCTGATATTTTTAGT  
581  K  D  L  K  A  R  M  Q  E  A  M  T  Q  E  V  S  D  I  F  S  
1801 GACACTACAACTCCTATTAAGTTGTTAGCAGTAGCAGCCACTGCCCCTTCTGATACTCCC  
601  D  T  T  T  P  I  K  L  L  A  V  A  A  T  A  P  S  D  T  P  
1861 AATAGAGAAGAGGTGTTTGAAGAAAGAGCAGCGAATTTTGAAAACCATGCTGCTAGACTG  
621  N  R  E  E  V  F  E  E  R  A  A  N  F  E  N  H  A  A  R  L  
1921 GGAGCAACAGCAGAAAAAGCAGCTGCAGTTGGAACTGCTAATAAAACTACTGTGGAAGGC  
641  G  A  T  A  E  K  A  A  A  V  G  T  A  N  K  T  T  V  E  G  
1981 ATTCAGGCAACAGTGAAATCAGCAAGGGAGCTTACCCCACAGGTAGTATCAGCAGCTCGA  
661  I  Q  A  T  V  K  S  A  R  E  L  T  P  Q  V  V  S  A  A  R  
2041 ATTCTCCTGAGAAATCCTGGAAATCAAGCTGCTTATGAGCATTTTGAGACAATGAAAAAC  
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  K  M  T  G  L  V  D  E  A  I  D  T  K  
2161 TCTCTGTTGGATGCATCAGAAGAGGCTATTAAGAAAGATCTTGATAAATGTAAAGTTGCA  
721  S  L  L  D  A  S  E  E  A  I  K  K  D  L  D  K  C  K  V  A  
2221 ATGGCCAATATGCAACCTCAGATGCTGGTAGCTGGAGCCACCAGCATTGCTAGGCGAGCA  
741  M  A  N  M  Q  P  Q  M  L  V  A  G  A  T  S  I  A  R  R  A  
2281 AACCGCATCCTGCTCGTGGCAAAACGGGAGGTTGAAAATTCAGAAGACCCGAAATTCCGG  
761  N  R  I  L  L  V  A  K  R  E  V  E  N  S  E  D  P  K  F  R  
2341 GAGGCTGTTAAAGCAGCTTCTGATGAGCTAAGCAAAACTATATCACCAATGGTAATGGAT  
781  E  A  V  K  A  A  S  D  E  L  S  K  T  I  S  P  M  V  M  D  
2401 GCTAAAGCTGTAGCTGGAAATATCTCTGATCCTGGTTTGCAGAAGAGTTTCTTGGATTCT  
801  A  K  A  V  A  G  N  I  S  D  P  G  L  Q  K  S  F  L  D  S  
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2461 GGGTACAGGATTCTGGGAGCTGTGGCCAAAGTCAGAGAAGCCTTCCAGCCTCAGGAACCA  
821  G  Y  R  I  L  G  A  V  A  K  V  R  E  A  F  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  E  
2641 AAGGATGAAGAGTTCCCAGAACAGAAAGCAGGAGAAGCTATTAATCAGCCTATGATGATG  
881  K  D  E  E  F  P  E  Q  K  A  G  E  A  I  N  Q  P  M  M  M  
2701 GCTGCTAGGCAGTTGCATGATGAGGCTCGGAAATGGTCTAGCAAGGGTAACGACATCATT  
901  A  A  R  Q  L  H  D  E  A  R  K  W  S  S  K  G  N  D  I  I  
2761 GCTGCTGCTAAACGAATGGCGCTGCTCATGGCAGAGATGTCACGCCTGGTGCGAGGAGGC  
921  A  A  A  K  R  M  A  L  L  M  A  E  M  S  R  L  V  R  G  G  
2821 AGCGGAAACAAGCGTGCCCTCATTCAGTGTGCAAAAGACATTGCTAAGGCATCGGATGAA  
941  S  G  N  K  R  A  L  I  Q  C  A  K  D  I  A  K  A  S  D  E  
2881 GTCACTCGGTTGGCCAAAGAGGTGGCCAAGCAATGCACTGATAAACGCATTAGAACAAAC  
961  V  T  R  L  A  K  E  V  A  K  Q  C  T  D  K  R  I  R  T  N  
2941 CTCTTACAGGTCTGTGAGCGAATCCCAACCATCAGCACACAACTCAAAATTCTTTCCACA  
981  L  L  Q  V  C  E  R  I  P  T  I  S  T  Q  L  K  I  L  S  T  
3001 GTTAAAGCTACCATGCTGGGCAGGACTAACATCAGTGATGAAGAATCAGAACAGGCAACT  
1001 V  K  A  T  M  L  G  R  T  N  I  S  D  E  E  S  E  Q  A  T  
3061 GAGATGTTGGTTCATAATGCCCAGAACCTCATGCAGTCTGTGAAGGAAACTGTGAGAGAA  
1021 E  M  L  V  H  N  A  Q  N  L  M  Q  S  V  K  E  T  V  R  E  
3121 GCTGAAGCAGCATCCATTAAGATAAGAACAGATGCTGGATTCACTCTGCGCTGGGTCAGA  
1041 A  E  A  A  S  I  K  I  R  T  D  A  G  F  T  L  R  W  V  R  
3181 AAGACCCCATGGTATCAGTAG  
1061 K  T  P  W  Y  Q  *  
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9.3 Klonierungsschema von Tags 

9.3.1 Klonierungsschema des gesamten Vinculins 
 

 
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 über die Schnittstellen NheI/SacI in den Vektor pET100 
ligiert, nicht abgebildet b) Das HK-3 Fragment wurde über die Schnittstellen XhoI/SacI in Vektor 
pGEM®T/HK-M ligiert. c) Das Fragment HK-M3 wurde nun über die Schnittstellen BamHI/SacI in den 
Vektor pET100/HK-5 ligiert. 

 

9.3.2 Klonierungsschema des N-terminalen GST-Tags 

 
Abbildung 58: Schematische Darstellung der GST-Tag-Klonierung 
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 über die Restriktionsendonukleasen NdeI/NheI in den 
pET100-Vektor ligiert. 
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9.3.3 Klonierungsschema des N-terminalen GFP-Tags 

 
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 
pET100/VP. Durch den Primer GFP-F wurden zwei Restriktionsschnittstellen BspEI und SpeI am 5`-
Ende der DNA eingefügt. Das Amplifikat wurde über die Restriktionsendonukleasen BspEI/SacI in den 
pEGFP-C1-Vektor ligiert. Durch das Einfügen einer SpeI-Restriktionsschnittstelle, welches ein 
Isoschizomer zu NheI ist, kann eine Ligation über NheI/SacI erfolgen. 

 

9.4 Nukleotid- und Aminosäuresequenz von Vinculin 

Die verwendeten Nukleotid und Aminosäuresequenzen 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  Q  Q  I  

61   TCCCACCTGGTCATCATGCACGAGGAGGGGGAGGTAGACGGCAAGGCCATCCCGGACCTC  
     S  H  L  V  I  M  H  E  E  G  E  V  D  G  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  V  Q  T  T  E  D  Q  I  L  K  R  D  M  P  P  A  F  I  K  

241  GTAGAGAATGCCTGCACCAAGCTCGTTCGAGCAGCCCAGATGCTGCAAGCAGATCCTTAT  
     V  E  N  A  C  T  K  L  V  R  A  A  Q  M  L  Q  A  D  P  Y  

301  TCAGTACCAGCTCGTGACTACCTAATTGATGGATCAAGAGGCATCCTTTCTGGAACATCA  
     S  V  P  A  R  D  Y  L  I  D  G  S  R  G  I  L  S  G  T  S  

361  GACTTGCTTCTGACATTTGATGAAGCAGAGGTCCGTAAAATCATCCGTGTCTGCAAAGGA  
     D  L  L  L  T  F  D  E  A  E  V  R  K  I  I  R  V  C  K  G  

421  ATATTGGAATATCTGACTGTGGCAGAAGTAGTAGAGACTATGGAGGATTTGGTGACATAT  
     I  L  E  Y  L  T  V  A  E  V  V  E  T  M  E  D  L  V  T  Y  

481  ACAAAGAATCTAGGGCCAGGAATGACAAAGATGGCAAAAATGATCGATGAGAGACAACAG  
     T  K  N  L  G  P  G  M  T  K  M  A  K  M  I  D  E  R  Q  Q  

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  L  P  V  L  I  S  A  M  K  I  F  V  T  T  K  N  T  K  S  
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661  CAGGGAATAGAAGAGGCCTTGAAAAATCGCAATTTCACAGTAGAGAAAATGAGTGCTGAG  
     Q  G  I  E  E  A  L  K  N  R  N  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  D  T  E  A  M  K  R  A  L  A  L  I  D  S  K  M  N  Q  A  

841  AAAGGCTGGCTGAGAGATCCAAACGCACCTCCAGGGGATGCTGGTGAGCAAGCAATAAGG  
     K  G  W  L  R  D  P  N  A  P  P  G  D  A  G  E  Q  A  I  R  

901  CAGATCCTTGATGAAGCTGGAAAAGCAGGAGAATTGTGTGCAGGCAAAGAACGCAGGGAG  
     Q  I  L  D  E  A  G  K  A  G  E  L  C  A  G  K  E  R  R  E  

961  ATTCTGGGAACATGCAAAACTTTGGGCCAAATGACTGATCAACTTGCTGATCTCCGAGCT  
     I  L  G  T  C  K  T  L  G  Q  M  T  D  Q  L  A  D  L  R  A  

1021 AGAGGACAGGGTGCTACACCGATGGCAATGCAGAAGGCACAGCAGGTGTCACAAGGCCTG  
     R  G  Q  G  A  T  P  M  A  M  Q  K  A  Q  Q  V  S  Q  G  L  

1081 GATTTGCTCACTGCAAAAGTGGAGAATGCAGCCCGGAAATTGGAGGCCATGACAAACTCT  
     D  L  L  T  A  K  V  E  N  A  A  R  K  L  E  A  M  T  N  S  

1141 AAGCAGGCTATTGCAAAGAAGATTGATGCTGCTCAGAACTGGCTTGCGGATCCCAACGGC  
     K  Q  A  I  A  K  K  I  D  A  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  C  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  
     A  L  A  K  Q  I  A  T  S  L  Q  N  L  Q  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  
     Q  R  W  I  D  N  P  T  V  D  D  R  G  V  G  Q  A  A  I  R  

1561 GGTTTGGTTGCAGAAGGTCGTCGTCTAGCCAATGTCATGATGGGACCTTATCGTCAGGAC  
     G  L  V  A  E  G  R  R  L  A  N  V  M  M  G  P  Y  R  Q  D  

1621 CTGCTTGCCAAATGTGACCGTGTAGACCAGCTGGCTGCTCAGCTTGCTGACCTTGCAGCA  
     L  L  A  K  C  D  R  V  D  Q  L  A  A  Q  L  A  D  L  A  A  

1681 AGAGGGGAAGGAGAGTCTCCTCAGGCTAGGGCAATTGCTGCTCAGCTTCAGGACTCCCTG  
     R  G  E  G  E  S  P  Q  A  R  A  I  A  A  Q  L  Q  D  S  L  

1741 AAGGATCTCAAAGCACGGATGCAAGAAGCAATGACCCAGGAGGTGTCTGATGTTTTTAGT  
     K  D  L  K  A  R  M  Q  E  A  M  T  Q  E  V  S  D  V  F  S  

1801 GACACTACAACTCCTATTAAGTTGTTAGCAGTAGCAGCCACTGCTCCTTCTGATACTCCC  
     D  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  A  V  G  T  A  N  K  T  T  V  E  G  

1981 ATTCAGGCAACAGTCAAATCTGCAAGGGAGCTTACACCACAGGTAGTATCGGCTGCTCGA  
     I  Q  A  T  V  K  S  A  R  E  L  T  P  Q  V  V  S  A  A  R  

2041 ATCCTCCTGAGAAATCCTGGAAATCAAGCTGCTTATGAGCATTTTGAGACAATGAAAAAC  
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     I  L  L  R  N  P  G  N  Q  A  A  Y  E  H  F  E  T  M  K  N  

2101 CAATGGATTGATAATGTAGAAAAGATGACAGGGCTGGTGGATGAGGCCATCGATACCAAG  
     Q  W  I  D  N  V  E  K  M  T  G  L  V  D  E  A  I  D  T  K  

2161 TCTCTGTTGGATGCATCAGAAGAGGCTATTAAGAAGGATCTTGATAAATGTAAAGTTGCA  
     S  L  L  D  A  S  E  E  A  I  K  K  D  L  D  K  C  K  V  A  

2221 ATGGCCAATATGCAACCTCAGATGCTGGTAGCTGGAGCCACCAGCATTGCTAGACGAGCG  
     M  A  N  M  Q  P  Q  M  L  V  A  G  A  T  S  I  A  R  R  A  

2281 AACCGCATCCTGCTTGTGGCAAAACGGGAGGTTGAAAATTCAGAAGACCCTAAATTCAGG  
     N  R  I  L  L  V  A  K  R  E  V  E  N  S  E  D  P  K  F  R  

2341 GAGGCTGTTAAAGCAGCTTCTGATGAGCTGAGCAAAACCATATCACCGATGGTAATGGAT  
     E  A  V  K  A  A  S  D  E  L  S  K  T  I  S  P  M  V  M  D  

2401 GCTAAAGCTGTAGCAGGAAATATCTCTGATCCTGGTTTGCAGAAGAGTTTCTTGGATTCT  
     A  K  A  V  A  G  N  I  S  D  P  G  L  Q  K  S  F  L  D  S  

2461 GGATACAGGATTCTGGGAGCTGTGGCCAAAGTCAGAGAAGCCTTTCAGCCTCAGGAGCCA  
     G  Y  R  I  L  G  A  V  A  K  V  R  E  A  F  Q  P  Q  E  P  

2521 GACTTTCCCCCTCCTCCTCCTGACCTCGAGCATCTCCATCTGACTGATGAGCTTGCTCCT  
     D  F  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  Q  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  A  L  L  M  A  E  M  S  R  L  V  R  G  G  

2821 AGCGGAAACAAGCGTGCCCTCATCCAGTGTGCAAAAGATATTGCTAAGGCATCGGATGAA  
     S  G  N  K  R  A  L  I  Q  C  A  K  D  I  A  K  A  S  D  E  

2881 GTCACTCGATTGGCCAAAGAGGTGGCCAAGCAATGTACTGATAAACGCATTAGAACAAAC  
     V  T  R  L  A  K  E  V  A  K  Q  C  T  D  K  R  I  R  T  N  

2941 CTCTTACAGGTCTGTGAGCGAATCCCAACCATCAGCACGCAGCTCAAAATTCTTTCCACA  
     L  L  Q  V  C  E  R  I  P  T  I  S  T  Q  L  K  I  L  S  T  

3001 GTGAAAGCTACCATGCTGGGCAGGACTAACATCAGCGATGAAGAATCAGAACAGGCAACT  
     V  K  A  T  M  L  G  R  T  N  I  S  D  E  E  S  E  Q  A  T  

3061 GAGATGTTGGTTCATAACGCCCAGAACCTCATGCAGTCTGTGAAGGAAACTGTGAGAGAA  
     E  M  L  V  H  N  A  Q  N  L  M  Q  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  Q  I  

61   TCCCACCTGGTCATCATGCATGAGGAGGGGGAGGTGGACGGCAAGGCCATCCCGGACCTC  
     S  H  L  V  I  M  H  E  E  G  E  V  D  G  K  A  I  P  D  L  

121  ACCGCCCCTGTGTCGGCTGTGCAGGCCGCTGTCAGCAACCTGGTGCGGGTTGGGAAAGAG  
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     T  A  P  V  S  A  V  Q  A  A  V  S  N  L  V  R  V  G  K  E  

181  ACTGTGCAGACAACAGAAGACCAGATCTTGAAAAGGGCTATGCCACCAGCGTTCATCAAA  
     T  V  Q  T  T  E  D  Q  I  L  K  R  A  M  P  P  A  F  I  K  

241  GTAGAGAATGCCTGCACCAAGCTCGTTCGAGCAGCCCAGATGCTGCAGGCAGATCCTTAT  
     V  E  N  A  C  T  K  L  V  R  A  A  Q  M  L  Q  A  D  P  Y  

301  TCTGTACCAGCTCGTGACTACCTTATTGATGGATCAAGAGGCATCCTTTCTGGAACATCA  
     S  V  P  A  R  D  Y  L  I  D  G  S  R  G  I  L  S  G  T  S  

361  GACTTGCTTCTGACATTTGATGAAGCAGAGGTCCGTAAAATCATCCGTGTCTGCAAAGGA  
     D  L  L  L  T  F  D  E  A  E  V  R  K  I  I  R  V  C  K  G  

421  CTATTGGAATATCTGACTGTGGCAGAAGTAGTGGAGACTATGGAGGATTTGGTGACATAT  
     L  L  E  Y  L  T  V  A  E  V  V  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  Q  

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  L  P  V  L  I  S  A  M  K  I  F  V  T  T  K  N  T  K  S  

661  CAGGGAATAGAAGAGGCCTTGAAAAATCGCAATTTCACAGTAGAGAAAATGAGTGCTGAG  
     Q  G  I  E  E  A  L  K  N  R  N  F  T  V  E  K  M  S  A  E  

721  ATAAATGAAATAATTCGTGTATTACAACTCACTTCCTGGGATGAAGATGCCTGGGCCAGC  
     I  N  E  I  I  R  V  L  Q  L  T  S  W  D  E  D  A  W  A  S  

781  AAGGACACTGAAGCCATGAAAAGAGCTTTAGCCCTAATAGATTCAAAGATGAACCAGGCG  
     K  D  T  E  A  M  K  R  A  L  A  L  I  D  S  K  M  N  Q  A  

841  AAAGGCTGGCTGAGAGATCCAAACGCACCTCCAGGGGATGCTGGTGAGCAAGCAATAAGA  
     K  G  W  L  R  D  P  N  A  P  P  G  D  A  G  E  Q  A  I  R  

901  CAGATCCTTGATGAAGCTGGAAAAGCAGGAGAATTGTGCGCAGGCAAAGAACGCAGGGAG  
     Q  I  L  D  E  A  G  K  A  G  E  L  C  A  G  K  E  R  R  E  

961  ATTCTGGGAACGTGCAAAACTTTGGGCCAAATGACTGATCAACTTGCTGATCTCCGAGCT  
     I  L  G  T  C  K  T  L  G  Q  M  T  D  Q  L  A  D  L  R  A  

1021 AGAGGACAGGGTGCTACACCAATGGCGATGCAGAAGGCACAGCAGGTGTCACAAGGTCTG  
     R  G  Q  G  A  T  P  M  A  M  Q  K  A  Q  Q  V  S  Q  G  L  

1081 GATTTGCTCACTGCAAAGGTGGAGAATGCAGCCCGGAAATTGGAGGCCATGACAAACTCT  
     D  L  L  T  A  K  V  E  N  A  A  R  K  L  E  A  M  T  N  S  

1141 AAGCAGGCTATTGCAAAGAAGATTGATGCTGCTCAGAACTGGCTTGCGGATCCCAATGGC  
     K  Q  A  I  A  K  K  I  D  A  A  Q  N  W  L  A  D  P  N  G  

1201 GGAAGTGAAGGAGAAGAACACATTCGAGGAATTATGTCTGAAGCAAGGAAAGTTGCAGAG  
     G  S  E  G  E  E  H  I  R  G  I  M  S  E  A  R  K  V  A  E  

1261 TTGTGTGAGGAGCCTAAAGAAAGAGATGATATCCTTCGCTCCTTGGGGGAGATCCCTGCT  
     L  C  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  D  L  R  R  H  G  K  G  D  S  P  E  A  R  

1381 GCATTGGCCAAGCAAATAGCTACATCACTTCAGAATTTACAATCCAAAACTAACAGAGCT  
     A  L  A  K  Q  I  A  T  S  L  Q  N  L  Q  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  
     Q  R  W  I  D  N  P  T  V  D  D  R  G  V  G  Q  A  A  I  R  
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1561 GGTTTGGTTGCAGAAGGTCGTCGTTTAGCCAATGTCATGATGGGACCTTATCGTCAGGAC  
     G  L  V  A  E  G  R  R  L  A  N  V  M  M  G  P  Y  R  Q  D  

1621 CTGCTTGCCAAATGTGACCGTGTAGACCAGCTGGCTGCGCAGCTTGCTGACCTTGCAGCA  
     L  L  A  K  C  D  R  V  D  Q  L  A  A  Q  L  A  D  L  A  A  

1681 AGAGGAGAGGGAGAGTCTCCTCAGGCTAGGGCAATTGCTGCTCAGCTTCAGGACTCCCTG  
     R  G  E  G  E  S  P  Q  A  R  A  I  A  A  Q  L  Q  D  S  L  

1741 AAGGATCTCAAAGCACGGATGCAAGAAGCAATGACCCAGGAGGTGTCTGATATTTTTAGT  
     K  D  L  K  A  R  M  Q  E  A  M  T  Q  E  V  S  D  I  F  S  

1801 GACACTACAACTCCTATTAAGTTGTTAGCAGTAGCAGCCACTGCCCCTTCTGATACTCCC  
     D  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  A  V  G  T  A  N  K  T  T  V  E  G  

1981 ATTCAGGCAACAGTGAAATCAGCAAGGGAGCTTACCCCACAGGTAGTATCAGCAGCTCGA  
     I  Q  A  T  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  
     Q  W  I  D  N  V  E  K  M  T  G  L  V  D  E  A  I  D  T  K  

2161 TCTCTGTTGGATGCATCAGAAGAGGCTATTAAGAAAGATCTTGATAAATGTAAAGTTGCA  
     S  L  L  D  A  S  E  E  A  I  K  K  D  L  D  K  C  K  V  A  

2221 ATGGCCAATATGCAACCTCAGATGCTGGTAGCTGGAGCCACCAGCATTGCTAGGCGAGCA  
     M  A  N  M  Q  P  Q  M  L  V  A  G  A  T  S  I  A  R  R  A  

2281 AACCGCATCCTGCTCGTGGCAAAACGGGAGGTTGAAAATTCAGAAGACCCGAAATTCCGG  
     N  R  I  L  L  V  A  K  R  E  V  E  N  S  E  D  P  K  F  R  

2341 GAGGCTGTTAAAGCAGCTTCTGATGAGCTAAGCAAAACTATATCACCAATGGTAATGGAT  
     E  A  V  K  A  A  S  D  E  L  S  K  T  I  S  P  M  V  M  D  

2401 GCTAAAGCTGTAGCTGGAAATATCTCTGATCCTGGTTTGCAGAAGAGTTTCTTGGATTCT  
     A  K  A  V  A  G  N  I  S  D  P  G  L  Q  K  S  F  L  D  S  

2461 GGGTACAGGATTCTGGGAGCTGTGGCCAAAGTCAGAGAAGCCTTCCAGCCTCAGGAACCA  
     G  Y  R  I  L  G  A  V  A  K  V  R  E  A  F  Q  P  Q  E  P  

2521 GATTTTCCCCCTCCTCCTCCTGACCTTGAGCATCTTCATCTGACTGATGAGCTTGCTCCT  
     D  F  P  P  P  P  P  D  L  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  Q  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  A  L  L  M  A  E  M  S  R  L  V  R  G  G  

2821 AGCGGAAACAAGCGTGCCCTCATTCAGTGTGCAAAAGACATTGCTAAGGCATCGGATGAA  
     S  G  N  K  R  A  L  I  Q  C  A  K  D  I  A  K  A  S  D  E  

2881 GTCACTCGGTTGGCCAAAGAGGTGGCCAAGCAATGCACTGATAAACGCATTAGAACAAAC  
     V  T  R  L  A  K  E  V  A  K  Q  C  T  D  K  R  I  R  T  N  

2941 CTCTTACAGGTCTGTGAGCGAATCCCAACCATCAGCACACAACTCAAAATTCTTTCCACA  



Anhang  153 

 

     L  L  Q  V  C  E  R  I  P  T  I  S  T  Q  L  K  I  L  S  T  

3001 GTTAAAGCTACCATGCTGGGCAGGACTAACATCAGTGATGAAGAATCAGAACAGGCAACT  
     V  K  A  T  M  L  G  R  T  N  I  S  D  E  E  S  E  Q  A  T  

3061 GAGATGTTGGTTCATAATGCCCAGAACCTCATGCAGTCTGTGAAGGAAACTGTGAGAGAA  
     E  M  L  V  H  N  A  Q  N  L  M  Q  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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