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Zusammenfassung

Der Schalter-2-Bereich in der Kernstruktur von Myosinen ist ein hoch konserviertes Strukturelement
und nimmt eine Schlusselrolle bei der ATP-Reaktion von Myosinen ein. Schalter-2 fungiert Uber die
Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen und die Mg”-Koordination als ein Nukleotidsensor. Es
wird postuliert, dass Schalter-2 die Hydrolyse und die Produktfreisetzung kontrolliert. Die Schalter-2-
Sequenz der meisten Mitglieder der Myosin-Superfamilie weist ein Tyrosin auf, wohingegen einige
andere Myosine ein Alanin, Serin oder Phenylalanin an dieser Position besitzen, z.B. Skelettmuskel-
Myosin-2 und Myosin-2 aus der glatten Muskulatur. Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass
Anderungen in der Konzentration von freien Mg”-lonen die kinetischen und funktionalen
Eigenschaften von Dictyostelium Myosin-1E, Dictyostelium Myosin-5b (Taft et al., 2008) und Myosin-
5a aus Huhn modulieren, aber nicht die Motoreigenschaften von Dictyostelium Myosin-1B und
Dictyostelium Myosin-2 beeinflussen. Es wird vermutet, dass das Tyrosin in Schalter-2 ein kritischer
Faktor fir die Mg®*-abhangigen funktionalen Eigenschaften von Myosinen mit einer hohen duty ratio
ist. Um diese Hypothese zu beweisen, habe ich die funktionalen Eigenschaften von Myosinen aus
verschiedenen Klassen mit Punktmutationen in Schalter-2 analysiert. Fir diese Studien wurden der in
vitro-Motilitatsassay und der TIRF-Mikroskopie-basierte Landeassay eingesetzt. Die Ergebnisse
zeigen, wie ein Tyrosin im Schalter 2 die funktionalen Motor-Eigenschaften des Myosins bestimmt. Ein
Tyrosin in Schalter-2 befahigt das Myosin iber Anderungen der Konzentration an freien Mg®*-lonen
zwischen schneller Bewegung und Spannungsaufbau umzuschalten. Die Daten werden durch ein
atomares Strukturmodell unterstiitzt, das aufzeigt wie Schalter-2 als Sensor fiir physiologische

Anderungen in der Konzentration von freien Mg”*-lonen fungiert.

Die funktionale Integration von Motorproteinen in kunstlichen Oberflachenstrukturen ist eine
grundlegende Voraussetzung fur die Konstruktion von biohybriden Systemen, die fur aktive in vitro-
Transportprozesse verwendet werden kénnen. In dieser Arbeit werden die funktionalen Analysen von
zwei konstruierten kunstlichen Myosinen, zum einen M5P (Prozessives Myosin-5) und MS5S
(Monomeres Myosin-5) beschrieben. Die Motoren haben eine groRere Stabilitdt auf kinstlichen
Oberflachen und ihre Motoreigenschaften kdnnen Uber mehrere Parameter reguliert werden. Die
Experimente zeigen, dass das Bewegungsverhalten des dimeren M5P Konstrukts (iber Anderungen
der Konzentration an freien Mgz+—lonen zwischen prozessiver und nicht-prozessiver Bewegung
umgeschaltet werden kann. Die Motoraktivitdt des monomeren M5S Konstrukts kann tber koordinierte
Anderungen in der Konzentration von MgCl, und KCI stufenlos reguliert werden. Die einfache
Parameter-abhangige Kontrolle der zwei generierten Motoren ermdglicht die Konstruktion von

biohybriden Systemen mit einer Sensor- oder Anordnungs-Funktion.

Der abschlieRende Teil meiner Doktorarbeit beschreibt meinen Beitrag bei der Aufklarung des
Mechanismus der Inhibierung der Myosin-Motoraktivitat durch Pentabromopseudilin (PBP) (Fedorov et
al., 2009). ATPase-Experimente im FlieRgleichgewicht, single turnover-Experimente und in vitro-
Motilititsassays wurden mit verschiedenen Myosin-Isoformen durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
Studien zeigen deutlich, dass die Geschwindigkeitskonstanten fir die ATP-Bindung, die Hydrolyse
und die ADP-Freisetzung durch PBP deutlich reduziert werden und dass der Inhibitor eine Myosin-

Isoform-Spezifitat besitzt.

Schlusselwérter: duty ratio; Mg®*-Sensitivitat; Myosin-Inhibitor



Abstract

The switch-2 region in the core structure of myosins is a highly conserved structural element that plays
a key role in the ATPase reaction of myosins. With its ability to function as a nucleotide sensor through
hydrogen bond formation and Mg?*-coordination, it is assumed to tightly control the hydrolysis reaction
and product release. In most members of the myosin superfamily a tyrosine residue is found in the
amino acid sequence of switch-2, whereas some other myosins contain an alanine, serine or
phenylalanine at this position, e.g. skeletal and smooth muscle myosin-2. According to recent
investigations, where it has been shown that changes in the concentration of free magnesium ions
modulate the kinetic and functional properties of Dictyostelium myosin-1E, Dictyostelium myosin-5b
(Taft et al., 2008), and chicken myosin-5a but not those of Dictyostelium myosin-1B and Dictyostelium
non-muscle myosin-2, it is assumed that this particular tyrosine is a critical determinant for the Mg”-
dependent motile properties of high duty ratio myosins. In order to prove this hypothesis, | have
analyzed the motile properties of myosins from different classes with point mutations in the switch-2
region using direct functional assays including in vitro motility assay and TIRF-microscopy-based
landing assay. The results show the importance of the tyrosine in switch-2 in dictating the motile
properties of myosins and thus, the ability of the motors to switch between rapid movement and
tension bearing upon changes of free Mg”—ions. The data are consistant with a structural model that
proposes how switch-2 acts as a sensor for physiological changes in the concentration of free Mg”-

ions.

The functional integration of motor proteins in artificial surface structures is a basic requirement for the
construction of biohybrid systems, which can be used for active in vitro-transport processes. Here, the
functional analyses of two engineered artificial myosins, namely M5P (processive myosin-5) and M5S
(single-headed myosin-5) are described. The motors have an increased stability on synthetic surfaces
and their motor properties can be externally regulated. The experiments show that the motile behavior
of the dimeric M5P construct can be switched between processive and non-processive modes of
movement and the motor activity of the monomeric M5S construct can be turned on and off in a
controlled, continuous, and reversible manner by coordinated changes in the concentration of MgCl,
and KCI. The simple parametric control that is possible with the engineered motors is important for the

generation of biohybrid fluidic micro-devices with assembly and sensing functions.

Finally, the last part of the thesis describes my contribution in elucidating the mechanism of
pentabromopseudilin inhibition of myosin motor activity (Fedorov et al., 2009). Steady-state ATPase
measurements, single-turnover experiments, and in vitro motility assays were performed with different
myosin isoforms that clearly demonstrate that the rate constants for ATP-binding, -hydrolysis and ADP

dissociation are highly reduced by PBP and that the inhibitor acts myosin-isoform specific.

Key words: duty ratio; Mgz+—Sensitivity; Myosin-Inhibitor
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Molekulare Motoren

Innerhalb einer Zelle, in der Nahr- und Botenstoffen entgegen eines Konzentrationsgradienten
gepumpt, Chromosomen bei der Zellteilung getrennt und Vesikel bzw. Organellen vom Zentrum einer
Zelle an die Peripherie und wieder zurick transportiert werden, sind gerichtete Bewegungsablaufe
unerldsslich. Zustandig dafir sind sogenannte Motorproteine. Vergleichbar mit makroskopischen
Maschinen werden verschiedene Funktionen innerhalb der Zelle durch verschiedene Motorproteine
bewerkstelligt. Motorproteine werden grundséatzlich in zwei Klassen unterteilt: die Rotationsmotoren zu
denen die ATP-Synthase gehort und die Linearmotoren. Innerhalb der Gruppe der linearen Motoren
konnte bisher drei Mitglieder identifiziert werden: Kinesine, Dyneine und Myosine. Diese Motoren
setzen die chemische Energie eines Adenosintriphosphat (ATP)-Aquivalents in eine gerichtete
Bewegung entlang ihres filamentdsen Partnerproteins um. Wahrend sich Kinesine und Dyneine auf
Mikrotubulifilamenten bewegen, sind Myosine die einzigen Motoren die sich entlang von filamentésem
Aktin bewegen (Vale, 1987; Milligan & Flicker, 1987).

Dyneine und Kinesine sind am Transport von Organellen sowie an der Zellteilung beteiligt (Vale &
Milligan, 2000). Wahrend sich die meisten Kinesine in Richtung des Plus-Endes von Mikrotubuli
bewegen, ist die Bewegungsrichtung aller bislang bekannter Dyneine ausschliesslich zum Minus-Ende
gerichtet. Dyneine sorgen fiir die Bewegung der eukaryotischen Geil3el- und Cilienbewegung. Die
Bewegung entsteht dadurch, dass die Dyneine die Mikrotubuli-Zylinder in den Geif3eln gegeneinander
verschieben (Brokaw, 2009). Diese Verschiebung krimmt die Geif3eln und sie beginnen rhythmisch
hin- und herzuschlagen. Ebenso wie Kinesine sind auch Dyneine an der Zellteilung beteiligt. Die
Gruppe der Kinesine ist vielfaltiger als die der Dyneine. Neben dem Transport von Organellen und der
Beteiligung an Mitose und Meiose sind Kinesine auch am Vesikeltransport in Neuronen beteiligt (Vale
& Milligan, 2000). Die Myosin-Superfamilie wird aktuell 24 Klassen unterteilt, welche in weitere
Unterklassen unterteilt sind (Foth et al., 2006). Im Mensch konnten bisher 39 Myosingene aus 12
verschiedenen Klassen idenfiziert werden. In den folgenden Kapiteln sollen die Myosine und der

Mechanismus ihrer Kraft- und Bewegungserzeugung genauer beschrieben werden.

1.2. Die Motorproteinfamilie der Myosine

Die Muskelkontraktion, die zytoplasmatische Stromung in Pflanzenzellen, die Fortbewegung von
einzelnen Zellen, die Zytokinese, der intrazellulare Transport von Nahr- und Botenstoffen oder die
dynamische Organisation des Zytokeletts und die Architektur von Zellen werden von Myosinen
angetrieben. Myosine sind Motorproteinen, die Krafte im Pico-Newton-Bereich entwickeln kénnen und
diese in eine Bewegungsform umsetzen. Das hexamere Myosin-2 aus dem Gewebe des
Skelettmuskels (s. Abb. 1) ist fir die Kontraktion der Muskeln verantwortlich und wird in die Klasse 2
der Myosin-Superfamilie eingruppiert. Die spater in verschiedensten eukaryotischen Zellen

identifizierten Myosine aus anderen Klassen werden als unkonventionelle Myosine bezeichnet.

1



Einleitung

Subfragment 1 (S1)

Myosinmotordoméne

Essentielle leichte Kette

Nackendomane Regulatorische leichte Kette

Schwanzdomane

Abb. 1: Schematische Darstellung eines dimeren Klasse-2 Myosins.

Myosine haben einen sehr ahnlichen strukturellen Aufbau und setzen sich aus mehreren Doménen
zusammen. N-terminal befindet sich die globulare, katalytisch aktive Motordoméane. Die Motordomane
besitzt die Bindungsstelle fir ATP und interagiert in einem zyklischen Prozess mit filamentdsem Aktin
(F-Aktin). Die Energie, die bei der Spaltung von ATP zu den Produkten ADP und Phosphat freigesetzt
wird, setzt das Myosin in eine gerichtete Bewegung entlang des F-Aktins um. An die Motordoméane
schliefdt sich der sogenannte Nacken, an den je nach Myosin-lIsoform eine unterschiedliche Anzahl an
leichten Ketten bindet. Das Leichte-Ketten-Bindungsmotiv, auch als IQ-Motif bekannt, hat die
konservierte Sequenz (I/X)QXX(Y/F/IW)RX(Y/F/IW)XX(R/X) (Kollmar, 2006). Die leichten Ketten haben
eine essentielle bzw. regulatorische Funktion (Trybus, 1994). Die Bindung der leichten Ketten
stabilisiert zum einen die helikale Struktur des Nackens und zum anderen reguliert die Anwesenheit
der leichten Ketten sowie deren Phosphorylierung die ATPase und Motoraktivitdt der Myosine. Die
Energie aus der ATP-Umsetzung wird vom Myosin in eine hebelarmartige Bewegung des Nackens
umgesetzt. Die Bewegung der Nackendomane wird als Kraftschlag bezeichnet (Holmes, 1997). Der
Schwanzbereich weist sowohl in seiner Lange als auch in seiner Sequenz und Funktion eine hohe
Divergenz innerhalb der Myosin-Isoformen auf. Neben verschiedenen funktionsgebundenen Domanen
besitzen viele Schwanzbereiche eine superspiralisierte coiled-coil-Region, die eine Dimerisierung der

Myosine ermdglicht (Sellers, 2000).

1.2.1. Struktureller Aufbau der Myosinmotordomane

Um den Mechanismus der Kraft- und Bewegungsentwicklung genau verstehen zu koénnen, sind
insbesondere  hochauflésende  Strukturen  der  Myosinmotordomanen  notwendig.  Fur
Kristallisationsstudien werden daher rekombinant hergestellte Motordomanen bzw. proteolytisch
gespaltene Subfragmente, wie das S1-Fragment (s. Abb. 1), welches die Nackenregion und die daran
gebunden leichten Ketten enthalt, verwendet. Durch diesen Ansatz konnten die atomaren Strukturen

zahlreicher Myosinmotordomanen aufgeklart werden. Die erste Struktur eines Myosins wurde in einem

2



Einleitung

nukleotidfreien Zustand geldst und stellte die Struktur des Subfragment 1 von Myosin-2 aus
Skelettmuskel des Huhns dar (Rayment et al., 1993). In den folgenden Jahren konnten die Strukturen
von Myosinen aus der Klasse-1 (Kollmar et al., 2002), Klasse-2 (Smith & Rayment, 1995; Fisher et al.,
1995; Bauer et al., 1997; Reubold et al., 2003), Klasse-5 (Coureux et al., 2003 & 2004) und Klasse-6
(Menetrey et al., 2005 & 2008) aufgeklart werden. Durch die Verwendung von verschiedenen
Nukleotidanaloga konnten die Strukturanderungen wahrend der ATP-Umsetzung teilweise aufgeklart
werden. In diesem Zusammenhang soll hier die atomare Struktur der Motordomane des
unkonventionellen Myosin-1E aus D. discoideum im Komplex mit MgADP-VO, genauer beschrieben
werden (s. Abb. 2). (Kollmar et al., 2002).

obere 50 kDa-Domane Schalter-1

Schleife-1

Schleife-4 ‘J*

CM-Schleife

P-Schleife

Hebelarm-Anfang

Schleife-2

Konverter

Helix-Schleife-Helix-Motiv
Schalter-2

relay-Helix

Abb. 2: Dreidimensionales Bénderdiagramm der Motordoméane von Myosin-1E aus D. discoideum im Komplex
mit ADP-VOy4 (Kollmar et al., 2003).

Die verschiedenen strukturellen und funktionellen Untereinheiten der Motordoméane von DdMyosin-1E
sind farblich gekennzeichnet. Historisch betrachtet, werden die einzelnen Untereinheiten
entsprechend ihres Molekulargewichts bei Myosin-2 in die N-terminale 25 kDa-Domane (Grun) sowie
die obere und untere 50 kDa-Doméane (Rot und Blau) unterschieden. Die C-terminale 20 kDa-Domane

(Cyan) besteht aus dem Konverter und dem Beginn der a-helikalen Nackendomane (violett).

Im Gegensatz zu Myosin-2 fehlt am N-Terminus der Motordoméane von DdMyosin-1E (Abb. 2, Grln)
die SH3-ahnliche Domane. Die SH3-ahnliche Domane stabilisiert durch hydrophobe Interaktionen den
N-Terminus der Myosinmotordomane und ist fur eine produktive Kommunikation der funktionalen
Untereinheiten unerlasslich (Fujita-Becker et al., 2006). Eine funktionale Analogie wird bei DdMyosin-
1E durch polare bzw. geladene Aminosauren in dieser Region erreicht. Weiterhin ist die N-terminale
25 kDa-Doméane zusammen mit der oberen 50 kDa-Domane an der Bildung von 6 der insgesamt 7
zentralen B-Faltblatter beteiligt. Die Schleife-1 verknupft die N-terminale 25 kDa-Domane mit der

oberen 50 kDa-Doméane. Schleife-2 verbindet die obere mit der unteren 50 kDa-Domane und ist
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Bestandteil der Aktinbindungsdomane. Daneben sind die Cardiomyopathy (CM)-Schleife und Schleife-
4 aus der oberen 50 kDa-Domane sowie das Helix-Schleife-Helix-Motiv und Schleife-3 aus der
unteren 50 kDa-Domane an der Aktinbindung beteiligt (Geeves et al., 2005). Die obere und untere 50
kDa-Doméne sind durch eine Spalte von einander getrennt. Die Struktur von DdMyosin-1E im
Komplex mit MgADP-VO, reprasentiert den ungebundenen bzw. den schwach an Aktin gebundenen
Zustand. Die Spalte zwischen der oberen und unteren 50 kDa-Domane ist gedffnet. Wahrend der
Interaktion mit F-Aktin kommt es zur Ann&herung beider Domé&nen, wodurch sich die Spalte schlief3t
und sich die Interaktionsflache zwischen Aktin und Myosin stark vergroRert (Conibear et al., 2003;
Coureux et al., 2003; Reubold et al., 2003).

Der zentrale Kern der Myosinmotordomane bildet die Nukleotidbindungstasche. Dieses katalytische
Zentrum wird aus drei hochkonservierten Elementen aufgebaut, der P-Schleife mit der Konsensus-
Sequenz GESG(A/S)GKT (25 kDa-Domane), Schalter-1 mit der Konsensus-Sequenz N(N/D)NSSR.
(ober 50 kDa-Doméne) und Schalter-2 mit der Konsensus-Sequenz DI(A/S/F/Y)GFE (untere 50 kDa-
Domane). Der Begriff Schalter wurde in Anlehnung an die G-Proteine verwendet, in denen ahnliche
konservierte Bereiche an der Nukleotidbindung beteiligt sind. G-Proteine sind als molekulare Schalter
in der zellularen Signaltransduktion beteiligt. Auch bei Kinesinen ist die Nukleotidbindungstasche in
ahnlicher Form zu finden (Vale, 1996). Es wird daher vermutet, dass G-Proteine, Kinesine und

Myosine einen gemeinsamen evolutionaren Ursprung haben (Kull & Endow, 2002).

Konformationelle Anderungen innerhalb der Nukleotidbindungstasche werden tber Schalter-2 an die
relay-Helix ubermittelt (s. Abb. 3). Die Kommunikation zwischen den beiden Strukturelementen erfolgt
Uber Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe Interaktionen. Die relay-Helix Ubermittelt die

Bewegung von Schalter-2 an den Konverter (Fisher et al., 1995).

switch2

relay-loop

Abb. 3: Darstellung des Schalter-2-Bereichs und der relay-Helix aus DdMyosin-2 in zwei verschiedenen
Konformationen. Schalter-2 in der offenen Konformation ist rot dargestellt und Schalter-2 in der geschlossenen
Konformation ist blau dargestellt. Die beiden dargestellten Phenylalanine sind essentiell fir die hydrophoben
Interaktionen in dieser Region und die produktive Kopplung der konformationellen Anderungen der
Nukleotidbindungstasche mir der Konverter-Domane (Tsiavaliaris et al., 2002).

Die Bewegung von Schalter-2 von der offenen in die geschlossene Konformation iiberbriickt 6 A. Dies
fuhrt bei der relay-Helix zu einer partiellen Entwindung, einem Knick und einer Rotation um 60° - 65°.
Die Rotation der relay-Helix wird durch starke hydrophobe Wechselwirkungen auf die Konverter-
Domane Ubertragen und [6st das Zurickschwingen des Hebelsarms in die Position vor dem
Kraftschlag aus (Dominguez et al., 1998; Tsiavaliaris et al., 2002; Koppole et al., 2006). Durch den

umgekehrten Ubergang von der geschlossenen in die offene Konformation Iést Schalter-2 den
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Kraftschlag aus. Die einzelnen strukturellen Elemente innerhalb der Motordomane bewegen sich
wéhrend des ATPase-Zyklus nur minimal (Holmes, 1997). Die kleinen konformationellen Anderungen
werden durch den Konverter amplifiziert und auf den Hebelarm Ubertragen. Daraus folgt, dass das
Ausmass des Kraftschlags von der Lange des Hebelarms abhangt (Anson et al., 1996; Uyeda et al.,
1996; Ruff et al., 2001; Purcell et al., 2002). Mit Hilfe optischer Laserfallen kann die Bewegung des

Hebelarms direkt gemessen und die Kraftentwicklung bestimmt werden (Steffen & Sleep, 2004).

Die Verwendung von kunstlichen Hebelarmen macht es mdglich verschiedene Myosin-Motordomanen
mit identisch langen Hebelarmen zu versehen und so die funktionalen Eigenschaften der
Motordomanen im Hinblick auf die Kinetik der ATP-Umsetzung und die Motoraktivitat vergleichend zu
charakterisieren. Der Einsatz eines kunstlichen Hebelarms wurde zuerst von Anson et al. (1996)
realisiert. Zwei a-Aktinin-Molekile wurden so an die Motordomane von Myosin-2 aus D. discoideum
angebracht (s. Abb. 4), dass ein rigider Hebelarm entstand, der die struktureller Voraussetzung fur
eine effiziente Kraftiibertragung erfiillte. Der kiinstliche Hebelarm weist eine Lange von 13 nm und
entspricht anndhernd der Lange des nativen Hebelarms. Vergleichbar mit der Kristallstruktur in
Abbildung 6 wurde in dieser Arbeit ausschliefllich mit Konstrukten gearbeitet, die einen Hebelarm aus

zwei a-Aktininen besitzen.

Abb. 4: Kristallstruktur von DdMyosin-2 mit einem kunstlichen Hebelarm aus 2 a-Aktinin-Molekilen (gelb). Der N-
terminale Bereich der Motordoméane ist grun, die 50 kDa-Domane ist rot und die Konverter-Doméane ist blau
dargestellt. Der Ubergang vom Konverter zum ersten a-Aktinin besteht aus 3 Aminoséduren und ist orange
markiert. Der Ubergang vom ersten zum zweiten a-Aktinin ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Das
rekombinante Myosinkonstrukt besitzt einen C-terminalen Histidin-tag, der grau dargestellt ist (Kliche et al., 2001).
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1.2.2. Molekularer Mechanismus des ATPase-Zyklus

Der Prozess der Kraft- und Bewegungsentwicklung von Myosinen beruht auf der katalytischen
Spaltung von ATP. In den sechziger Jahren konnte H.E. Huxley Erkenntnisse Uber den mdglichen
Mechanismus der Kraftgenerierung durch die Auswertung von elektronenmikroskopischen Aufnahmen
gewinnen. Daten aus Rdntgenstruktur-Analysen verfeinerten das damalige Modell der
Muskelkontraktion, wobei die Bewegung als ein teleskopartiges ineinander Gleiten des parallel
angeordneten Akto-Myosin-Komplexes beschrieben wurde (Huxley, 1969). Das mechanistische
Modell der schwingenden Querbriicken konnte spater durch kinetische Daten aus ATPase-

Experimenten erganzt werden (Lymn & Taylor, 1971).

Der ATPase-Zyklus mit der koordinierten Interaktion von Myosin-Motordomane und Aktinfilament stellt
ein hochkomplexes Geschehen dar, welches auch nach aktuellem Stand der Forschung nur
modellhaft beschrieben werden kann. Neben den mechanistischen, funktionalen und kinetischen
Daten flie3en insbesondere Erkenntnisse aus diversen Kristallstrukturen der Myosinmotordomane aus
verschiedenen Zwischenzustanden des ATPase-Zykluses in das aktuelle Modell ein (u. a. Rayment et
al., 1993; Fisher at al., 1995; Dominguez et al., 1998; Houdusse et al., 1999; Reubold et al., 2003;
Fischer et al., 2005; Koppole et al., 2007).

Geeves et al. (2005) haben ein Modell des Akto-Myosin-ATPase-Zyklus entwickelt, das die
wesentlichen Myosin-Zustédnde im Verlauf der ATP-Umsetzung zeigt (s. Abb. 5). Den dargestellten
Abschnitten des Zyklus von a - f lassen sich weitere Unterschritte und Zzugehorige
Konformationsanderungen zuordnen. Diese Unterschritte und ihre kinetischen Parameter sind
allerdings noch nicht vollstdndig beschrieben und werden hier nicht naher beriicksichtigt. Die folgende

Nummerierung der Aminosauren liegt einem Myosin-2 aus D. discoideum zugrunde.

unbound

arel
" N
+ATP \_/ ! s

strongly bound weakly bound

b
c
1 state
-ADP
strongly bound strongly bound
e} i e * : '_* s . g
ADP + P;
. - P', V4
. i

» strongly bound

Abb. 5: Schematische Darstellung des Akto-Myosin-ATPase-Zyklus (Geeves et al., 2005). (a) ATP-Bindung an
den Akto-Myosin-Komplex. (b) Dissoziation des Myosins und Zurlickschwingen des Hebelarms in die Position vor
dem Kraftschlag. (c) Im Anschluss an die ATP-Hydrolyse bindet zuerst schwach an Aktin. (d) Darauf folgt ein
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Ubergang in einen stark Aktin-bindenden Zustand. (e) Die starke Bindung an Aktin filhrt zu der Freisetzung von
Phosphat aus dem Akto-Myosin-Komplex, welche den Kraftschlag auslost. (f) Die Freisetzung von ADP fiihrt bei
manchen Myosinen zu einer zusatzlichen Bewegung des Hebelarms. Dadurch wird der anfangliche nukleotidfreie
und stark Aktin-bindende Zustand wiederhergestellt.

Bei der Betrachtung des Akto-Myosin-ATPae-Zyklus werden ungebundene bzw. schwach Aktin-
gebundene und stark Aktin-gebundene Zustande fir das Myosin unterschieden. Die Verweildauer des
Myosins am Aktinfilament in einem stark Aktin-gebundenen Zustand wird als duty ratio bezeichnet.
Das bedeutet, dass sich Myosine mit einer hohen duty ratio die langste Zeit des ATPase-Zyklus in
einem stark Aktin-gebundenen Zustand befinden (de la Cruz et al., 1999; Wang et al., 2000;
Watanabe et al., 2006).

1.2.2.1. ATP-Bindung an Akto-Myosin und Dissoziation des Akto-Myosin-
ATP-Komplexes

In Abschnitt (a) befindet sich das Myosin im rigor-Zustand. Schalter-1 und -2 aus der
Nukleotidbindungstasche befinden sich in der offenen Konformation. Die physiologischen
Konzentration von Mg*-ATP lieg im millimolaren Bereich, weshalb Mg**-ATP sehr schnell und nahezu
irreversibel an Myosin bindet. Dabei erfolgt die erste Interaktion von der Nukleotidbindungstasche und
ATP Uber die P-Schleife. Bei dieser Interaktion bewegt sich die P-Schleife auf das ATP zu und bewirkt
gleichzeitig das beginnende SchlieBen von Schalter-1. Die Serine 236 und 237 aus Schalter-1
stabilisieren Uber koordinative Bindungen das y-Phosphat und das Mg”-lon. Durch die neue
Ausrichtung von Schalter-1 wird eine existierende Salzbriicke zwischen Arginin 238 (Schalter-1) und
Glutamat 459 (Schalter-2) zerstort (Reubold et al.,, 2003). Die geringen konformationellen
Anderungen, die Schalter-2 wahrend dieser Phase durchlauft, haben keinen Einfluss auf die
Konverter-Doméane. Durch die Neuorientierung der P-Schleife und Schalter-1 6ffnet sich der Spalt
zwischen oberer und unterer 50 kDa-Domane um bis zu 20 A, was mit einer drastischen Abnahme der
Affinitdt von Myosin zu Aktin und einer schnellen Dissoziation des Akto-Myosin-Komplexes einhergeht
(Conibear et al., 2003; Goody, 2003).

1.2.2.2. Zurickschwingen des Hebelarms in die Position vor dem
Kraftschlag und Hydrolyse

In Abschnitt (b) fihrt die Dissoziation des Akto-Myosin-Komplexes dazu, dass sich Schalter-2 in seiner
geschlossene Konformation bewegt. Diese konformationellen Anderungen filhren zum
Zuruckschwingen des Hebelarms in die Position vor dem Kraftschlag (Koppole et al., 2006). Zur
Stabilisierung des Hydrolyse-kompetenten Zustands kommt es zur Rickbildung der Salzbriicke
zwischen Arginin 238 und Glutamat 459 (Furch et al., 1999; Reubold et al., 2003).

Abschnitt (c) stellt den ATPase-Zyklus nach der Hydrolyse-Reaktion dar. Mg”-ADP-Pi ist in der

Nukleotidbindungstasche gebunden und die fur die Produktfreisetzung notwendigen konformationellen
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Anderungen werden durch die Reassoziation des Myosin an Aktin ausgeldst. Die zuerst schwache
Aktinbindung fiihrt zu einer Entfernung der P-Schleife vom Nukleotid und der ersten Bewegung von
Schalter-1, der eine Abschwachung der koordinativen Bindungen der Serine 236 und 237 fihrt
(Holmes & Schroder, 2003; Coureux et al., 2003).

1.2.2.3. Phosphat-Freisetzung und Kraftschlag

In Abschnitt (d) ist der Ubergang zu einem stark Aktin-bindenden Zustand dargestellt, welcher zu einer
Beschleunigung der Phosphat-Freisetzung um den Faktor 100 fihrt (White et al., 1997).

Nach der Freisetzung von Phosphat folgt in Abschnitt (e) der Kraftschlag des Myosins. Eine weitere
Bewegung von Schalter-1 in die offene Position fiihrt zu einem vollstandigen Verlust der
Koordinationsbindung zum Mg**-lon und der Salzbriicke zwischen Arginin 238 und Glutamat 459
(Koppole et al., 2006).

1.2.2.4. Stark an Aktin gebundener Zustand nach dem Kraftschlag

In Abschnitt (f) kommt es zu der Bewegung von Schalter-2 in die offene Position, die zu einer weiteren
Destabilisierung von Mgz+-ADP in der Nukleotidbindungstasche fihrt (Rayment et al., 1993; Zeng et
al., 2004). Es kommt zu einer schrittweisen Freisetzung des Mg®*-lons und des ADP. Dadurch ist der
urspringliche rigor-Zustand wiederhergestellt und die drei Elemente der Nukleotidbindungstasche
liegen in der jeweils offenen Konformation vor. Die Freisetzung von ADP flihrt bei manchen
spannungssensitiven Myosinen wie Myosin-1 aus G. gallus und R. norvegicus (Veigel et al., 1999)
sowie Myosin-5 aus M. musculus (Veigel et al., 2002) zu einem zuséatzlichen Kraftschlag von ungefahr

5 nm.

1.3. Direkte funktionale Assays zur Charakterisierung der Myosin-
Motoreigenschaften

1.3.1. In vitro-Motilitatsassays zur Bestimmung der Aktin-
Translokationsgeschwindigkeit

1.3.1.1. Ursprung des in vitro-Motilitdtsassays

Der in vitro-Motilitdtsassay erlaubt es kontraktile Prozesse des Akto-Myosin-Systems in Losung direkt
zu studieren. Myosine entwickeln durch die Hydrolyse von ATP eine Kraft, die im Pico-Newton-Bereich
liegt (Veigel et al, 1998). Durch diese Kraft kénnen - abhangig von der Myosinform -
Bewegungsgeschwindigkeiten von wenigen Nanometern (nm) bis hin zu 100 Mikrometern (um) pro
Sekunde generiert werden. Damit diese Motoreigenschaft der Myosine untersucht und auch
quantifiziert werden kann, wurde Mitte der achtziger Jahre der in vitro-Motilitdtsassay entwickelt. Die
Grundlage dafiir legten Sheetz und Spudich (1983) mit ihren Arbeiten. Sie konnten zeigen, dass sich

Myosin-dekorierte Latexkligelchen nach Zugabe von ATP auf préparierten Aktinbindeln der
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Glanzleuchter-Alge Nitella axillaris fortbewegen koénnen. In vivo sind die peripheren Aktinbindel der
Algenzelle fir die bis zu 80 ym s” schnelle Rotationsstrémung der Chloroplasten zustandig. Auf
Grund unterschiedlicher Polaritdten benachbarter Aktinkabel anderten die Latexklgelchen teilweise
unvermittelt ihre Bewegungsrichtung, so dass eine Bewegung auf Grund aulerer, unkontrollierbarer
Einflisse ausgeschlossen werden konnte.

Einen weiteren Grundstein fir den in dieser Arbeit verwendeten in vitro-Motilitatsassay war die
erstmalige Verwendung von Aktinfilamenten, die mit Tetramethyl-Rhodamin-Iso-Thiocyanat (Tritc)-
Phalloidin markiert wurden (s. Abb. 6 (A)) (Yanagida et al, 1984).
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Abb. 6: (A) Strukturformel von Tetramethyl-Rhodamin-Iso-Thiocyanat (Tritc)-Phalloidin. Strukturformeln der
Fluorophore (B) Alexa® 488 und (C) Alexa® 532.

Phalloidin, ein zyklisches Heptapedtidtoxin aus dem Grinen Knollenblatterpilz, bindet an
Aktinfilamente und stabilisiert diese gegeniiber der Zugkraftentwicklung der Myosine ohne deren
kinetische bzw. funktionale Parameter zu beeinflussen (VanBuren et al., 1998). Phalloidin wird
mittlerweile mit verschiedensten Fluorophoren konjugiert. Neben Tritc-Phalloidin wurden in dieser
Arbeit Alexa-Fluorophore® verwendet (s. Abb. 6 (B+C)), welche sich durch eine hohe Stabilitdt und

Quanten-Ausbeute auszeichnen.

1.3.1.2. Aufbau des in vitro-Motilitdtsassays

Der direkte Vorlaufer des heutigen in vitro-MotilitdtsAssays wurde von Kron und Spudich (1986)
entwickelt. In diesem Versuchsaufbau werden ausschlieBlich gereinigte Proteine verwendet, wobei
das Myosin auf der Glasoberflache eines Deckglaschens immobilisiert wird. Nach der Zugabe von
fluoreszenzmarkierten Aktinfilamenten und ATP kann die gleitende Bewegung der Aktinfilamente

fluoreszenzmikroskopisch beobachtet werden (s. Abb. 7).
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Abb. 7: Schematische Darstellung einer Deckglasoberflache im in vitro-Motilitdtsassay. Ein dimeres Myosin mit
jeweils zwei leichten Ketten an der Nackendomaéne ist Uber seine Schwanzdoméne an der Oberflache
immobilisiert. Der verbleibende Anteil der Oberflache ist durch Rinderserumalbumin (BSA) blockiert. Die helikalen
Aktinfilamente sind an der Myosin-beschichteten Deckglasoberflache gebunden (NIH, Bethesda, Maryland).

Auf Grund der zufélligen Orientierung der einzelnen Myosinmolekile auf der Deckglasoberflache
konnten Kron und Spudich beobachten, dass sich die Bewegungsrichtung der Aktinfilamente haufig
anderte und niemals Uber langere Strecken linear verlief. Dieses Verhalten beruht auf der Polaritat der
Aktinfilamente. Die Myosine arbeiten in diesem Assay im Ensemble, wobei nur die Myosinmolekiile
mit dem Aktinfilament produktiv zusammenarbeiten kénnen, die eine annahernd richtige Orientierung
zu dem polaren Filament besitzen. Auf Grund der Tatsache, dass alle Myosine einer Isoform ein
Aktinfilament in die gleiche Richtung transportieren, kann sich die Bewegungsrichtung durch die
Filament-Flexibilitdt &ndern aber niemals umkehren. Nahezu samtliche bekannten Myosine bewegen
sich in Richtung Plus-Ende des Aktinfilaments. Zum jetzigen Zeitpunkt ist das Myosin-6 der einzige

Myosin-Motor, der sich auf dem Aktinfilament in Richtig des Minus-Endes bewegt (Rock et al., 2001).

Ein Jahr nach der Arbeit von Kron und Spudich konnte mit Hilfe des in vitro-Motilitdtsassays und
Versuchen mit dem S1-Fragment des Myosin-2 (s. Abb. 1) aus dem Kaninchen-Skelettmuskel
festgestellt werden, dass allein die Motordomane des Myosins fiur die Bewegungsentwicklung
ausreichend ist (Toyoshima et al., 1987). Auf Basis der S1-Struktur eine rekombinante Expression von
Myosinen, die einen kinstlichen Hebelarm besitzen, etabliert (s. Abb. 4) (Anson et al., 1996). Als
kunstlicher Hebelarm wurde a-Aktinin aus Dictyostelium discoideum, ein quervernetzendes Protein
aus dem Aktin-Zytoskelett, das eine &hnliche Rigiditdt wie die natirliche Nackendoméne besitzt,
verwendet. Das verwendete a-Aktinin ist aus 120 Aminosauren aufgebaut und bildet eine coiled-coil-

Struktur aus drei a-Helices mit einer Lange von 6,5 nm (Parry et al. 1992).

1.3.1.3. Datenauswertung beim in vitro-Motilitatsassay

Die Aufnahme von videomikroskopischen Sequenzen erlaubt es die Translationsgeschwindigkeit der
entsprechenden Myosine zu bestimmen. Die Bewegungsgeschwindigkeiten der Aktinfilamente kénnen
in Abhéngigkeit verschiedener Parameter durch das Verfolgen vieler einzelner Filamente quantifiziert
werden. Eine Software-gesteuerte Datenauswertung bietet den Vorteil, dass eine sehr groRe Anzahl

an Aktinfilamenten Uber die jeweiligen Bildsequenzen simultan verfolgt werden kann. Die Programme
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bieten konfigurierbare Algorithmen zur Erkennung der Filamente und bilden bei deren Verfolgung so
genannte Trajektorien (Flugbahnen; s. Abb. 8). Jede einzelne Trajektorie beinhaltet die Information
Uber die Bewegungsgeschwindigkeit des entsprechenden Filaments, welche durch Pixelgroe und

Bild zu Bild-Zeitinterval bestimmt wird.

Abb. 8: Darstellung einer Software-gesteuerten Auswertung einer Bildsequenz aus dem in vitro-Motilitatsassay.
Durch die Gleitbewegungen der fluoreszenzmarkierten Aktinflamente generiert das Programm so genannte
Trajektorien (rot). Trajektorien ohne zugehdriges Filament wurden durch vorher von der Oberflache dissoziierte
Filamente hervorgerufen (s. Pfeil).

Die Daten aus dem in vitro-Motilitatsassay konnen mit Hilfe der GauB-Gleichung statistisch

ausgewertet werden:

u: Erfahrungswert; o: Standardabweichung; : Kreiszahl

In Abbildung 9 ist eine fiir Myosin-5b aus D. discoideum exemplarische Geschwindigkeitsverteilung
dargestellt. Die Messung wurde bei 30°C mit einem rekombinanten Myosin mit einem kunstlichen
Hebelarm aus 2 o-Aktininen und C-terminalem Histidin-tag durchgefuhrt. Fir den statistischen
Mittelwert p ergibt sich durch die GauB-Verteilung der Wert 1,7 um s™'. Die Standardabweichung o

wird zu dem Wert 0,16 pm s™' bestimmt.

350 —
300 —
250 —
200 —
150 —

100 -

Anzahl der Trajektorien

50

0,0 0,5 1,0 1,5 : 2,0 2,5 3,0 3,5
Gleitgeschwindigkeit (um s™)

Abb. 9: Gleitgeschwindigkeitsverteilung von Myosin-5b aus D. discoideum. Das rekombinante Myosin hat einen
kinstlichen Hebelarm aus 2 a-Aktininen und einen C-terminalen Histidin-tag. Der in vitro-Motilitatsassay wurde
bei 30°C durchgefihrt. p gibt die statistische mittlere Gleitgeschwindigkeit der Aktinfilamente an. o gibt die
Standardabweichung an.
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Die zweifarbige Fluoreszenzmarkierung von Aktinflamenten macht es mittlerweile mdglich die
Direktionalitdt der Bewegung eines Myosins im in vitro-Motilitdtsassay zu beobachten. Die polare
Fluoreszenzmarkierung beruht auf der Tatsache, dass die Plus-Enden der Aktinflamente schneller

wachsen als deren Minus-Enden (Wells et al., 1999; Tsiavaliaris et al., 2004).

Der in vitro-Motilitatsassay erlaubt es, den Einfluss von verschiedenen Pufferbedingungen,
posttranslationale Modifikationen, oder Interaktionen mit anderen Proteinen auf Kraftgenerierungs-
bzw. Bewegungsverhalten zu studieren. So kdnnen beispielsweise Produktinhibierungsprozesse der
von Myosin-5 katalysierten Filamenttranslokation durch ADP quantifiziert werden, der Einfluss von pH,
Salz- und Temperaturéanderungen, Anderungen in ATP-Konzentrationen, oder Cca” und Mgz+—lonen
Abhangigkeiten ermittelt werden (Anson et al., 1996; Joel et al., 2003; Fujita-Becker et al., 2005;
Dirrwang et al., 2006; Taft et al., 2008). Durch den prazise definierten und zugleich einfachen Aufbau
dieses Experiments kdnnen Myosine aus verschiedenen Klassen und Organismen schnell und

reproduzierbar auf ihre funktionalen Motoreigenschaften untersucht werden.

1.3.2. Landeassay-Experimente zur Bestimmung der duty ratio

Der Landeassay stellt eine Weiterentwicklung des klassischen in vitro-Motilitdtsassays dar, bei dem
fluoreszenzmarkierte Aktinfilamenten Gber eine Myosindekorierte Oberflache gleiten. Der Landeassay,
inklusive der zugrunde liegenden mathematischen Theorie, wurde erstmals im Zusammenhang mit
der Untersuchung der Prozessivitat eines Kinesins beschrieben (Hancock & Howard, 1998). Der
Aufbau dieses Experiments ist prinzipiell analog zu dem Gleitfilamentassay. Allerdings wird im
Landeassay die Myosindichte an der Deckglasoberfliche genau definiert und im Verlauf des
Experiments schrittweise erniedrig. Bei der statistischen Auswertung des Landeassays wird Uberprift,
wie viele Aktinfilamente pro Quadratmillimeter und Sekunde, in Abhangigkeit von der Myosindichte pro
Quadratmikrometer, an der Deckglasoberflache landen und sich Uber eine definierte Minimaldistanz
fortbewegen, bevor sie wieder von der Myosinoberflache dissozieren (Rock et al., 2000). Der Vorgang

der Filament-Landung, -Bewegung und -Dissoziation wird als Landeereignis bezeichnet.

Der Landeassay ist geeignet, um Myosine qualitativ auf ihr prozessives Verhalten bzw. ihre duty ratio
zu untersuchen. Bei einem klassischen nicht-prozessiven Myosin sind mit zunehmender Verdinnung
nicht mehr gentigend Myosin-Motordomanen in einen stark Aktin-bindenden Zustand prasent, um ein
Aktinfilament an der Oberflache zu halten und zu transportieren. Im Gegensatz dazu sind prozessive
Myosine, die sich den groften zeitlichen Anteil des ATPase-Zyklus im stark Aktin-bindenden Zustand
befinden, selbst mit einem einzigen doppelképfigen Myosinmolekil in der Lage ein Aktinfilament Gber

einen langeren Zeitraum zu binden und eine Bewegung zu initialisieren.

Tragt man die Anzahl der Landeereignisse in Abh&ngigkeit der Myosindichte doppelt-logarithmisch
auf, konnen die Landeraten an das Modell von Hancock und Howard angepasst werden. Die

Landerate L wird als Funktion der Myosindichte p dargestellt: L(p):z(l—e””po )”. Dadurch ergibt sich

die Ordnung (n) des beobachteten Landeprozesses (s. Abb. 10). Ein Wert von n = 1 wiirde bedeuten,
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dass ein Myosinmolekil ausreicht, um ein Landeereignis zu generieren. Je grofier der Wert fir n wird,

desto niedriger ist der Grad der Prozessivitat des untersuchten Myosins.

4
10* ———rrrrr———rry

103:—
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Landing rate (mmi® sec’’)

10 sl A sl TR
10° 10! 10° 10?
Myosin-V density (um?)

Abb. 10: Landeprozess eines prozessiven Myosin-5. Uber das Modell von Hancock und Howard ergibt sich eine
Ordnung von n = 1 fiir den Landeprozess. Das bedeutet, dass ein Molekiil des Myosins ausreicht, um ein
Landeereignis zu generieren. Der Verlauf eines hypothetischen Landeprozesses mit der Ordnung n = 2 wird
durch die gestrichelte Linie dargestellt (Rock et al., 2000).

Bedingt durch den systematischen Fehler bei der Errechnung der Myosindichte aus der
Proteinkonzentration sind absolute Aussagen bzw. quantitative Prozessivitatsmessungen mittels
Landeassay nicht mdglich. Durch eine vergleichende Analyse von zwei oder mehr Datensatzen
werden allerdings die relativen Anderungen der verschiedenen Landeprozesse deutlich und es ist

moglich eine qualitative Aussage Uber die duty ratio der Myosine zu treffen.

1.3.3. Einzelmolekul-Experimente zur Bestimmung der
Prozessivitat

Prozessive doppelkdpfige Myosine, wie z. B. Myosin-5 oder Myosin-6, fihren mehrere
aufeinanderfolgende Schritte entlang eines Aktinfilaments aus, ohne vom Filament zu dissoziieren.
Die Myosine missen dafir zwangsweise in der Lage sein mit beiden Motordoméanen gleichzeitig an
das Filament zu binden (Mehta et al., 1999; Walker et al., 2000). Trotz umfangreicher Untersuchungen
der prozessiven Myosine existiert bis heute noch kein allgemeines Modell, welches alle

mechanistischen und kinetischen Aspekte der Prozessivitat vereint und erklart.

Fir Myosin-5 wurde eine prozessive Bewegung nach dem hand over hand-Modell postuliert. Dabei
bleibt ein Kopf immer an das Aktinfilament gebunden, wahrend sich der zweite in einem 36 nm Schritt
(eine Drehung des Aktinfilaments; pseudorepeat) zu der nachsten Bindungsstelle weiterbewegt
(Forkey et al., 2003; Yildez et al., 2003). Durch die Markierung der Motordoménen des dimeren
Myosin-5 mit verschiedenfarbigen Quantumdots konnte die Bewegung des Myosins nach dem hand
over hand-Mechanismus und die Schrittweite von 36 nm (Distanz von hinterer zur vorderer
Motordomane) bzw. 72 nm (Distanz zwischen zwei Aktin-Bindungstellen einer Motordomane) bestatigt
werden (Warshaw et al., 2005).
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Zurzeit wird kontrovers diskutiert wie sich die 36 nm-Schrittweite von Myosin-5 aufbaut. Veigel et al.
(2002) vertreten die Auffassung, dass dieser Schritt durch einem Kraftschlag von 25 nm mit
anschlieBender Diffusion um weitere 11 nm entlang des Aktinflamentes entsteht. Durch
Diffusionsprozesse kdnnte die Diskrepanz zwischen der Lange eines Kraftschlages (25 nm) und der
Schrittldnge von Myosin-5 erklart werden. Zur Diskussion steht auch ein langerer Kraftschlag, well
Ungenauigkeiten in den Messungen zu einer Unterschatzung der Lange des Kraftschlages flhren
kann (Sleep et al., 2005; Brenner, 2006). Aktuellere wissenschaftliche Publikationen rdumen der
Brownschen Molekularbewegung eine deutlich grofiere Beteiligung bei der prozessiven Bewegung ein
(Okada et al., 2007; Shiroguchi & Kinosita, 2007).

Zur Uberbriickung der Schrittweite von 36 nm wahrend der prozessiven Bewegung eines dimeren
Myosin-5 ist ein ausreichend langer Hebelarm notwendig (Purcell et al., 2002). Darlber hinaus bedarf
eine effiziente und gerichtete Bewegung entlang des Aktinfilamentes einer Koordinierung der beiden
Motordomanen. Intramolekulare Spannung fihrt bei Myosin-5 dazu, dass die vordere Myosin-
Motordomane so lange ADP gebunden hat am Aktin gebunden bleibt, bis sich die hintere
Motordomane zur nachsten Bindungsstelle am Aktinfilament bewegt (s. Abb. 11) (Rosenfeld &
Sweeney, 2004; Purcell et al., 2005; Veigel et al., 2005). Dieser synchronisierende Effekt auf den
chemo-mechanischen Zyklus der zwei Kopfe erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass die hintere Myosin-
Motordomane zuerst dissoziiert und erhdht gegeniiber einem System ohne Spannungssensitivitat die

Anzahl an prozessiven Schritten vor der Dissoziation des gesamten Molekils.

\ 1
L s sl
/ A+ M-ADP-P,
/ 5 \ 2

ELBSEL LRSS LB LIS
A + M+ATP AM-ADP
s
5 /
AN-ATP ANI*+ADP

+$ / 4 - ADP

Abb. 11: Intramolekulare Spannung als Grundlage der Prozessivitdt von Myosin-5. 1. Die vordere Myosin-
Motordoméne (Darstellung incl. Nackendoméane mit 6 IQ-Motiven) befindet sich in der Konformation vor dem
Kraftschlag (rot) und hat ADP und P; gebunden. 2. Die Aktin-Bindung fiihrt zur Pi-Freisetzung und der Kraftschlag
wird ausgefihrt, sobald der hintere Kopf vom Aktinfilament dissoziiert. 3. Durch den Kraftschlag andert sich die
Orientierung des Myosins. Die hintere Myosin-Motordomane wird nach vorne geschwungen. Die gebundene
Motordoméne befindet sich nun in der Konformation nach dem Kraftschlag (griin). 4. Es kommt zur ADP-
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Dissoziation und 5. anschlieRend kann ein neues ATP-Molekil binden. 6. Das fiihrt zur Dissoziation der
Motordomane vom Aktinfilament und folglich kann auch diese Motordomane durch den Kraftschlag der vorderen
Motordomane zur nachsten Aktinbindungsstelle geschwungen werden. Intramolekulare Spannung tragt dazu bei,
dass die Myosinmotordomane, die einer rlickwartsgerichteten Kraft ausgesetzt ist (rot), ADP langsamer freisetzt,
wahrend die hintere Motordomane, die vorwartsgerichteter Kraft ausgesetzt ist (griin), das ADP schneller
dissoziiert.

Die Entwicklung und der erste Einsatz dieses Einzelmolekilassays erfolgte, vergleichbar der mit
Entwicklung des Landeassays anhand der Erforschung eines prozessiven Kinesins (Vale et al, 1996).
Um die Bewegung von einzelnen Molekulen sichtbar zu machen, musste eine neue Mikroskopie-
Technik angewendet werden. Die Totale Interne Reflexions Fluoreszenz (TIRF)-Mikroskopie (s.
Kapitel 1.4) ermdglicht die Beobachtung der Bewegung von einzelnen Motoren. Eine erste
erfolgreiche wissenschaftliche Anwendung der TIRF-Mikroskopie in der Myosinforschung erfolgte
durch die Visualisierung der Cy3-ATP-Umsetzung einzelner Myosinmolekiile in einer Pufferlésung
(Funatsu et al., 1995).

Durch den Einzelmolekilassay lassen sich die Laufweiten, die Verweildauer am Filament (dwell time)
und die Bewegungsgeschwindigkeit der einzelnen Molekule bestimmen. Anhand der bekannten ATP-
Umsatzgeschwindigkeiten fur das Myosin kdnnen anschlieRend auch Aussagen uber die Schrittweite

des molekularen Motors getroffen werden (Sakamoto et al., 2008).

1.4. Totale Interne Reflexions Fluoreszenz-Mikroskopie

Mit der ,Totale Interne Reflexions Fluoreszenz* (TIRF)-Mikroskopie hat sich eine Weitfeld-
Mikroskopie-Methode etabliert, die eine sehr hohe Auflosung entlang der optischen (z)-Achse
ermdglicht. Mit der TIRF-Mikroskopie wird nur ein 100 - 150 nm dunner Bereich der Probe beleuchtet.
Im Gegensatz zur konventionellen Epifluoreszenz-Mikroskopie, bei der die gesamte Probe
gleichmafig beleuchtet wird und das Fluoreszenzsignal aus allen Fokus-Ebenen kommt, kénnen mit

TIRF-Mikroskopischen Aufnahmen mit einem sehr gutem Signal-Rausch-Verhaltnis erzielt werden.

Grundlage des TIR-Effekts ist das Snelliussche Brechungsgesetz (N, sing, =n,siné,) welches

besagt, dass eine elektromagnetische Welle ihre Richtung verandert, sobald sie von einem
transparenten Medium mit einem héheren Brechungsindex in ein anderes transparentes Medium mit
einem niedrigeren Brechungsindex Ubergeht. Dabei wird der Lichtstrahl vom Lot weggebrochen und
es gilt nach dem Brechungsgesetz, je groRer der Eintrittswinkel 6, desto groRer ist auch der
Austrittswinkel 6, (s. Abb. 12). Bei einem bestimmten Einfallswinkel, dem so genannten kritischen
Winkel 6., betrédgt der Austrittswinkel des Lichtstrahls exakt 90°. Aus dem Snelliussche
Brechungsgesetz ergibt sich fiir diesen Fall: 8, = sin™ (ny/n;). Mit den typischen Brechungsindices fiir
Glas (n4 = 1,52) und Zytosol (n, = 1,36 — 1,38) ergibt sich ein kritischer Winkel 6, von 63,47° - 65,22°.
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Lot

: Gebrochener
R Lichtstrahl

Abb. 12: Schematische Darstellung des physikalischen Verhaltens eines Lichtstrahls an einer Grenzflache zweier
Medien mit unterschiedlicher optischer Dichte (n), wobei n¢ eine héhere optische Dichte besitzt als n,. Die Winkel
des einfallenden und gebrochenen bzw. reflektierten Lichtstrahls sind mit 6 gekennzeichnet. Ab einem kritischen
Winkel 6. kommt es zur Totalreflektion (TIR) des Lichtstrahls innerhalb des optisch dichten Mediums. Bei der
Totalreflektion bildet sich an der Grenzflache der beiden Medien eine evaneszente Welle.

Fir alle Eintrittswinkel die groRer als 6, sind, ergibt sich fir den Lichtstrahl eine Totalreflektion. Das
bedeutet, dass der Lichtstrahl das optisch dichtere Medium nicht mehr verlasst. In diesem Fall gilt
nach dem Reflektionsgesetz, dass der Austrittswinkel 85 gleich dem Eintrittswinkel 85 ist. Im Zuge der
Totalreflektion kommt es zu dem physikalischen Phanomen der evaneszenten (dahinschwindenden)
Welle. Der Entstehungspunkt der evaneszenten Welle ist die Grenzflache der beiden Medien mit
unterschiedlicher optischer Dichte und sie breitet sich parallel zu dieser Grenzflache aus. Ein weiteres
Kennzeichen des evaneszenten Feldes (Anregungsfeld) ist ein exponentieller Intensitatsverlust mit

zunehmender Entfernung vom Entstehungspunkt.

Die Energie des evaneszenten Felds reicht aus, um Fluorophore innerhalb des Wellenfeldes
anzuregen und kann somit bei der TIRF-Mikroskopie zur Anregung der Probe genutzt werden. Auf
Grund des exponentiellen Intensitétsverlusts des evaneszenten Feldes kdnnen - in Abh&ngigkeit von
der Eindringtiefe der evaneszenten Welle - nur Fluorophore innerhalb einer 100 - 150 nm diinnen
Schicht oberhalb der Grenzflache effektiv angeregt werden. Die Eindringtiefe der evaneszenten Welle
ist abhéngig von der Wellenlédnge des Lichtstrahls, dem Brechungsindex der beiden Medien und dem

Einfallswinkel. Die Eindringtiefe d wird Uber die folgende Formel bestimmt:
_ A
47r\/n12 sin®@, —n2

d

A: Wellenlange des Anregungslichts; n: Brechungsindex; n: Kreiszahl

Probenbestandteile aulerhalb dieses Bereichs werden nicht angeregt, wodurch sich die hohe axiale
Auflésung und das sehr gute Signal-Rausch-Verhaltnis ergeben. So kénnen in der Zellbiologie durch
die TIRF-Mikroskopie Membranvorgange aufgelost werden, die bei Anwendung der klassischen
Epifluoreszenz-Mikroskopie, wegen der Autofluoreszenz des Zytosols, unsichtbar waren. In dieser
Arbeit ermdglichte die Anwendung der TIRF-Mikroskopie die Aufldsung von Oberflachen-gebundene

Akto-Myosin-Interaktionen.
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1.5. Enzym-Effektoren

Kleine organische Verbindungen kdnnen die Aktivitat eines Enzyms sowohl positiv als auch negativ
beeinflussen indem sie mit ihm in Wechselwirkung treten. Substanzen, die eine Absenkung der
Aktivitat des Enzyms bewirken, werden als Inhibitoren bezeichnet. Aktivierende chemische
Verbindungen hingegen werden als Aktivatoren bezeichnet. Darliber hinaus kénnen bei diesen
Modulatoren irreversibel bindende und reversibel bindende Substanzen unterschieden werden.
Reversibel bindende Inhibitoren werden anhand ihres Bindungsverhaltens in kompetetive
(isosterische), unkompetetive und nicht-kompetitiv  (allosterische) Inhibitoren unterteilt. Die
verschiedenen Inhibierungsmechanismen lassen sich graphisch anhand eines Lineweaver-Burk-

Diagramms unterscheiden (Voet et al., 2002).

Im zellularen Kontext regulieren Effektoren Stoffwechselprozesse. So kann das pflanzliche Enzym
Ribolosebisphosphat-Carboxylase aus Chloroplasten erst nach seiner Aktivierung effektiv
Kohlendioxid an Ribulosebisphosphat fixieren. Die Aktivierung beruht auf der Bindung von
Kohlendioxid an die Aminogruppe des Lysins-201, wodurch ein Carbamat gebildet wird. Dabei kommt
es zu konformationellen Anderungen des Enzyms, die durch die Bindung eines MgZ+-Ions an das
Carbamat stabilisiert werden. Diese allosterische Regulation unterdrickt eine unsinnige
Enzymaktivitdt (Heldt, 1999). Enzym-Effektoren stellen heutzutage auch einen groflen Anteil der
modernen pharmazeutischen Produkte dar. So wird zum Beispiel eine Infektion mit dem Humanen-
Immundefizienz-Virus (HIV) mit Inhibitoren der viralen reversen Transkriptase und der HIV-Protease
therapiert (Sweeney & Klump, 2008). Es gibt eine Reihe Verbindungen die Einfluss auf die Myosin-
Aktivitat nehmen. Im Folgenden sollen die Myosin-Modulatoren, die bisher in der Literatur

charakterisiert wurden, kurz aufgefiihrt werden.

1.5.1. Myosin-Effektoren

15.1.1. Trifluoperazin

Das Phenothiazin-Derivat Trifluoperazin (TFP, s. Abb. 13) ist ein bekanntes Medikament mit
neuroleptischer Wirksamkeit. TFP wird bei der Behandlung von Patienten mit Psychosen und starken
Angststorungen eingesetzt (Tune et al, 1981). Es blockiert als Dopaminantagonist die

Dopaminrezeptoren und dampft somit die Erregung und Aggressivitat der Patienten.

e
'\llA/N\)

Abb. 13: Strukturformel von Trifluoperazin (TFP).

In der Myosinforschung wurde TFP als ein Calmodulin-Antagonist bekannt. In millimolaren

Konzentrationen kann TFP die Bindung der regulatorischen leichten Kette sowohl an Myosin-2 aus
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der glatten Muskulatur von Vertebraten blockieren bzw. rickgangig machen (Trybus et al., 1994; Yang
& Sweeney, 1995). Der gleiche Effekt wurde auch mit Myosin-2 aus der gestreiften Muskulatur des

SchlieBmuskels einer Jakobsmuschel festgestellt (Patel et al., 2000).

Bereits TFP-Konzentrationen im Bereich von 100 - 200 uM reichen aus, um die ATPase-Aktivitat des
Myosin-2 aus der Jakobsmuschel zu inhibieren (Patel et al., 2000). In den Studien wurde
Motordomanen-Kontrukte eingesetzt, denen die Bindungsstellen flr die leichten Ketten fehlen. Dies ist

ein Nachweis fur den direkter Effekt von TFP auf die schwere Kette des Myosins.

Die inhibierende Wirkung von TFP konnte mit verschiedenen anderen konventionellen und
unkonventionellen Myosinen bestatigt werden (Sellers et al., 2003). Fur die untersuchten Myosine lag
die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) der ATPase-Aktivitat im Bereich von 40 - 50 uM TFP.
Sellers et al. (2003) setzten in ihrer Arbeit auch den in vitro-Motilitatsassay ein und waren damit in der
Lage den inhibierenden Effekt von TFP auf die funktionalen Eigenschaften der Myosine direkt
nachzuweisen. Allerdings waren, verglichen mit den ATPase-Experimenten, deutlich héhere TFP-
Konzentrationen notwendig. Eine substanzielle Inhibierung und damit auch ein sichtbarer Effekt im in
vitro-Motilitatsassay wurde erst mit 200 uM TFP erzielt. Sellers et al. (2003) postulierten, dass TFP
wahrend des ATPase-Zyklus den Ubergang vom schwach zum stark Aktin-bindenden Zustand
inhibiert. Dies wirde dazu fihren, dass nur wenige inhibierte Myosin-Molekile im in vitro-
Motilitatsassay die Bewegung der Aktinfilamente durch eine starke Bindung behindern.

1.5.1.2. N-Benzyl-p-Toluen-Sulphonamid

Im Jahre 2002 konnte mittels eines high-throughput screenings einer kommerziellen chemischen
Bibliothek der reversible Myosininhibitor N-Benzyl-p-Toluen-Sulphonamid (BTS, s. Abb. 14)
identifiziert werden (Cheung et al, 2002). Auf der Suche nach einem zellpermeablen,
isoformspezifischen Klasse-2 Myosininhibitor wurden Gber 16300 chemische Verbindungen auf ihr
Fahigkeit getestet, die Aktin-aktivierte ATPase-Aktivitdt der S1-Untereinheit des Skelettmuskel-

Myosins aus Kaninchen reversibel zu inhibieren.

W /7

~

N
H
Abb. 14: Strukturformel von N-Benzyl-p-Toluen-Sulphonamid (BTS).

Im ATPase-Assay konnte fir BTS, sowohl fiir die basale als auch fiir die Aktin-aktivierte ATPase, ein
ICs0-Wert von 5 pM bestimmt werden. Daher wurde eine indirekte Inhibierung durch die Bindung von
BTS an Aktin im initialen high-throughput screen ausgeschlossen. Ergebnisse aus funktionalen
Untersuchungen im in vitro-Motilitatsassay und mit isolierten Muskelfasern bestatigten die
inhibitorische Wirkung von BTS auf die Motoraktivitat von Myosin-2 (Cheung at al., 2002).
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Umfangreiche kinetische Untersuchungen mit Myosin-2 aus Kaninchen zeigten, dass BTS die Affinitat
von ADP-S1 und ADP-P-S1 zu Aktin deutlich heruntersetzt (Shaw et al., 2003). Mit Hilfe des
Phosphat-Bindungsprotein (White et al., 1997) konnte gezeigt werden, dass 100 uM BTS die
Phosphat-Freisetzung, den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei Klasse-2 Myosinen, in
Anwesenheit von Aktin um den Faktor 100 verlangsamt. Damit konnten die von Cheung et al. (2002)
beobachtete Inhibierung der Aktin-aktivierten ATPase transientenkinetisch mit der Inhibierung der
Phosphat-Freisetzung begrindet werden. Durch die deutlich reduzierten Aktin-Affinitdten von ADP-S1
und ADP-P;-S1 wurde der verminderten Spannungsaufbau bei den Muskelfaser-Experimenten erklart.
Auf Grund ihrer Ergebnisse aus den kinetischen Experimenten mit BTS postulierten Shaw et al. (2003)
eine Bindung von BTS in der Aktinbindungs-Spalte des Myosins.

15.1.3. Blebbistatin

Straight et al. (2003) wollten im Zuge von Studien zur Regulation der Zytokinese und der dafiir
notwendigen Kommunikation zwischen dem Aktin-Zytoskelett und dem Mikrotubili-Zytoskelett, mittels
eines high-throughput screens nach einem Inhibitor fir das nichtmuskuldre Myosin-2 suchen. Mit
Blebbistatin konnte eine kleine chemische Verbindung identifiziert werden, dessen (-)-Enantiomer (s.
Abb. 15) héchst effektiv Myosine der Klasse-2 inhibiert.

OH
HyC

{S)-Form

Abb. 15: Strukturformel von (-)-Blebbistatin.

Im ATPase-Assay mit dem humanen nichtmuskularen Myosin-2 konnte mit Blebbistatin eine 1Cs, von
2 uyM gemessen werden. In dhnlicher Weise wurde auch das Skelett-Muskel-Myosin-2 aus Kaninchen
inhibiert, wahrend Blebbistatin andererseits auf die humanen Myosine-1B, -5a und -10 keinen
inhibitorischen Effekt zeigte. Mittels zellbiologischer Experimente, die mit humanen Hela-Zellen
durchgeflihrt wurden, konnte die direkte Inhibierung von Myosin-2-abhangigen Prozessen wahrend
der Zellteilung nachgewiesen werden. Innerhalb von 2 Minuten nach Zugabe von Blebbistatin ist das
namensgebende blebbing der Zellen, die Abschnirung der blaschenférmigen Tochterzellen, nicht

mehr moglich.

Zur Aufklarung des Inhibierungsmechanismus wurden kinetische Studien durchgefiihrt (Kovacs et al.,
2004; Ramamurthy et al., 2004). Kovacs et al. (2004) fihrten eine umfassende kinetische Analyse von
Blebbistatin mit dem S1-Fragment aus Myosin-2 (Skelettmuskel, Kaninchen) durch. Der ICso-Wert fur
die Aktin-aktivierte ATPase liegt fir Blebbistatin bei 0,4 uM, wobei der Inhibitor keinen Effekt auf den

Kn-Wert der Aktin-aktivierte ATPase hat. Transientenkinetische Untersuchungen zeigten, dass der
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Zerfall des quaternaren Blebbistatin-S1-ADP-Pi-Komplex durch die Freisetzung von Blebbistatin oder

Phosphat der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der inhibierten S1-ATPase ist.

Die Anwendung von docking-Simulationen mit verschiedenen Strukturen von Myosin-2 zeigten, dass
Blebbistatin ein unkompetitiver Inhibitor ist, der in der Aktinbindungs-Spalte von Myosin-2 bindet
(Kovacs et al., 2004).

Die strukturelle Grundlage der Myosin-Inhibierung durch Blebbistatin wurde durch Kristalle von
Myosin-2 aus D. discoideum im Komplex mit Blebbistatin und MgADP-Vanadat erklart (Allingham et
al., 2005). Der MgADP-Vanadat-Komplex imitiert den MgADP-P;-Zustand und konnte bis zu einer 2 A-
Auflésung dargestellt werden. Durch die Struktur wird eindeutig sichtbar, dass Blebbistatin im Scheitel
der Aktinbindungs-Spalte in einem hydrophoben Bereich bindet. Allingham et al. (2005) vermuten,
dass Blebbistatin durch seine Bindungsposition ein komplettes Schlieffen der Aktinbindungs-Spalte

und damit den rigor-Zustand des Myosins unmdglich macht.

1.6. Zielsetzung der Arbeit

Die Konzentration an freien Mg*-lonen reguliert die Motoraktivitit von Myosinen der Klasse 1 und
Klasse 5 Uber eine Mg”—sensitive ADP-Freisetzung aus dem Akto-Myosin—Mg”ADP—KompIex. Dieser
kinetische Parameter bestimmt mafigeblich die duty ratio der Myosine. Eine Sequenzanalyse der
Schalter-2-Region deutet auf einzelne Aminosaure als Vermittler der Mgz+-Sensitivitét und einer hohen
duty ratio hin. Der molekulare Mechanismus einer niedrigen und hohen duty ratio sollte durch die
funktionale Charakterisierung von Schalter-2 Punktmutanten mittels in vitro-Motilitdtsassay und

Landeassay aufgeklart werden.

Die Integration von kontrollierbaren molekularen Motoren in biohybriden Systemen ist eine
Vorraussetzung fir nanotechnologische Anwendungen von Motorproteinen. Mittels protein
engineering-Werkzeugen wurden zwei artifizielle Myosin generiert: ein dimeres Konstrukt (M5P) und
ein monomeres Konstrukt (M5S). Die Funktionalitdt, die Haltbarkeit und die Kontrollierbarkeit der

Motoraktivitat der beiden artifiziellen Myosine sollte auf kiinstlichen Oberflachen untersucht werden.

Kleine organische Verbindungen koénnen die Motoraktivitdt von Myosinen modulieren.
Pentabromopseudilin (PBP) ist ein Antibiotikum aus einem marinen Bakterium und inhibiert die
Motoraktivitdt von Myosinen. Mit einer umfangreichen kinetischen und funktionalen Untersuchung der
Inhibierung verschiedener Myosine aus den Klassen 1, Klasse 2 und Klasse 5 durch PBP sollte der

molekulare Inhibierungs-Mechanismus aufgeklart werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien
Chemikalie

Aceton

Acrylamid: N,N'-Methylenbisacrylamid (30:0,8), 40%ig
Adenosin-5'-triphosphat, Na-Salz (ATP)
Alexa488-Phalloidin

Alexa635-Phalloidin

Agar (Agar Bacteriological)

Agarose (TopVision LE GQ Agarose)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin

Benzamidin-Hydrochlorid

Bradford Reagenz

Bromphenolblau

CaCl,

Coomassie Brilliant Blue G250

Coomassie Brilliant Blue R250

Cytochrom-C

Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA, “Titriplex II”)
Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether)-N,N'-tetraessigsaure
(EGTA, “Titriplex VI")

Geneticin (G418-Sulfat)

Glucose

Glycerin

Glycin

Guanidiniumhydrochlorid

Salzsaure, 37 %ig

Hefeextrakt (“BactoYeast Extract”)
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure
(HEPES)

Imidazol

Isopropanol (2-Propanol)
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Hersteller

J. T. Baker, Deventer, NE
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Molecular Probes, Eugene, USA
Molecular Probes, Eugene, USA
Oxoid Ltd., Basingstoke, UK
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

J. T. Baker, Deventer, NE

J. T. Baker, Deventer, NE
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Calbiochem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson, Sparks, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

BDH Laboratory Supplies, Poole
Merck, Darmstadt
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K;HPO,

Kaliumacetat

KCl

KH,PO,

Kalilauge

Leupeptin

Magnesiumacetat
2-Mercaptoethanol (B-Mercaptoethanol)
Methanol

MgCl, - 6 H,O

MgCl,-Losung, 4,9 mol/l, titriert
MnCl,

2-(N-Morpholino)-ethansulfonsaure (MES)
Na,COs3

Na,HPO,

NaCl

NaH,PO,

NaHCO;

NaN;

Natronlauge

Natriumacetat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nickel-Nitriltriacetat-Saulenmaterial ,,superflow*
(Ni-NTA)

NiSO, - 6 H,O
Penicillin-Streptomycin-Lésung

(1000 U/ml Penicillin, 200 pg/l Streptomycin)
Pepstatin A

1,10-Phenanthrolin
Phenylmethylsulfonsaurefluorid (PMSF)
Phosphoenolpyruvat (PEP)

Phosphorsaure, 85%

Proteose-Pepton

Saccharose
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
J. T. Baker, Deventer, NE
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

New England Biolabs, Beverly,

MA, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt
Gibco, Paisley, UK

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim

J. T. Baker, Deventer, NE

Oxoid Ltd., Basingstoke, UK

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Ng-Tosyl-L-Arigininmethylesterhydrochlorid (TAME)
Nq-Tosyl-L-Lysinchlormethylketonhydrochlorid (TLCK)
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid, reduziert (NADH)
N-Tosyl-L-Phenylalaninchlormethylketon (TPCK)
Tetramethyl-Rhodamin-Iso-Thiocyanat (Tritc)-Phalloidin

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

2.1.2. Gerate

Geréat

FPLC-Anlage Akta purifier 10

Séaulen: XK16/20

Saulenmaterial Ni-NTA superflow
Saulenmaterial ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel
Anionenaustauschersaule HiTrap ResourceQ
Gelffiltrationssaule HiLoad 26/60 superdex 200 PG
Superloop 50 und 150 ml

Peristaltische Pumpe Minipuls 2

Pipetten 2-1000ul

Spannungsquelle Power-Pac 300
SDS-PAGE Apparatur Mini-Protean
Western-Blot-Apparatur Trans-Blot SD
Semidry Transfer Cell
Geldokumentationssystem Chemidoc

Eraser

Mikroskop CK 2

Fluoreszenzmikroskop I1X 81

Elektroporator Gene Pulser Xcell Electroporation System

PCR-Thermoblock Px 2

Photometer DU 800

Stopped-Flow Applied Photophysics Pi-Star 180
Stopped-Flow Hi-Tech Scientific SF-61SX2
Orbital Shaker
Gyrotory Shaker G2 und G10
Ultraschallgerat Sonoplus UW 2200
Ultrazentrifuge Optima LE-80 K

mit Rotoren 70 Ti und 45 Ti

Ultrazentrifuge Optima Max

mit Rotor TLA 120.1
Zentrifuge Avanti J-20 XP

mit Rotoren JLA 16.250 und JA 25.50
Zentrifuge Avanti J-HC mit Rotor TY.JS 4.2
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Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Hersteller

Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich, Steinheim
Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Gilson, WI, USA

Gilson, WI, USA

Biorad, Mlinchen

Biorad, Mlnchen

Biorad, Mlinchen

Biorad, Mlinchen

Raytest

Olympus, Hamburg

Olympus, Hamburg
Biorad, Mlinchen

Thermo Electron Corp.,
Boston, USA

Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA

Applied Photophysics, GB
Hi-Tech, GB

Thermo Forma, MA, USA

New Brunswick Sci., USA
Bandelin Electronic, Berlin

Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA

Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA
Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA

Beckman Coulter,
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Zentrifuge Biofuge fresco
Zentrifuge Biofuge pico

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

2.1.3. Enzyme

Calf Intestine Alcaline Phosphatase 1 U/pl
Catalase

Glucose-Oxidase

Ribonuclease A 90 Kunitz-U/mg lysophil.
Restriktionsendonukleasen

T4 DNA-Ligase

Phusion™ High Fidelity DNA-Polymerase
Lactatdehydrogenase 550 U/mg
Pyruvatkinase 200 U/mg

Apyrase >200 U/mg lysophil.

2.1.4. Antibiotika

Ampicillin

Penicillin G 10000 U/ml / Streptomycin 10000 ug/ml

G418 Sulfat (Geneticin)

2.1.5. Antikorper

Monoklonaler Maus-IgG Anti-(His)s-Antikorper 0.2 mg/ml
Ziege IgG anti-Maus, HRP-konjugiert 10 pug/mi

2.1.6. Marker

GeneRuler 1 kB DNA-Leiter

Fullerton, CA, USA
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Boehringer-Mannheim
Sigma

Sigma

Serva

MBI Fermentas

MBI Fermentas
Finnzymes

Roche Diagnostics GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Sigma

GIBCO
GIBCO
Calbiochem

Qiagen
Pierce

MBI Fermentas

(10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 Bp)

Page Ruler Protein Ladder 10-200 kDa

(200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10 kDa)

US Biological
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BenchMark™ Protein Ladder Invitrogen
(220, 160, 120, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10 kDa)

2.1.7. Organismen
E. coli XL1-Blue Stratagene
Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’proAB laclgZAM15 Tn10

(Tetr)], Kompetenz: 2x10” cfu/ug DNA

Dictyostelium discoideum-AX3 ORF* D. J. Manstein (Manstein et al., 1989a)

2.2. Methoden
2.2.1. Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1. Transformation in E. coli

Der in E. coli-Stamm XL1-Blue wird fir die Amplifikation von Plasmiden benutzt. Die Bakterien werden
entweder mit einem Plasmid oder mit einem kompletten Ligationsansatz transformiert. Die
Transformation der kompetenten E. coli-Bakterien (RbCl,-Methode, Biolabs 1996) erfolgt nach der
Hitzeschockmethode: 200 ul Bakteriensuspension (-80°C) werden zusammen mit 0,1 - 1 yg Plasmid-
DNA auf Eis aufgetaut und 20 min. bei gelegentlichem Schutteln inkubiert. Im Anschluss folgt der 60 s
Hitzeschock bei 42°C. Der Transformationsansatz wird mit 500 ul LB-Medium versetzt und 30 min bei
37°C inkubiert. Nach Abzentrifugieren der Zellen bei 2000 Upm fur 4 min. werden die Zellen auf einer
(bei Bedarf Amp-haltigen) Agarplatte ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

Luria Bertani-Kulturmedium (LB) fir E. coli:

1% (w/v) Pepton

1% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (wiv) NaCl

pH 7,0

LB"™-Agarplatten:

1% (w/v) Pepton

1% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (wiv) NaCl

2% (wlv) Agar

50 pg/ml Ampicillin
pH 7,0
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2.2.1.2. Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Zu Beginn der Herstellung von kompetenter E. coli-Zellen werden 5 ml SOB-Medium mit E. coli
beimpft und lber Nacht bei 225 rpm und 37°C geschuttelt. Nach 16 Stunden werden 200 ml SOB-
Medium mit 1 ml der Vorkultur beimpft und bei 225 rpm und 20°C geschiittelt, bis eine optische Dichte
von ODgq = 0,6 erreicht wird. Der Kolben wird fir 10 min auf Eis gekihlt, die Suspension zu je 100 ml
in vorgekuhlte Zentrifugenbecher Gberfihrt und schlieBlich bei 2300 rpm (Beckman JS-4.2) und 4°C
fur 10 min zentrifugiert. Die beiden Pellets werden in 33 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert, fur 10
min auf Eis inkubiert und bei 1500 rpm (Beckman JS-4.2) und 4°C fir 10 min zentrifugiert. Jedes
Pellet wird in 6 ml eiskaltem TB-Puffer mit 7% (v/v; Volumen/Volumen) DMSO resuspendiert. Die

Suspension wird in 100 pl-Portionen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

TB-Puffer:

250 mM KCI

10 mM HEPES

15 mM CacCl,

55 mM MnCl, (steril filtriert, Zugabe von MnCl, erfolgt direkt vor Gebrauch).

2.2.2. Zellbiologische Methoden

2.2.2.1. Transformation in D. discoideum

Die D. discoideum-Zellen werden bei einer Dichte von 3 - 5 x 10° Zellen/ml mittels eines
Zentrifugationsschritts (1100g / 5 min) geerntet. Im Anschluss wird zweimal mit kaltem
Elektroporationspuffer gewaschen. Die Dichte der Zellen wird mit Elektroporationspuffer auf 1 x 107
Zellen/ml eingestellt.

0,8 ml der Zellsuspension werden zusammen mit 15 - 30 ug DNA in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal auf Eis
gemischt und anschlieRend in eine gekihlte 0,4 cm Elektroporationskiivette uUberflihrt. Nach
funfminatiger Inkubation auf Eis werden die abgesetzten Zellen aufgeschittelt, die Kiivette von auflen
getrocknet und sofort bei 1,2 kV, 10 yF und 100 Q mit einer Zeitkonstante von ~0,8 ms elektroporiert
(Gene Pulser Xcell Electroporation System, Biorad, Miinchen). Danach werden die Zellen noch 5 - 10
Minuten auf Eis gekihlt. Es werden 200 und 600 pl auf je eine Petrischale Uberfihrt und mit je 11 ml
Penicillin- und Streptomycinhaltigem HL5c-Medium versetzt. Nach 24 Stunden wird das Medium

gewechselt und zur Selektion von Transformanten mit G418 versetzt (10 ug/ml).

HL5c-Medium:

10 g/l Protease-Pepton
549l Bacto yeast extract
10 g/l Glucose

1,2 g/l KH,PO,

0,4 g/l Na,HPO,
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auf pH 6,6 mit 2 N NaOH einstellen

EP-Puffer (Elektroporationspuffer):
3,849/l NaH,PQO, pH 6.3
17,1 g/l Sucrose

Bonner’s Losung:

0,6 g/l NaCl

0,75 gl KCI

0,39/l CaClI2

2.2.2.2. Kultivierung von D. discoideum

Kleinere Kulturen von D. discoideum-Zellen werden in Gewebekultur-Petrischalen kultiviert. GroRere
Kulturen werden in Schuttelkulturen kultiviert. Die optimale Wachstumstemperatur betragt jeweils
20°C. Dem HL5c-Medium werden zur Verhinderung von Bakterienwachstum 10 U/ml Penicillin und 10
pg/ml Streptomycin zugesetzt. Um auf transformierte Zellen Selektionsdruck auszutiben, wird dem
Medium G418 zugesetzt. Die in dieser Arbeit benutzten pDXA-Vektoren enthalten das neoR-Gen, so
dass die Transformanten mit 10 - 20 pg/ml G418 selektiert werden kdnnen. Reine AX3 Orf'-Zellen
werden ohne Zugabe von G418 kultiviert.

Auf den Petrischalen lasst man die Zellen konfluent wachsen und kann sie dann fiir weitere Zwecke
(analytische Proteinpraparation, Uberfiihrung in einer Schiittelkultur) mit Medium abwaschen. Die
verbleibenden Zellen werden durch Zugabe von frischem HLS5c-Medium weiter kultiviert. Die
Gewebekultur-Petrischalen kdnnen bei Bedarf bei 4°C fiir einige Wochen gelagert werden.

Fir die praparative Proteinaufreinigung werden die Zellen in Erlenmeyer-Kolben (100 ml - 5 |) in
Schittelkultur angezogen. Die Kolben werden maximal bis zur Halfte mit Medium gefullt und bei 180
rpm geschiittelt. Bevor die Zellen eine Dichte von 1 x 10" Zellen/ml erreichen, werden sie auf minimal
1 x 10° Zellen/ml verdiinnt.

Die Generationszeit von D. discoideum-Zellen liegt bei 8 - 24 Stunden.

2.2.2.3. Herstellung von D. discoideum-Sporen und deren Konservierung

Die Zellen von D. discoideum kénnen in Form von Sporen bei -80°C fir mehrere Jahre gelagert
werden. Die Herstellung von Sporen wird mit einer 50 - 100 ml Schuttelkultur gestartet. Bei einer
Zelldichte von etwa 5 x 10° Zellen/ml werden die Zellen durch Zentrifugation (1000 g; 2700 rpm in
einer Heraeus Megafuge 1.0R mit Rotor #2704 / 5 min) bei 4°C pelletiert. AnschlielRend werden sie
dreimal mit MES-Puffer durch Resuspendierung und Zentrifugation gewaschen. SchlieRlich werden
sie in 1 ml MES-Puffer resuspendiert und auf einer MES-Agarplatte ausplattiert. Die Platten werden

zunachst ohne Deckel getrocknet und anschliefiend zwei Tage Uber Kopf bei 20°C inkubiert. Innerhalb
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dieser Zeit bildet sich der Fruchtkérper von D. discoideum, der durch einen leichten Schlag der Platte
auf eine Unterlage aufplatzt und die Sporen freigibt. Diese fallen in den Deckel der Platte, von dem sie
mit 500 pl 10% (v/v) 0,2 pym-filtriertem Glycerin abgespilt werden. 100 pl-Aliquote dieser Suspension
werden bei -80°C eingefroren und gelagert.

Um die Sporen wieder zum Keimen zu bringen, werden 100 pl Suspension in einer Petrischale mit
11 ml HL-5c mit Penicillin und Streptomycin versetzt. Bei der Keimung von transformierten Zellen wird

das Selektionsmedium (incl. G418) wird erst nach einer Wartezeit von 24 Stunden zugesetzt.

MES-Puffer :

20 mM MES pH 6,8

2 mM MgCl,

0,2 mM CaCl,

MES-Agar :

2% (w/v) Agar in MES-Puffer

2.2.3. Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1. Praparation von Plasmiden

Die Vorschrift und die Puffer fiir die Praparationen von Plasmiden aus E.coli sind von der Firma
Qiagen (Qiagen, Hilden). Hierbei handelt es sich um die Kombinationen der alkalischen
Extraktionsmethode (Birnboim & Dory, 1979) mit anschlieRender saulenchromatographischer
Aufreinigung der DNA. Diese Methode ermdglicht die Abtrennung der Plasmid-DNA von
chromosomaler DNA, RNA und Proteinen. In Abh&ngigkeit vom Kulturvolumen werden verschiedene,

jedoch nur leicht unterschiedliche Protokolle verwendet.

Minipraparation:

Eine 4 ml E. coli-Kultur, die Gber Nacht bei 37°C im Schuttler gewachsen ist, wird bei 3500 g pelletiert
und anschlieBend in Puffer P1 resuspendiert. Die alkalische Lyse der Zellen erfolgt Gber eine 5 min
Inkubation mit Puffer P2. Die Neutralisation des Lysats erfolgt durch die Zugabe von Puffer N3 und
eine 5 min Inkubation auf Eis. Die prazipitierten Proteine und chromosomale DNA werden durch eine
Zentrifugation (9000 rpm) abgetrennt. Das klare Lysat enthalt die Plasmid-DNA. Es wird auf eine
QlAprep-spin-Saule gegeben. Die Plasmid-DNA bindet an die Saule und ein Waschschritt mit Puffer
PE reinigt die Plasmid-DNA. Durch Zugabe von Puffer EB wird die DNA von der Saule eluiert.

Midi- und Maxipréaparation:

Bei Midipraparationen betragt das Kulturvolumen 100 ml, bei Maxipraparationen 250 / 500 ml. Die
erste Schritte erfolgen analog zur Minipraparation. Allerdings wird nach Zugabe von Puffer P3 die

Inkubationszeit auf 15 - 20 min verlangert. Im Anschluss folgt eine Zentrifugation fir 30 min bei 6000 g
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und 4°C. Zur Isolierung der Plasmid-DNA werden Qiagen tip-100- bzw. tip-500-S&ulen benutzt. Diese
mussen vor Gebrauch mit Puffer QBT &aquilibriert werden und binden die Plasmid-DNA des klaren
Lysats. Nach Waschen mit Puffer QC wird die DNA mit Puffer QF eluiert, mit Isopropanol gefallt und
fur 30 Minuten bei 6000 g sedimentiert. Das Pellet wird nochmals mit 70% Ethanol gewaschen,

getrocknet und in EB-Puffer aufgenommen.

Mengenangaben fir eingesetzte Puffer in Mini-, Midi- und Maxipraparationen:

Mini-Prap. Midi-Prap. Maxi-Prap.
Puffer P1 [ml] 0,25 4 10
Puffer P2 [ml] 0,25 4 10
Puffer N3 [ml] 0,35 - -
Puffer P3 [ml] - 4 10
Puffer QBT [ml] - 4 10
Puffer QC [ml] - 2x10 2x30
Puffer PE [ml] 2x0,75 - -
Puffer QF [ml] - 5 15
Isopropanol [ml] - 3,5 10,5
Ethanol 70% [ml] - 2 5
Puffer EB [ul] 50 150 250
2.2.3.2. Spaltung von Plasmid-DNA durch Restriktionsendonukleasen

Bei der Restriktionsspaltung werden DNA-Fragmente aus Vektoren herausgeschnitten bzw. Vektoren
linearisiert. Fir eine Restriktionsspaltung werden 0,5 bis 5 uyg DNA, Puffer (Ansatzgréf3e: 10 bis 50 pl)
und 5 bis 30 U Enzym eingesetzt. Die kleineren Werte beziehen sich auf eine analytische Spaltung.
Der Reaktionsansatz wird 1 - 4 Stunden oder Uber Nacht bei der vom Enzym-Hersteller angegebenen
Temperatur inkubiert, anschlieBend mit 5 - 25 pl Stoppuffer versetzt und auf einem Agarosegel
analysiert.

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen werden von den Firmen Amersham, MBI-Fermentas und
New England Biolabs bezogen und in den vom Hersteller angegebenen Puffern und
Reaktionsbedingungen eingesetzt.

2.2.3.3. Ligation von linearisierter DNA

100 - 500 ng linearisierte Plasmid-DNA und ein passendes DNA-Insert werden im molaren Verhéltnis
1:1 - 1:5 (Rahmen / Insert) gemischt. Der Ligationsansatz wird 2 - 10 U Ligase versetzt und mit

Ligasepuffer aufgefillt. Der Ansatz wird 1 - 2 Stunden bei 37°C (oder alternativ vier Stunden bei
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Raumtemperatur oder 16 Stunden bei 16°C) inkubiert. Die Gesamtmenge des Ligationsansatzes kann

direkt zur Transformation von kompetenten E. colis eingesetzt werden.

T4 DNA Ligase-Puffer 10x:

400 mM Tris/HCI, pH 7,8

100 mM MgCl,

100 mM DTT

5 mM ATP

2.2.3.4. Agarose-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese eignet sich zur praparativen und analytischen Auftrennung von DNA ab
einer Grofle von 250 Basenpaaren. Ein 1%iges Agarosegel (1 g Agarose in 100 ml 1 x TAE-Puffer) ist
ein Standardgel. Die Suspension aus Agarose und Puffer wird in der Mikrowelle aufgekocht und so
gelost. Die Loésung wird in eine horizontale Gelkammer gegossen, die den gewilnschten
Probentaschen-Kamm enthalt. Nachdem das Agarosegel verfestigt ist, wird es mit TAE-Puffer
Uberschichtet. Der Gellauf erfolgt Gber etwa eine Stunde bei 70-100 mA. Die aufgetrennte DNA im Gel
wird mit 0,04% Ethidiumbromid fir 10 min angefarbt. Im Anschluss wird durch eine Inkubation fir 10
min in Wasser das Gel von Uberschussigen Ethidiumbromid befreit. Das Elektrophorese-Muster wird
anschlieRend unter UV-Licht (312 nm) betrachtet und dokumentiert.

TAE-Puffer (1x): Auftragspuffer fiir Agarosegele (MBI) 6x:
40 mM Tris-Base 50 mM EDTA

20 mM Essigsaure 0,25% (w/v) Bromphenolblau

2mM EDTA 0,25% (w/v)  Xylencyanol FF

pH 8,0 einstellen 30% (v/v) Glycerin

2.2.3.5. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Unter UV-Licht wird das entsprechende DNA-Fragment aus einem Agarosegel genau ausgeschnitten
(bis zu 400 mg) und in ein Reaktionsgefal® Uberfiihrt. Pro 100 mg Gel werden 300 ul Puffer QG
zugegeben und das Gemisch bis zur vollstandigen Auflésung des Gels bei 50°C inkubiert (ca. 10 min).
Pro 100 mg Gel werden anschlieBend 100 pl Isopropanol zugegen. Der Ansatz wird nun auf eine
QIlAquick-spin-Saule uberfiihrt und eine Minute zentrifugiert (10.000 g). Die DNA auf der Saule wird
mit 700 pl PE-Puffer gewaschen. Danach wird die DNA mit 30 - 50 yl warmen EB-Puffer eluiert.
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2.2.3.6. Isolierung von genomischer DNA aus D. discoideum

Charette und Cosson (2004) entwickelten das Protokoll der Isolierung von genomischer DNA aus D.
discoideum. Die isolierte genomische DNA wurde als PCR-Template eingesetzt, um das myoH-Gen
aus D. discoideum zu amplifizieren und anschlieend in Expressionsvektoren zu klonieren.

Die D. discoideum Zellen einer Schiuttelkultur mit einer Zellzahl von 0,5 - 10 x 10° Zellen/ml werden
pellettiert und in gleicher Konzentration in frischem HL5c Medium resuspendiert. Dazu wird ein
gleiches Volumen an Lysis-Puffer gegeben und diese Mischung fir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss wird die Suspension zur Inaktivierung der Proteinase K fir 1 min auf 95°C

erhitzt. 1 pl des Lysats kann direkt fur einen 25 pyl PCR-Ansatz verwendet werden.

Lysis-Puffer:

10 mM TRIS-HCI pH 8,3

50 mM KCI

2,5 mM MgCl,

0.45% NP40

0.45% Tween 20

1 pg/ul Proteinase K

2.2.3.7. Dephosphorylierung von DNA

Die Abspaltung des Phosphats wird von der Alkalischen Phosphatase (Calf Intestine Alkaline
Phosphatase, CIAP) katalysoert. Dieses Enzym ist in den gangigen Restriktionsendonukleasepuffern
aktiv, so dass sie direkt nach einer Restriktionsspaltung der Reaktionsmischung zugesetzt werden
kann. Es werden 1 U CIAP pro 20 pmol DNA verwendet. Der Reaktionsansatz wird fir 30 min bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wird die CIAP durch Erhitzen auf 85°C (ca. 20 min) inaktiviert.

CIAP-Puffer 10x:

0,1M Tris/HCI, pH 7,5 bei 25°C
0,1M MgCl,
2.2.3.8. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) ermdglicht eine spezifische in vitro-Amplifikation von DNA. Die
PCR wird im analytischen Mafistab zum screenen nach positiven Klonen bei Klonierungen und
praparativ fur PCR-Klonierung eingesetzt.

Fir die analytischen PCR-Anséatze wird die Tag-Polymerase der Firma MBI-Fermentas eingesetzt. Die
Tag-Polymerase stammt aus dem Bakterium Thermus aquaticus, sie ist hitzestabil und arbeitet mit

einer Geschwindigkeit von 1000 Basen pro Minute bei einer Fehlerquote von 1 x 10"
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Fir Klonierungen ist eine geringe Fehlerrate der Polymerase sehr wichtig, deshalb werden hierfir
proofreading-Polymerasen, zum Beispiel aus Pyrococcus furiosus (Pfu-Polymerasen) oder
kommerziell erhaltliche Mischungen aus Tag (mit 5->3° Polymerase Aktivitat) sowie einer
thermostabilen 3'->5’ proofreading Polymerase (Pwo) wie das Expand High Fidelity plus PCR System
(Roche) eingesetzt. In dieser Arbeit wurde auch die Phusion Hot Start high Fidelity DNA-Polymerase
eingesetzt (Finnzymes).

Analytische PCRs werden ublicherweise in 25 pl Volumen durchgefihrt. Fur praparative Ansatze kann
das Volumen auf bis zu 50 pl erhéht werden.

Ein analytischer PCR-Ansatz enthalt die folgenden Komponenten:

2 ng Template-DNA

je 0.5 yl 0.1 mM Primer
0.5 pl 10 mM dNTP-Mix
5 ul 5x-Puffer

0.5 U Polymerase

ad 25 ul H,0.

Die Bedingungen flr einen optimalen Ablauf der PCR sind stark von der Zusammensetzung des PCR-
Ansatzes abhangig, insbesondere die Schmelztemperaturen der verwendeten Primer sind zu
beachten. Prinzipiell jedoch besteht die PCR aus drei Abschnitten. Im Anschluss an die anfangliche
Denaturierung der Template-DNA binden die beiden Primer an die DNA-Einzelstrange und die
Polymerase kann den folgenden DNA-Abschnitt synthetisieren (Elongation). Danach beginnt der

Zyklus von vorne. In Tabelle 1 ist ein Standard-Ablauf einer PCR-Reaktion zusammengefasst.

PCR-Ablauf Temperatur [°C] Zeit [s]
1. Einleitende Denaturierung 94 120
2. Denaturierung 94 40
3. Primer-Annealing 42-68 60
4. Elongation 72 60
Anzahl Zyklen (2-4) 28-30
5. Abschliefiende Elongation 72 300
6. Endtemperatur 4 0

Tab. 1: Ablauf einer PCR-Reaktion

2.2.3.9. Verwendete Oligonukleotide
Fur die Amplifizierung des Gens von Myosin-5a aus genomischer DNA von D. discoideum (myoh;
DDB_G0289447; Dictybase) wurden folgende Oligonukleotide verwendet:
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Bezeichnung Sequenz
Fhmyohfrwbamh1 5°-CCG GAT CCA TTG ATA ATA ATT GTG GTA AAG AAA AAG TAT GGG-3°

Fhmyohrwxhol1  5-CCT CGA GTT GCA CTG TTT ATC ATG GTT TGT GAT CTT AAC AAT TCC-3’

2.2.3.10. Aufreinigung von PCR-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA nach Restriktionsverdaus sowie von PCR-Produkten erfolgt nach dem
Protokoll des QlAquick PCR Purification Kits der Firma Qiagen. Mit dieser Methode kdnnen DNA-
Fragmente mit bis zu 10 kBp aufgereinigt oder Enzyme aus den Ansatzen entfernt werden. Dazu wird
der PCR- oder Restriktionsansatz mit dem flinffachen Volumen PB Puffer versetzt und auf eine
QIlAquick Spin Saule gegeben. Diese Losung wird bei 16.000 g zentrifugiert und die Saule dann mit
600 ul Puffer PE gewaschen. Die Elution der gereinigten DNA erfolgt mit 30 pl EB Puffer. Es werden
die vom Hersteller mitgelieferten Puffer verwendet.

2.2.3.11. pGEM-TEasy-Klonierung und Blue-White-Screening

Die amplizierten PCR-Fragmente wurden mit dem linear vorliegenden pGEM-TEasy-Vektor (Promega)
ligiert. Das gewonnene Plasmid konnte weiter vervielfaltigt und sequenziert werden. Der pGEM-
TEasy-Vektor ist mit dem Enzym Topoisomerase | verknupft, das die Ligation erleichtert. Durch die
Einfihrung des PCR-Inserts in den Vektor kommt es zu einer Unterbrechung des integrierten lacZ-
Gens, das Bakterien die Expression von B-Galaktosidase erlaubt. Somit kénnen leere, religierte
pGEM-Vektoren von Vektoren mit PCR-Produkt unterschieden werden. Fir das Blue-White-Screening
mussen die transformierten Bakterien mit 20 mg/ml X-Gal und 200 mg/ml IPTG ausgestrichen werden.
IPTG induziert die Expression der p-Galaktosidase, die X-Gal zu einem blauen Farbstoff umsetzt.
Bakterien mit einem Plasmid ohne PCR-Produkt bilden somit blaue Kolonien, wahrend Klone, die
einen pGEM-TEasy-Vektor mit Insert enthalten, weil} bleiben.

2.2.3.12. Verwendete Expressionsvektoren

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Vektoren handelt es sich um Derivate des D. discoideum-
Vektors pDXA (Manstein et al., 1995). Die Vervielfaltigung der Vektoren erfolgte in dem E. coli Stamm
XL1-Blue (Stratagene, Heidelberg). Die Vektoren dienen zur Expression von Proteinen in D.
discoideum. Sie tragen den Replikationsursprung (ori) des D. discoideum high-copy-number Plasmids
Ddp2. Die Expressionskassette aller Vektoren enthalt den starken, konstitutiven Aktin-Promotor act15,
ein Startcodon upstream der multiple cloning site sowie C- oder N-terminale Sequenzen fur Affinitats-
Tags. AuRerdem besitzen sie die act6 Tn5 neo Kassette fiir die Resistenz gegen G418 zur Selektion

positiver Transformanten. Downstream der MCS folgen D. discoideum Polyadenylierungs- und
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Terminationssignale. Zur Plasmidproduktion und Selektion in E. coli besitzen die Vektoren einen high-
copy-number E. coli Plasmid Replikationsursprung sowie das bakterielle Ap®-Gen.

In dieser Arbeit kam ein pDXA-3H-Vektor zum Einsatz, der zusatzlich zu den bereits aufgefihrten
Merkmalen eine downstream der MCS gelegene Sequenz enthalt, die fir ein Histidin-Oktamer codiert.
Somit kdnnen C-terminal Histidin-tag-haltige Fusionsproteine zur Aufreinigung mit Ni2+-NTA-Agarose
exprimiert werden. Daneben wurde ein pDXA-3FLAG-Vektor verwendet. Dieser Vektor (Knetsch et al.,
2002) enthalt anstelle des Histidin-tags des pDXA-3H einen FLAG-tag ist, der aus dem hydrophilen
Oktapeptid DYKDDDDK besteht und vom monoklonalen Anti-Flag-Antikorper M2 gebunden wird, so
dass auch hier das Protein Uber Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden kann.

2.2.4. Proteinbiochemische Methoden

2.24.1. Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Die Bestimmung einer Proteinkontration nach Bradford (1976) beruht auf einer Verschiedbung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G250. Der Farbstoff im Bradford-
Farbereagenz andert sein Absorptionsmaximum in Gegenwart von Proteinen von 465 zu 595 nm. Der
Farbstoff bindet dabei relativ unspezifisch an kationische und hydrophobe Seitenketten.

Fir die Konzentrationsbestimmung werden 1-20 ul Proteinldsung in einer 1 ml Einwegplastikkuvette
mit 950 ul Bradford-Reagenz versetzt und das Volumen wird mit Wasser auf 1 ml erganzt. Nach
Mischen und finfminutiger Inkubation wird die Absorption bei 595 nm in einem Spektrophotometer
bestimmt. Durch Erstellen einer Eichgeraden mit einer Proteinlésung einer bekannten Konzentration

kann die Proteinkonzentration der gemessenen Lésung berechnet werden.

2.2.4.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinen tber UV-Absorption

Die Aminoséuren Tryphtophan und Tyrosin absorbieren Licht bei einer Wellenlédnge von 280 nm. Uber
die Absorption kann die Proteinkonzentration einer LOsung bestimmt werden. Der
Extinktionskoeffizient eines bekannten Proteins kann mittels seiner Sequenz durch das Programm
SEDNTERP berechnet werden. Allerdings wird die Messung durch verschiedene Pufferkomponenten
gestort, was sich wegen der starken Absorption oft auch nicht durch Substraktion eines Leerwertes
des gleichen Puffers ohne das Protein ausgleichen lasst. Bei YFP-Fusionsproteinen kann alternativ
auch die Absorption des Fluorophors bei 514 nm bestimmt werden.

2.2.4.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli (1970) trennt Proteingemische anhand ihres
Molekulargewichts. Die Methode wird sowohl fiir die Uberpriifung der Expression bei der analytischen

Proteinpraparation als auch zur Reinheitsbestimmung bei der Proteinaufreinigung eingesetzt. Das
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Polyacrylamidgel besteht aus einem Trenngel und einem Sammelgel. Die Zusammensetzung von
Trenn- und Sammelgel ist im Anschluss an diese Beschreibung angegeben. Der Gellauf erfolgt in
einer Minigelkammer. Die Proteinproben werden vor dem Auftragen mit Laemmliauftragspuffer
versetzt und 15 min auf 95°C erhitzt. Der SDS-Gellauf erfolgt bei einer konstanten Stromstarke von 30
mA. Der Fortschritt wird in regelmaBigen Abstanden Uber die Posotion der Bromphenolblau-Bande
verfolgt. Das Gel kann nach Abschluss der Elektrophorese direkt mit Coomassie-Farbel6sung
angefarbt werden und anschlieend in 6%iger Essigsaure entfarbt werden. Alternativ kann mit dem
SDS-Gel ein Western-Blot durchgefiinrt werden. Zur Groflen-Abschatzung der verschiedenen

Proteinbanden im Gel stehen verschiedene Proteinstandards zur Auswahl (s. unten).

Trenngel (10%); 10 ml Volumen:

3,3 mi 30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid
2,8 ml 1,5M Tris-HCI-Puffer, pH 8,8

1 mi 1% SDS

2,9ml ddH,0

30 pl TEMED

30 pl 40% APS

Sammelgel (5%); 1,5 ml Volumen:

250 pl 30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid
190 i 1M Tris-HCI-Puffer, pH 6,8

150 pl 1% SDS

960 pl ddH,0

5l TEMED

5 pl 40% APS

Proteinstandard (MBIl Fermentas Protein Ladder, 10-200 kDa):
enthalt 14 Fragmente definierter GroRe: 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10 kDa

Blot-Proteinstandard (MBI Fermentas Prestained Protein Ladder, ~10-200 kDa):
enthalt zehn Fragmente definierter GroRe: 170, 130, 100, 70(rot), 55, 45, 35, 25, 15, 10 kDa

Blot-Proteinstandard (Amersham Pharmacia Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker):

enthalt zehn Fragmente definierter GroRe:
250 (blau), 160(rot), 105(grtin), 75(gelb), 50(violett), 35(blau), 30(braun), 25(grin), 15(blau), 10(rosa)
kDa

Laemmli-Laufpuffer (10x):

250 mM Tris/HCI, pH 8,3
1,9 M Glycin
1% SDS
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Coomassie-Farbelésung:
0,2% (wiv) Coomassie Blue R 250
0,05% (w/v)  Coomassie Blue G 250

42,6% EtOH

5% MeOH
10% Essigsaure
Entfarbelésung:

6% (v/Iv) Essigsaure

Laemmliauftragspuffer (LAP) 6x:

0,2M Tris-Base

50% Glycerin

3% SDS

auffillen auf 60 ml; pH 6,8 einstellen,
3,.2% R-Mercaptoethanol
1,6% (wiv) Bromphenolblau
2.2.4.4. Western-Blot

Zur Detektion rekombinanter Proteine wird ein Western-Blots nach dem Verfahren des Semi Dry-
Blottings durchgefihrt. Hierzu wird das Acrylamidgel nach der Elektrophorese fir einige Minuten in
Blotpuffer gelegt. Eine Nitrocellulose-Membran (PROTRAN Nitrocellulose Transfer Membran) wird auf
die GroRe des SDS-Gels zugeschnitten. Das Laemmligel wird dann auf zwei in Blotpuffer
eingeweichte passgenaue Whatman-Papiere gelegt. Die Nitrocellulose-Membran wird kurz in
Blotpuffer geschwenkt und luftblasenfrei auf das Gel gelegt. Den Abschluss bilden zwei weitere in
Blotpuffer getréankte Whatman-Papiere. Die Blotkammer wird geschlossen und die Proteine bei 14 V
fur 60 min auf die Membran geblottet. Zur Kontrolle der Blot-Effizienz kann das Gel anschlieRend mit
Coomassie gefarbt werden. Alternativ kann die Membran mit einer Losung aus 2% Ponceau S in 3%

TCA gefarbt werden, um den Proteintransfer zu tberprifen.

Die Membran wird nun fir 30 min bei Raumtemperatur in 10 - 12 ml TBST-Puffer mit 5%
Magermilchpulver inkubiert und anschlieend dreimal fur 10 min mit TBST gewaschen. Die Inkubation
mit dem primaren Antikoérper (in TBST-Puffer mit 5 % Magermilchpulver verdiinnt) erfolgt bei 4°C tber
Nacht. Unspezifisch gebundener Antikérper wird anschlieRend durch Waschen mit TBST entfernt
(dreimal 10 min). Die Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper erfolgt bei Raumtemperatur fir eine
Stunde. Es folgen wiederum drei Waschschritte in TBST fir je 20 min. Der sekundare Antikorper ist
mit Horseradish Peroxidase (Peroxidase aus dem Meerrettich) gekoppelt, die mittels einer
Chemolumineszenzreaktion nachgewiesen wird. Hierzu wird ein Kit von PIERCE (Super Signal Dura
West Extended Duration Substrate) verwendet und die Chemolumineszenz mit Hilfe des

Videodokumentationssystems Chemidoc detektiert.
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TBST-Puffer:

20 mM Tris/HCI, pH 7,5

137 mM NaCl

0.05% Tween-20

Blotpuffer:

48 mM Tris

39 mM Glycin

0,03% SDS

2.2.4.5. Analytische Proteinaufreinigung

Der Grad der Expression von rekombinanten Myosinkonstrukten in D. discoideum kann mittels einer
analytischen Proteinpraparation untersucht werden. Dazu werden ca. 3 Xx 10" Zellen durch
funfmindtige Zentrifugation bei 3500 rpm pelletiert. Das Zellpellet wird mit 1 ml Lysispuffer 1
gewaschen und erneut pelletiert. Im Anschluss wird das Pellet in 500 pl Lysispuffer 2 resuspendiert.
Durch die Zugabe des gleichen Volumens Lysispuffer 3 beginnt die Lyse-Reaktion und es folgt eine
einstiindige Inkubation auf Eis. Nach 30-miniitiger Zentrifugation bei 13000 rpm wird der Uberstand
verworfen. Das Pellet der Lyse wird mit Lysispuffer 1 gewaschen und erneut fir 20 Minuten bei 13000
rpom zentrifugiert. Wiederum wird der Uberstand verworfen und das im Pellet, in dem das Myosin
enthalten ist, wird durch Zugabe von 40 pl Lysispuffer 4 unter Verwendung eines Mikropistills
extrahiert. Nach erneuter Zentrifugation fir 20 Minuten bei 13000 rpm befindet sich Myosin im
Uberstand. Der Uberstand wird mit 6x-Protein-Auftragspuffer versetzt und fiir 5 min auf 95 °C erhitzt.
Von dieser Myosin-haltigen Losung werden 10 pl fir die Analyse mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese verwendet. Als Vergleich dient eine analytische Proteinpraparation aus DdAX3-
ORF".

Lysispuffer 1:
50 mM Tris/HCI pH 8.0, 2.5 mM EDTA, 0.2 mM EGTA, Protease-Inhibitor Mix | (frisch hinzugefiigt),

Protease-Inhibitor Mix Il (frisch hinzugefugt).

Lysispuffer 2:
Lysispuffer 1, 1 U CIAP/Probe (frisch hinzugefigt).

Lysispuffer 3:
Lysispuffer 1, 1 % v/v Triton-X 100.

Lysispuffer 4:
Lysispuffer 1, 12 mM MgCl, 10 mM ATP (frisch hinzufiigt).

100x Protease-Inhibitor Mix I:
10 mg/ml TAME, 8 mg/ml TPCK, 0.2 mg/ml Pepstatin A, 0.5 mg/ml Leupeptin, in Ethanol abs.

1000x Protease-Inhibitor Mix Il:
100 mM PMSF, in Ethanol abs.
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2.2.4.6. Praparative Proteinaufreinung

Das Prinzip der praparative Proteinaufreinigung ist analog zur analytischen Praparation. Die beiden
Verfahren unterscheiden sich nur in der verarbeiteten Zellmenge sowie durch die

Affinitadtschromatographie nach der Extraktion des Myosins (Manstein & Hunt, 1995).

16 | einer Schiittelkultur exprimierenden D. discoideum-Zellen werden bei einer Zelldichte von 5 x 10°
-1 x 10" Zellen/ml geerntet. Die Zellen werden hierfiir 5 min bei 4200 rpm (Rotor JS-4.2) pelletiert und
anschlieRend mit 0,5 | PBS-Puffer gewaschen und erneut pelletiert. Samtliche Praparationsschritte
finden auf Eis bzw. bei 4°C statt. Das Nassgewicht des Zell-Pellets wird fir die Ermittlung der
Puffervolumina bestimmt. Bei einer normalen Zellgr6Re ist von ca. 40 - 80 g auszugehen. Die Zellen
werden in 4 bis 8 ml/g Zellen Lysispuffer | grindlich resuspendiert. Diese Suspension wird fir eine
Minute mit Ultraschall behandelt (3/4 Fullhéhe, 50 % Power Setting, 40 % Duty Cycle). Nach Zugabe
des gleichen Volumens an Lysispuffer Il wird die Suspension zur weiteren Zellyse fir 45 Minuten unter
leichtem Ruhren bei 4°C inkubiert. Im Anschluss an die Lyse erfolgt eine Zentrifugation fur 1 Stunde
bei 16000 rpm (Rotor JLA 16.250). Danach wird der Uberstand verworfen und die Pellets in 2 x 200 ml
Waschpuffer resuspendiert. Die erneute Pelletierung erfolgt bei 16000 rpm (Rotor JLA 16.250) fur 30
Minuten. Die Pellets werden in 2 ml/g Zellen (mindestens 75 ml) Extraktionspuffer sorgfaltig
homogenisiert. Es folgt eine einstliindige Zentrifugation bei 60000 rpm (Rotor 70Ti). Der Myosin-haltige
Uberstand wird durch einen Sterilfilter mit der PorengréRe 0.45 pm filtriert. Zur Analyse und
Dokumentation des Praparationsverlaufs wird von jeder Fraktion eine Probe genommen und mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese untersucht. Der Fortgang des Aufreinigungsprozess des
extrahierten Myosins wird durch den verwendeten Affinitats-tag bestimmt. Im Verlauf dieser Arbeit
wurden sowohl NiNTA-Affinitatschromatographien als auch a-FLAG-Affinitdtschromatographien
durchgefihrt.

NiNTA-Affinitdtschromatographie:

Die chromatographische Aufreinigung des Myosinkonstrukts wird mit einer FPLC-Anlage betrieben.
Eine Bestimmung des Proteingehalts des fraktionierten Eluats durch Messung der Tryptophan-
Absorption bei 280 nm ist parallel zur Aufreinigung moglich.

Rekombinante Myosinkonstrukte mit (His);-Affinitats-tag werden mittels NiNTA-Saule (Nickel-
Nitriltriacetat, Qiagen) aufgereinigt. Diese wird mit einem Saulenvolumen NiNTA Imidazol-Puffer,
einem Saulenvolumen NiNTA Hochsalz-Puffer und 10 Saulenvolumina NiNTA Niedrigsalz-Puffer
Aquilibriert. AnschlieRend kann der filtrierte Myosin-haltige Uberstand auf die NiNTA-S&ule
aufgetragen werden. Im folgenden wird die Saule mit jeweils 3 Saulenvolumina NiNTA Niedrigsalz-
Puffer, NiINTA Hochsalz-Puffer und 3% NiNTA Imidazol-Puffer in NiNTA Niedrigsalz-Puffer
gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgt durch einen Gradienten von 3 bis 100% NiNTA Imidazol-
Puffer, welcher dem NiNTA Niedrigsalz-Puffer zugesetzt wird, Uber 6 Saulenvolumina (2 ml/min
Flussrate). Mittels automatisiertem Fraktionssammler werden 1.5 ml-Fraktionen gesammelt. Mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese wird der Myosingehalt der Fraktionen analysiert. In Abbildung 16
ist ein SDS-Polyacrylamidgel der Fraktionen der NiNTA-Affinitatschromatographie von Myosin-5a-2R-
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His dargestellt. Die ausgewahlten Fraktionen werden vereinigt und tUber Nacht gegen 3 | Lager-Puffer
dialysiert.
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Abb. 16: SDS-Polyacrylamid-Gel der NiNTA-Affinitatschromatographie von Myosin-5a-2R-His aus D. discoideum.
Zu sehen ist der Proteinmarker (links) sowie Proben der drei Waschschritte und Proben gesammelter
Elutionsfraktionen.

a-FLAG-Affinitdtschromatographie:

Bei rekombinanten Myosinkonstrukten mit FLAG-Affinitats-tag wird der Uberstand nach der Extraktion
auf eine a-FLAG-Saule (ANTI-FLAG M2 Affinity Gel, Sigma Aldrich) aufgetragen. Die Saule wurde
zuvor mit einem Saulenvolumen TBS-Puffer, 3 Saulenvolumina 0.1 M Glycin/HCI pH 3.5 und weiteren
5 Saulenvolumina TBS-Puffer aquilibriert. Die geladene Saule wird mit 15 Saulenvolumina FLAG-
Waschpuffer gewaschen. Anschlieend wird das Protein mit 5 Saulenvolumina FLAG-Elutionspuffer
eluiert, wobei 5 ml-Fraktionen gesammelt werden. Die Fraktionen kénnen mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese analysiert werden. Die ausgewahlten Fraktionen werden gegen 3 | Lager-Puffer
Uber Nacht dialysiert. In Abbildung 17 ist das SDS-Polyacrylamidgel der a-FLAG-
Affinitatschromatographie von DdMyosin-5a-2R-FLAG dargestellt.
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Abb. 17: SDS-Polyacrylamid-Gel der a-FLAG-Affinitatschromatographie von DdMyosin-5a-2R-FLAG. Zu sehen
ist der Proteinmarker (rechts) sowie Proben der aufgefangenen Fraktionen.

Die dialysierte Proteinldsung wird mit Vivaspin-Konzentratoren (My, cut-off = 50 kDa, Vivascience AG)
einkonzentriert. Sowohl flr kinetische als auch funktionale Untersuchungen wird das Myosin auf eine
Konzentration von ca. 3 bis 4 mg/ml eingestellt. Die Lésung wird in PCR-GefalRen in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.
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PBS-Puffer:
10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.4, 150 mM NaCl.

Lysispuffer |
50 mM Tris/HCI pH 8.0, 2.5 mM EDTA, 0.2 mM EGTA, 1 mM DTT (frisch hinzugefiigt), 5 mM

Benzamidin (frisch hinzugeflgt), 40 pug/ml TLCK (frisch hinzugefugt), Protease-Inhibitor Mix | (frisch
hinzugefuigt), Protease-Inhibitor Mix Il (frisch hinzugefuigt).

Lysispuffer 1l:
Lysispuffer |, 1 % v/v Triton-X 100, 15 pg/ml Ribonuklease A (frisch hinzugefligt), 100 U CIAP abs.

(frisch hinzugefugt).

Waschpuffer:
50 mM HEPES pH 7.3, 30 mM KOAc, 15 mM Mg(OAc),, 7 mM B-ME (frisch hinzugefigt),

5 mM Benzamidin (frisch hinzugefugt).

Extraktionspuffer:
50 mM HEPES pH 7.3, 30 mM KOAc, 15 mM Mg(OAc),, 0 — 300 mM KCI, 7 mM B-ME (frisch
hinzugefiigt), 5 mM Benzamidin (frisch hinzugeflgt), 15 mM ATP (frisch hinzugeflgt).

NiNTA Niedrigsalz-Puffer:
50 mM HEPES pH 7.3, 30 mM KOAc, 3 mM Benzamidin (frisch hinzugefuigt).

NiNTA Hochsalz-Puffer:
50 mM HEPES pH 7.3, 300 mM KOAc, 3 mM Benzamidin (frisch hinzugeflgt).

NiNTA Imidazol-Puffer:
1 M Imidazol pH 7.3, 3 mM Benzamidin (frisch hinzugefiigt).

TBS-Puffer:
50 mM Tris/HCI pH 7.4, 150 mM NaCl.

FLAG-Waschpuffer:
50 mM HEPES pH 7.3, 150 mM KOAc, 3 mM Benzamidin (frisch hinzugefugt).

FLAG-Elutionspuffer:
50 mM HEPES pH 7.3, 150 mM KOAc, 100-200 ug/ml FLAG Peptid (frisch hinzugefugt),
3 mM Benzamidin (frisch hinzugefugt).

Lager-Puffer:
50 mM Tris/HCI pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 0.2 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 1 mM DTT (frisch hinzufiigt),

1 mM Benzamidin (frisch hinzufigt).
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2.2.4.7. Praparation von Aktin aus dem Kaninchenmuskel

Das filamentdse Aktin wird aus dem Muskelfleisch eines Kaninchen gewonnen. Das Prinzip der
Aufreinigung basiert auf dem unterschiedlichen Verhalten von Myosin und Aktin, den zwei
hauptsachlichen Proteinen im Muskel, bei verschiedenen Salzkonzentrationen. Wahrend Aktin bei
hohen Salzkonzentrationen als F-Aktin vorliegt, prazipitiert Myosin-2 erst bei niedrigen
Salzkonzentrationen (Spudich & Watts, 1971).

Die Aufreinigung findet bei 4 °C statt und samtliche Puffer werden vorgekihlt. Das Muskelfleisch von
Rucken und Beinen eines frisch geschlachteten Kaninchens wird fir 30 min auf Eis gekihlt. Nach
Entfernung der Sehnen wird das Fleisch fir die Berechnung der benétigten Puffervolumina gewogen
und mittels Fleischwolf zerkleinert. Die Fleisch-Masse wird im dreifachen Volumen (3 I/kg) Guba-
Straub-Puffer zur Extraktion des Aktins langsam geruhrt. Nach Zugabe von 12 Volumina H,O wird die
Suspension durch ein Mulltuch filtriert. Der Rickstand im Mulltuch enthalt das Aktin und wird in
Carbonatpuffer A resuspendiert. Die Losung wird fiir 30 min geriihrt. Die Prozedur des Filtrierens wird
wiederholt und der gewonnene Rickstand wird in 1 | Carbonatpuffer B resuspendiert. Die Suspension
wird nach 10 min Rihren mit 10 | 20°C warmen H,O verdlinnt. Nach einer weiteren Filtration wird der
Aktin-haltige Ruckstand in 2.5 | Aceton gerlhrt, abfiltiert und in weiteren 2.5 | Aceton gerthrt. Im
Anschluss an eine abschlieBende Filtration wird der Riickstand fir einen Tag unter der Sterilwerkbank
gelagert, um das vollstandige Abdampfen des Acetons zu gewahrleisten. Das so gewonnene

Acetonpulver wird gesiebt und schlie8lich bei -20°C gelagert.

Zur Gewinnung von reinem Aktin wird das Acetonpulver weiter verarbeitet. Das Prinzip dieser
AUfreinigung beruht auf dem mehrmaligen Polymerisieren und Depolymerisieren von Aktin durch

veranderte lonenstarken im Puffer (Lehrer & Kerwar, 1972).

5 g Acetonpulver werden mit 120 ml kaltem Aktinpuffer versetzt. Zur Extraktion des G-Aktins wird die
Suspension fur 30 min bei 4°C gerlhrt und anschlieRend mittels Vakuumpumpe filtriert. Eine
Zentrifugation der filtrierten Lésung bei 70.000 g und 4°C (ber eine Stunde werden unlésliche
Bestandteile sedimentiert. Das Aktin im Uberstand wird nun polymerisiert. Die Reaktion erfolgt bei
Raumtemperatur durch Zugabe von 100 mM KCI und 2 mM MgCl,. Das erhaltende F-Aktin wird durch
eine Zentrifugation bei 70.000 g und 4 °C Uber drei Stunden pelletiert und nach Entfernung des
Uberstands in 50 - 100 ml Depolymerisationspuffer mittels eines Glashomogenisators homogenisiert.
Eine vollstdndige Entfernung des Salzes und die verbundene Depolymerisation des F-Aktins wird
durch eine Dialyse gegen 5 | Depolymerisationspuffer tGber Nacht bei 4°C erreicht. Nach erneuter
Zentrifugation bei 70.000 g und 4°C fiir eine Stunde besteht der Uberstand aus reinem G-Aktin. Fiir
die Gewinnung des reinen F-Aktins muss erneut durch Zugabe von 100 mM KCI und 2 mM MgCl,
polymerisiert werden. Die Reaktion kann fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder, zur Gewinnung
von langeren Filamenten, Uber Nacht bei 4°C ablaufen. Erneute Pelletierung fir eine Stunde bei
70.000 g und 4°C sowie Homogenisierung des F-Aktins in Aktin-Resuspensionspuffer fiihrt zu der in
den verschiedenen Experimenten eingesetzten F-Aktin-Losung. Fir kinetische Experimente eignet
sich eine Konzentration zwischen 150 und 300 uM. Die Konzentration des F-Aktins kann durch eine

photometrische Messung bestimmt werden (gaxin = 46000 cm'M™; Mw (akin) = 41,7 kDa).

41



Material und Methoden

Guba-Straub-Puffer:
0.1 M KH,PO, pH 6.6, 0.05 M K;HPO,4, 0.3 M KCI.

Carbonatpuffer A:

4 % (w/v) NaHCO3, 0.1 mM CaCl,.
Carbonatpuffer B:

10 mM NaHCOj3;, 10 mM Na,CO3;, 0.1 mM CaCl,.

Aktinpuffer:
10 mM Tris/HCI pH 8.0, 0.2 mM CaCl,, 1 mM DTT (frisch hinzugefigt), 0.5 mM ATP (frisch

hinzugefugt).

Depolymerisationspuffer:
5 mM Tris/HCI pH 7.5, 0.2 mM CaCl,, 1 mM NaN3, 0.1 mM ATP (frisch hinzugefiigt).

Aktin-Resuspensionspuffer:
5 mM Tris/HCI pH 7.5, 100 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0.04 % NaNs.

2.2.4.8. Praparation von Pyren-markierten F-Aktin

Kinetische Studien der Akto-Myosin-Interaktion machen den Einsatz von fluoreszenzmarkiertem F-
Aktin notwendig. Die Praparation von Pyren-markiertem F-Aktin (Pyr-Aktin) wird nach einer Methode
von Criddle et al. (1985) durchgefiihrt. Dabei wird eine 1 mg/ml konzentrierte F-Aktinldsung wird mit
dem Fluoreszenzfarbstoff N-(1-pyrenyl)iodoacetamid (5 mg/ml in DMF geldst) in einem Verhaltnis von
~0,9 % (v/v) Pyren/Aktin unter Rihren versetzt. Die Losung wird 14 Stunden bei Raumtemperatur im
Dunkeln geruhrt. Nicht geloster Farbstoff wird anschlieRend bei 8000 rpm fir eine Stunde bei 4°C
abzentrifugiert. Das erhaltene Aktin-Sediment wird dann im gewilinschten Experiment-Puffer
aufgenommen und Uber Nacht gegen gleichen dialysiert. Feststoffe im Dialysat werden durch einen

Zentrifugationsschritt iber 4 min bei 13000 rpm in einer Tischzentrifuge entfernt.

Die Konzentration von Pyr-Aktin wird entsprechend unmarkiertem Aktin bestimmt, wobei jedoch
zusatzlich die Absorption von Pyren bei 280 nm bertcksichtigt werden mull. Dazu wird zunachst die
Pyren-Konzentration am Absorptionsmaximum bei 344 nm (g 344 = 2,33-10° M'cm™) bestimmt
(Kouyama et al., 1981). Daraufhin kann mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten bei 280 nm ¢ 559
= 2,2:10* M'em™ die Pyren-Absorption bei 280 nm errechnet und diese von der Gesamtabsorption
subtrahiert werden. Die Konzentration des fluoreszenzmarkierten Pyr-Aktin liegt typischerweise bei 80

- 160 uM und der Markierungsgrad zwischen 60 und 90 %.
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2.2.5. Biophysikalische Methoden

2.2.5.1. Steady-state-Kinetik

Myosine spalten in einer enzymatischen Reaktion ATP zu ADP und P;. Auf Grund der Tatsache, dass
sich das Absorptionsverhalten von ATP und ADP nicht unterscheidet, muss die Messung der ATP-
Umsetzung im FlieRgleichgewicht (steady state) indirekt mit Hilfe eines gekoppelten Enzymtests
erfolgen (Trentham et al., 1972; Furch et al., 1998). Dabei wird das von Myosin produzierte ADP von
der Pyruvatkinase, unter Umsetzung von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Pyruvat, wieder zu ATP
umgewandelt. Die Lactat-Dehydrogenase (LDH) setzt wiederum das entstandene Pyruvat zu Lactat
um. Bei der letzten Reaktion wird NADH zu NAD" zu oxidiert. Diese Reaktion kann photometrisch
durch Messung der NADH-Absorption bei 340 nm (enapn = 6220 M'1cm'1) verfolgt werden.

Myosin
ATP &> ADP+P,
PK
ADP + PEP &—= ATP + Pyruvat
LDH
Pyruvat + NADH —= NAD" + Lactat

Ein typischer ATPase-Ansatz hat die folgende Zusammensetzung:

0.2 mM NADH
0.5 mM PEP

0.02 mg/ml LDH
0.05 mg/ml PK

1 mM ATP

0 - 80 uyM F-Aktin
0.1 -1 uM Myosin
in ATPase-Puffer.

Die Enzyme der ATP-Ruckgewinnung arbeiten sehr schnell, so dass sicher gestellt ist, dass die
Myosin-abhéangige Umsetzung von ATP zu ADP den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt.
Die Geschwindigkeit der Umsetzung von NADH zu NAD® entspricht somit der Myosin-
Umsatzgeschwindigkeit.

GemalR dem Lambert-Beerschen Gesetz kann aus der Konzentrationsédnderung von NADH die
Geschwindigkeitskonstante der Umsetzung von ATP zu ADP durch Myosin (katpase) berechnet

werden:

AA = ENADH * A[NADH] *d
A[NADH] = AA / (enapn * d)
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Uber die eingesetzte Myosin-Konzentration lasst sich die Geschwindigkeitskonstante des ATP-
Umsatzes berechnen.
—AA

ATPase= ———
60s*c*d *c

(AA: Absorptionsdifferenz, €: Extinktionskoeffizient, d: Schichtdicke, c: Konzentration)

ATPase-Puffer:
25mM HEPES pH 7.4, 25 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0.5 mM DTT (frisch hinzugefugt).

2.2.5.2. Messungen mittels stopped-flow-Fluoreszenzspektrometer

Aus steady-state-Untersuchungen des Akto-Myosin-ATPase-Zyklus erhalt man keine Informationen
Uber die einzelnen Teilschritte der Reaktion. Mittels des stopped-flow-Fluoreszenzspektrometers
lassen sich diese Einzelschritte in transientenkinetischen Experimenten auflésen. Die beobachteten
Teil-Reaktionen sind zu schnell, um mit einem konventionellen Spektrometer oder Fluorimeter
gemessen werden zu koénnen. Die Bestimmung der Geschwindigkeiten der einzelnen Reaktionen
geschieht durch die Messung der zeitlichen Anderung der Konzentration eines oder mehrerer
Reaktionsteilnehmer. Entscheidend dafir ist, die Ausgangsstoffe moéglichst schnell und homogen zu

durchmischen.

Im Folgenden wird die in dieser Arbeit angewandte stopped-flow-Technik erldutert (Chance et al.,
1964; Eccleston et al., 1987): Ein stopped-flow-Fluoreszenzspektrometer ist im wesentlichen ein
Spektrometer mit einer zusatzlichen Einheit, die ein schnelles Mischen der Reaktanden zulasst. Die

Mischeinheit der Apparatur ist schematisch in Abbildung 21 dargestellit.

(=D

Lichtquelle

= Mischkammer

Trigger
Stoppspritze

Abb. 18: Schematischer Aufbau eines stopped-flow-Spektrophotometers. PM: Photomultiplier (Koschner et al.,
1997)

Die Mischapparatur wird tUber zwei Spritzen mit den Reaktanden befillt (s. Abb. 18). Die Reaktions-
Lésungen werden synchron mit 5 bar Druck uUber zwei getrennte Schlduche in die Mischkammer und
weiter in eine Kivette geleitet. Fiur die Kivette kann zwischen zwei Schichtdicke (2 oder 10 mm)
gewahlt werden. Der Fluss der Reaktionsldsung wird mittels der Stoppspritze gestoppt. Dabei stoft
der Stempel der Spritze auf einen Mikroschalter (Trigger) und |6st die Messung aus. Die Detektion der

spektroskopischen Anderungen in der Kivette erfolgt mithilfe eines Photomultipliers. Ein
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angeschlossenes temperierbares Wasserbad gewahrleistet eine konstante Temperatur der gesamten
Mischeinheit. Die Totzeit, das Alter der zum Zeitpunkt des Anhaltens in der Messkiivette befindlichen

Losung, begrenzt die zeitliche Auflosung der stopped-flow-Apparatur. Sie liegt bei de in dieser Arbeit
verwendeten Geraten bei ~1 ms. Das angeschlossene Spektrophotometer erméglicht Messungen
sowohl von Absorptions- als auch Fluoreszenzanderungen. Das von einer 75 W Hg/Xe-Lampe
ausgestrahlte Licht wird Uber Spiegel durch einen Monochromator und weiter Uber einen

Quarzlichtleiter zur Kivette geleitet.

Die transientenkinetische Charakterisierung der Interaktion von Myosin mit Nukleotid und Aktin wird
durch Anderungen der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz des Proteins sowie der extrinsischen
Fluoreszenz mittels synthetisierter Nukleotidderivate und Pyren-markiertem F-Aktin ermdglicht.

Die Tryptophan-Fluoreszenz von Myosin wird bei einer Wellenlange von 296 nm angeregt. Das
emittierte Fluoreszenzlicht gelangt durch einen 320 nm cut-off-Filter zum Photomultiplier. Der cut-off-
Filter trennt Licht mit Wellenldngen unter 320 nm vom eigentlichen 348 nm-Fluoreszenzsignal ab. Eine
Stérung des Photomultipliers durch das Anregungslicht wird somit unterbunden. Pyren und die in
dieser Arbeit verwendeten mant-Nukleotide werden bei 365 nm angeregt. In diesem Fall wird das
emittierte Licht durch einen 389 nm-cut-off-Filter von der Anregungsstrahlung getrennt. Das
Ausgangssignal des Photomultipliers wird von einem PC dokumentiert. Jede beobachtete Reaktion
wird mindestens dreimal gemessen und die aufgezeichneten Reaktionsverlaufe gemittelt. Eine
einzelne Messung erfordert 35 - 50 pl jeder Reaktandenlésung. Dieses Volumen Ubersteigt deutlich
das Kivettenvolumen. Allerdings ist dadurch eine komplette Durchmischung und damit die
Minimierung von Mischartefakten gewahrleistet. Als Puffer wird MOPS-Experimentalpuffer verwendet.
Die Reaktionsverlaufe werden durch Anpassung von Exponentialfunktionen an den Signalverlauf mit
der Software des stopped-flow-Spektrophotometers (KinetAsyst 2.0) bzw. mit dem Programm Origin
7.0 ausgewertet.

MOPS-Experimentalpuffer:
20 mM MOPS pH 7.0, 100 mM KCI, 0 - 20 mM MgCls.

2.2.5.3. In vitro-Motilitdtsassay

Im in vitro-Motilitdtsassays wird die Translationsgeschwindigkeit von Aktinfilamenten bestimmt, die
sich Uber immobilisierte Myosinkonstrukte bewegen. Die Methode leitet sich im wesentlichen von dem
Protokoll von Kron und Spudich (1986) ab. Die Durchfiihrung des Motilitdtsassays erfolgt in einer
transparenten Durchflusszelle. Dazu wird ein 22 mm x 22 mm x 0,17 mm + 0,01 mm Deckglas Uber
doppelseitiges Klebeband kontaktfrei auf einem Objekttrager befestigt. Eine effiziente Absorption von
vielen Myosinkonstrukten auf der Oberflache des Deckglases setzt eine Beschichtung mit einer

Nitrozellulosemembran voraus.

Der Feststoff Nitrozellulose muss in Essigsaurepentylester (Amylacetat) zur Lésung gebracht werden.

Die vollstandige Losung erfolgt am besten unter leichtem Schiitteln Gber Nacht bei 4°C. Die
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Nitrozellulose-Lésung kann etwa eine Woche bei 4°C gelagert werden. Zur Nitrozellulose-
Beschichtung wird 1 Tropfen einer Losung von 1% (w/v) Nitrozellulose in Amylacetat vorsichtig auf die
Wasseroberflache eines randvoll gefliliten 3 I-Becherglases gegeben. Die Wasseroberflache sollte
dazu absolut staubfrei sein. Auf eine so vorbereitete Fldche werden nun mehrere Deckglaser
blasenfrei platziert und flr kurze Zeit inkubiert. AnschlieRend werden sie mit Hilfe eines Skalpells und
einer Pinzette aus dem Filmverband gel6st. Die beschichteten Deckglaser werden bei
Raumtemperatur getrocknet und danach auf den Objekttrager fixiert. Uber die zwei Streifen

doppelseitiges Klebeband kann das Volumen der Durchflusszelle bestimmt werden.

Inaktive Myosine kénnen den Motilitatsassay teilweise empfindlich storen. Aus diesem Grund wurde
eine Aktin-Affinitdtsaufreinigung der zu untersuchenden Myosinldsungen durchgefihrt. Bei dem
Verfahren werden inaktive Myosine in Anwesenheit von ATP zusammen mit F-Aktin sedimentiert,
wéhrend aktives Myosin im Uberstand verbleibt. Dazu wird die Lésung nach Zugabe von F-Aktin (50%
Masse F-Aktin : Myosin), 2 mM ATP, 2 mM MgCl, und 10 mM DTT fir 10 min bei 100.000 g (54.000
rpm; TLA 120.1 Rotor) zentrifugiert.

Zur Herstellung von fluoreszenzmarkiertem F-Aktin wird dieses auf eine Konzentration von 2 uM
verdunnt und mit 3 yM TRITC-Phalloidin versetzt. Das Phalloidin lagert sich dabei an Aktin in seiner
filamentaren Form an und ist kovalent mit dem Fluorophor Tetramethylrhodamin-B-isothiocyanat
verknlpft. Anschlieend wird die Mischung kurz angevortext und tUber Nacht unter Lichtausschlu® auf
Eis inkubiert.

Sofern rekombinante Myosine im in vitro-Motilitdtsassay eingesetzt werden, kann die Durchflusszelle
primar mit Antikorper beschichtet werden. Dadurch ist in der Regel eine gleichmaRigere Orientierung
der Myosinkonstrukte an der Oberflache gewahrleistet. In der Folge ist auch die Bewegung der
Aktinfilamente gleichmaRliger. Dazu werden ein Durchflusszellen-Volumen einer Losung von 0,025 -
0,05 mg/ml Anti-Histidin-Antikdrper in H,O in die Durchflusszelle gegeben und fir mindestens 5 min
inkubiert. AnschlieBend werden 3 Volumina einer BSA-Losung (I) mit 0,5 mg/ml BSA zugegeben, um

eine spatere Bindung der Myosine an freie Nitrozellulosebereiche zu verhindern.

Bei nativen Myosinen oder bei Verzicht des Antikorpers startet das Beladen der Durchflusszelle hier.
Beladen wird ein Durchflusszellen-Volumen einer Myosinlésung mit einer Konzentration von 0,05 -
1 mg/ml (mindestens 5-fach Uberschuss zur Antikérper-Konz.) in die Durchflusszelle gegeben. Nach 2
min wird mit 3 Volumina BSA-LAsung () gespult. Denaturierte Myosin-Motordomanen werden durch 2-
mindtige Inkubation mit 2 Volumina einer Lésung von 2 uM unmarkiertem F-Aktin in BSA-L6sung und
anschlieBendem Spulen mit 3 Volumina einer ATP-L6sung (IV) und 3 Volumina BSA Loésung (I)
blockiert. AnschlieBend werden 3 Volumina einer 1:200-Verdinnung des TRITC-markierten F-Aktins
mit BSA-LOsung hinzugegeben. Nach 2-mindtiger Inkubation wird mit je 3 Volumina BSA-Lésung (1)
und Antibleichlésung (II) gespullt. Danach kann die Dekoration der Deckglasoberflache mit
fluoreszierenden Aktinfilamenten unter dem Fluoreszenzmikroskop uberprift werden. Durch die
Zugabe einer ATP-haltigen Antibleichlésung (lll) wird die Bewegung der Filamente gestartet. Die
Motilitat der Filamente kann fluoreszenzmikroskopisch beobachtet und dokumentiert werden.
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Fir den in vitro-Motilitatsassay wird das Fluoreszenzmikroskop IX 81 von Olympus mit dem Objektiv
Apo N 60x (Olympus) mit einer numerischen Apertur von 1,49 genutzt. Die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen werden mit einer CCD-Kamera ,Orca-ER xxx* der Firma
Hamamatsu Photonics gemacht. Das TRITC-Fluorophor wird bei 545 nm angeregt und emittiert Licht
einer Wellenlange von 570 nm. Entsprechende Anregungs- und Emisionsfilter stehen im Mikroskop

zur Verfligung.

Im Standardaufnahme-Protokoll wurde das TRITC-Fluorophor fiir 233 ms belichtet. Daraus ergibt sich
ein Bildintervall von 300 ms. Eine Aufnahmesequenz enthalt 100 - 200 Bilder. Damit die Aufnahmen
sicher ausgewertet werden konnen, wurde ein Kamera-Binning von 2 x 2 verwendet. Durch die
Vergrofierung von 60 x ergibt sich eine Pixel-Gré3e von 0,215 ym.

Die erhaltenen Bildsequenzen werden mit dem Programm DiaTrack 3.01 der Firma Semasopht
ausgewertet. Die mittleren Geschwindigkeiten der Filamente entlang der Trajektorien (,Flugbahn® der
Mittelpunkte der Filamente) werden in einem Histogramm dargestellt und eine Gauf¥funktion daran
angepasst. Der Mittelpunkt der Gaufllkurve entspricht dabei der Bewegungsgeschwindigkeit der
Aktinfilamente entlang der immobilisierten Myosinmolekiille, wahrend die Halbwertsbreite der
Verteilung zur Abschéatzung der oberen Grenze des Fehlers genutzt wird. Der tatsachliche Fehler liegt

allerdings in den meisten Fallen erheblich darunter.

AB-Puffer:

25 mM Imidazol (pH 7,4)
25mM KCI

0-30 mM MgCl,

1mM EGTA

10 mM DTT

BSA-Ldsung (1):

0,5 mg/ml BSA in AB-Puffer

Antibleichldsung (11):

5 mg/ml Glucose

0,1 mg/mi Glucoseoxidase
0,02 mg/ml Katalase

in BSA-Losung (1)

Antibleichlésung mit ATP (111):
2-10 mM ATP
in Antibleichlésung (Il)

ATP-L6sung (IV):
2mM ATP
in BSA-Lésung (1)
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2.2.5.4. Landeassay

Der Landeassay stellt eine Spezialform des in vitro-Motilitdtsassays (s. Kapitel 1.2.5.3) dar. Im
Landeassay wird die immobilisierte Myosindichte an der Deckglasoberflache exakt bestimmt und im
Verlauf der Studien schrittweise reduziert. Unter Einsatz der total internal reflexion fluorescence-
(TIRF)-Mikroskopie (s. Kapitel 1.5) wird die Anzahl der Landeereignisse der Aktinfilamente in
Abhangigkeit von der Myosindichte bestimmt (Rock et al., 2000).

Bei der Herstellung der Durchflusszellen werden Deckglaser verwendet, die firr die TIRF-Mikroskopie
auf Grund ihrer gleichmafigen Dicken besonders geeignet sind. Die Mal3e der Deckglaser betragt 22
mm x 22 mm x 0,17 + 0,01 mm. Die Deckglaser sind mit 1%iger Nitrozellulose beschichtet (s. Kapitel
1.2.5.3). Durch die Verwendung doppelseitigen Klebebands werden Durchflusszellen mit einer
Oberflache von 100 + 4 mm? hergestellt. Die Oberflache entspricht einem Volumen von exakt 10 pl
pro Durchflusszelle. Anhand der Oberflache und des Volumens der Durchflusszelle Iasst sich die
Myosindichte pro um? berechnen. Die Berechnung wird unter der Annahme durchgefiihrt, dass sich
die Myosinmolekile gleichmaRig verteilen und an beide Seiten der Durchflusszelle gleichmalig

binden.

Die Fluoreszenzmarkierung der Aktinfilamente erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie in Kapitel 1.2.5.3
beschrieben. Allerdings wird fir den Landeassay Alexa488-Phalloidin-Farbstoff verwendet, welcher
den Einsatz eines 488 nm-Lasers ermdglicht. Im Anschluss an die Inkubation Uber Nacht wird der
Ansatz bei 120.000 g fiir 15 min zentrifugiert, um ungebundenen Farbstoff im Uberstand zu entfernen.
Sedimentiertes Alexa488-Phalloidin-Aktin wird mit Hilfe eines Mikropistills in AB-Puffer resuspendiert.

Nachdem 10 pl Myosinlésung einer definierten Konzentration in eine Durchflusszelle eingefiihrt wird,
inkubiert die Zelle fir 20 - 30 min bei 4°C unter hoher Luftfeuchtigkeit. Im Anschluss wird die
Durchflusszelle mit 3 Volumina BSA-Losung gewaschen. AnschlieBend wird direkt 2 Volumina
Landeassay-Puffer zugegeben und die Dokumentation der Landeereignisse gestartet. Die Aufnahmen

werden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Das Aufnahmeprotokoll der Landeassays beinhaltet die Verwendung der vollen Auflosung der CCD-
Kamera (Hamamatsu Orca R?) mit 1344 x 1024 Bildpunkten. Als Objektiv wird das Olympus PlanApo
60x mit einer NA von 1,49 verwendet. Sofern das gesamte Bild bei der Auszahlung der
Landeereignisse genutzt wird, hat das Observationsfenster eine Flache von 0,0159 mm?. Das
Bildintervall betragt 500 ms und die Aufnahmeldnge ist 1 - 2 Minuten. Die Auszahlung der
Landeereignisse wird manuell durchgefihrt und dabei pro Aufnahme dreimal wiederholt. Damit
Landeereignisse von zufalligen Kollisionen der Aktinflamente mit der Deckglasoberflache
unterschieden werden kénnen, zahlen nur Ereignisse die mindestens 2 s (4 Bilder) bestehen und sich
das Filament tber 0,5 pym bewegt (Tominaga et al., 2003). Die Anzahl der Landeereignisse wird

gemittelt und auf Ereignisse pro mm?s umgerechnet.

AB-Puffer:
25 mM Imidazol (pH 7,4)
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25 mM KCI
3,5/95mM  MgCl,
1 mM EGTA
10 mM DTT
BSA-L6sung:

0,5 mg/ml BSA in AB-Puffer

Landeassay-Puffer

4 mM ATP

100 nM Alexa488-Phalloidin-Aktin
5 mg/ml Glucose

0,1 mg/mi Glucoseoxidase

0,02 mg/ml Katalase
in BSA-L6sung.

2.2.5.5. Einzelmolekul-Prozessivitatsassay

Im Einzelmolekuil-Prozessivitatsassay sind Aktinfilamente an der Deckglasoberflache immobilisiert und
die Bewegung einzelner Myosinmolekule wird mittels ,Totaler Interner Reflexions Fluoreszenz (TIRF)-
Mikroskopie (s. Kapitel 1.5) beobachtet (Yildiz et al., 2003).

Die Durchflusszellen entsprechen Kapitel 1.2.5.3, wobei die Deckglasoberflache fir Einzelmolekiil-

Experimente nicht mit Nitrozellulose beschichtet wird.

Heavy mero myosin (HMM) aus Kaninchen-Skelettmuskel wird durch N-Ethylmaleimid (NEM)
inaktiviert. NEM ist ein Modifizierungsreagenz, das die freien Thiol-Gruppen des HMM irreversibel
alkyliert. Die Alkylierung inhibiert die Umsetzung von ATP ohne die Aktinbindung des HMM zu
verhindern. Das praparierte HMM wurde mit einem 100-fachen molaren Uberschuss mit NEM versetzt
(Kuhn & Pollard, 2005). Die Reaktion von NEM mit freien Thiol-Gruppen ist weitestgehend unabhangig
vom pH-Wert (Bednar, 1990) aber unterschiedliche Temperaturen und Inkubationszeiten haben
groflen Einfluss auf das Ergebnis. Die besten Resultate sind bei Inkubationen Uber Nacht bei 4°C
erzielt wurden. Die Reaktion erfolgt in AB-Puffer. AnschlieRend muss Uberschiissiges NEM durch eine

Dialyse entfernt werden.

Ein Volumen einer 1 mg/ml NEM-HMM-L6ésung werden in AB-Puffer mit 500 mM KCI in eine
Durchflusszellen gegeben. Nach Ablauf einer 5 min Inkubation wird mit 3 Volumina BSA-L&sung
gewaschen und blockiert. Nachdem 2 Volumina 20 nM Alexa633-Phalloidin-Aktin (Markierung s.
Kapitel 1.2.5.3) in die Flusszelle gebracht werden, erfolgt umgehend ein Waschschritt mit 3 Volumina
BSA-Losung um mdglichst gerade Filamente zu erhalten. AnschlieRend wird 1 nM Myosin in Motilitats-

Puffer zugesetzt und die Bewegung der einzelnen Molekule unter dem TIRF-Mikroskop verfolgt. Dafur
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wird das C-terminale yellow fluorescent protein (YFP) mit Hilfe des 488 nm-Lasers angeregt. Die

mikroskopischen Aufnahmen werden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Die Aufnahmen am TIRF-Mikroskop erfolgen mit einem Bildintervall von 100 ms.

AB-Puffer:

25 mM Imidazol (pH 7,4)
25 mM KCl

3,5-95mM MgCl,

1mM EGTA

10 mM DTT
BSA-Ldsung:

0,5 mg/ml BSA in AB-Puffer

Motilitats-Puffer

1nM Myosin

4 mM ATP

5 mg/ml Glucose

0,1 mg/mi Glucoseoxidase

0,02 mg/ml Katalase
in BSA-Lésung.
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3. Ergebnisse

3.1. Mechanismus der Schalter-2 vermittelten Mg®*-Sensitivitat
und der Einfluss auf die duty ratio

Trotz der teilweise stark unterschiedlichen Motor-Eigenschaften ist die Nukleotidbindungstasche
bestehend aus Schalter-1, Schalter-2 und P-Schleife, innerhalb aller Myosinklassen hochkonserviert.
Auch in G-Proteinen und anderen Motorproteinen findet man diese konservierten Motive in den
katalytischen Zentren (Vale, 1996). Schalter-2, der durch die Konsensussequenz DIXGFE identifiziert
wird, ist sowohl an der Koordination des Nukleotids als auch des MgZ+—Ions beteiligt (Rayment et al.,
1993). Eine Regulation der Myosin-Motoraktivitat durch freie Mg**-lonen wurde sowohl fiir Myosine
der Klasse-1 (Fujita-Becker et al., 2005; Diurrwang et al., 2006) als auch der Klasse-5 (Taft et al.,
2008) beschrieben. Der Regulationsmechanismus beruht auf einer beschleunigten M92+-ADP-
Dissoziation aus dem Akto—Myosin—M92+—ADP—KompIex bei niedrigen freien MgZ+—Ionen—
konzentrationen. Die geringere zeitliche Anteil der Verweildauer des Motors im Akto-Myosin-Mg?*-
ADP-Komplex bzw. im stark an Aktin gebundenen Zustand bei niedrigen freien Mg”—
lonenkonzentrationen flihrt demzufolge zu einer niedrigeren duty ratio des betreffenden Myosins (Taft
et al., 2008). Durch zellulare Studien mit D. discoideum konnte belegt werden, dass Mg®*-
Konzentration innerhalb der Zelle im Millisekunden-Bereich fluktuiert (Taft et al., 2008). Auch in
Sauger-Zellen sind vergleichbar schnelle Variationen in der M92+-Ionenkonzentration beobachtet
worden (Suzuki et al., 2002; Farruggia et al., 2006). Eine physiologische Relevanz der in vitro-Daten

zur Mg®*-Regulation von verschiedenen Myosinen ist also anzunehmen.

Durch ein Alanin-Scanning innerhalb der Nukleotidbindungstasche von DdMyosin-2 kann dem
Schalter-2 eine elementare Funktion bei der Produktdissoziation zugewiesen werden (Sasaki et al.,
1998). Um die molekulare Grundlage der Schalter-2 vermittelten ADP-Freisetzung genauer zu
verstehen und einen Bezug zur beschriebenen Abhangigkeit der ADP-Freisetzung von der
Konzentration an freien Mg®*-lonen zu erstellen, wurde eine umfassende Sequenzanalysen der
Schalter-2-Region aus Myosinen verschiedener Klassen und phylogenetischen Taxa durchgefiihrt. Bei
dem in Abbildung 19 dargestellten Sequenzvergleich sind Myosine mit einer niedrigen duty ratio (<0,5)
bzw. einer schnellen, nicht geschwindigkeitsbestimmenden ADP-Freisetzung solchen mit einer hohen
(>0,5) duty ratio und einer langsamen, den ATPase Zyklus zeitlich limitierenden ADP-Freisetzung
gegenubergestellt. In Abbildung 19 sind Myosine deren Motoraktivitat nachweislich Uber freie M92+-

lonen reguliert wird mit einem Stern markiert.
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B2 G I LIDIFGFE|I FE DdMyosin-1B
451 G vV L|ID I S G F E|l F K DdMyosin-2
460 G ¥V LD I A GF E|l FD OcMyosin-2
444 G v LD I ¥ G F E|T F E DmMyosin-5
432 G ¥ LD I ¥ G F E|T F DO HsMyosin-5¢c
445 GV L|D I Y GF E[HF E CcMyosin-11
382 G I LIDI YGFE|I FE DdMyosin-1D =
383 G 1 LIDIYGFE|YVFQO DdMyosin-1E =
485 G I LD I Y G F E|S FE DdMyosin-5a =
482 G ¥ LD I ¥YGFE|S FE DdMyosin-5b =
434 G ¥ LD I Y G F E|T FE GgMyosin-5a =
434 G ¥ L|ID I ¥YGFE|TFE HsMyosin-5b

Abb. 19: Sequenzvergleich der Schalter-2-Region (roter Rahmen) von Myosinen aus unterschiedlichen Klassen
und phylogenetischen Taxa. Der obere Bereich stellt Myosine mit einer niedrigen duty ratio dar, der untere
Bereich solche mit einer hohen duty ratio. Die nicht konservierte Aminosdure aus Schalter-2 ist rétlich unterlegt.
Myosine, die durch die Konzentration an freien Mg”-lonen reguliert werden, sind durch einen Stern markiert.

Dem Sequenzvergleich und kinetischen Daten folgend besitzen die hier aufgelisteten Mg?*-lonen
regulierte Myosine ein Tyrosin in Schalter-2. Hingegen weisen Myosine wie DdMyosin-1B, DdMyosin-
2 und OcMyosin-2, deren kinetischen Eigenschaften keine Sensitivitat gegeniiber freien Mg?*-
lonenkonzentration zeigen (Tsiavaliaris et al., 2008), an dieser Position ein Phenylalanin, Serin bzw.

Alanin auf und sind durch eine niedrige duty ratio charakterisiert.

Im Rahmen dieser Arbeit soll Gberprift werden, in welchem Male die nicht konservierte Aminosaure
in Schalter-2 (Y/F/S/A) zu der Mg®*-Regulation und dem Grad der duty ratio betragt. Dazu wurden
funktionale Untersuchungen mit Hilfe des in vitro-Motilitdts- und des Landeassays durchgefiihrt. In den
Studien wurden variierende Konzentrationen an freien MgZ+—Ionen eingesetzt. Insgesamt wurden vier
Myosine aus Dictyostelium discoideum sowie deren jeweiligen Schalter-2 Punktmutante dafur
verwendet: DdMyosin-1E, DdMyosin-1B, DdMyosin-2 und DdMyosin-5b. In Tabelle 2 sind diese
Myosinkonstrukte mit ihren entsprechenden Punktmutationen zusammengefasst. Fir samtliche
Messungen, die in den folgenden Kapiteln beschrieben werden, wurden generell Myosinkonstrukte
verwendet, die einen kiinstlichen Hebelarm aus 2 a-Aktininen und einen C-terminalen Histidin-tag

besitzen.

DdMyosin-1E | DdMyosin-5b | DdMyosin-1B | DdMyosin-2
Wildtyp Mg”" reguliert + + - -
Schalter-2-Punktmutation Y388F Y487F F387Y S456Y

Tab. 2: Darstellung der verwendeten Myosinkonstrukte aus Dictyostelium discoideum.
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3.1.1. In vitro-Motilitdtsexperimente in Anwesenheit verschiedener
freier Mg®*-Konzentrationen

3.1.1.1. Funktionale Untersuchung der Motoraktivitdten von DdMyosin-1E
und DdMyosin-5b
Die Durchfiihrung des in vitro-Motilitatsassay baut auf dem Prinzip von Kron & Spudich (1986) auf (s.
Kapitel 1.3.1). Fir die Konstrukte von DdMyosin-1E und DdMyosin-5b stellte sich eine Anti-Histidin-
Antikdrper-Konzentration von 0,025 mg/ml als ideal heraus. Die Experimente mit den Schalter-2-
Mutanten im in vitro-Motilitdtsassay erfolgten generell bei 30°C. Die ATP-Konzentration war konstant
10 mM (DdMyosin-1E) bzw. 4 mM (DdMyosin-5b). Es wurden Messungen im Bereich von 0,01 — 20
mM freien Mg**-lonenkonzentration ([Mg?*Js:) durchgefiihrt, um anschlieBend die Gleitgeschwindigkeit
der Aktinfilamente in Abhangigkeit der [Mg®'J aufzutragen. Die Konzentration an freien Mg?*-lonen in
der Reaktionslésung wurde mittels der Internet-Software MaxChelator 2004 (http://www.stanford.edu/
~cpatton/maxc.html; Patton et al., 2004) unter Angabe der Ausgangkonzentrationen von ATP und
Mg®* sowie unter Beriicksichtigung des pH-Werts, der lonenstarke sowie der Temperatur berechnet.
Die gemessenen Werte der Gleitgeschwindigkeiten der beiden Wildtyp-Myosine zeigen bei
halblogarithmischer Auftragung gegen [Mg*}sei einen sigmoidalen Verlauf (s. Abb. 20) und konnten an

die Hill-Gleichung angepasst werden:

_A-A

X p
1+(J
XO

A; und A, stellen die Grenzwerte der Funktion dar und beziehen sich auf die freie Mg”-

y +A

lonenkonzentration von 0 - «. y, stellt den Wendepunkt der sigmoidalen Kurve dar und p ist der Hill-
Koeffizient. Wie in Abbildung 20 ebenfalls zu erkennen ist, zeigen die beiden Y-zu-F-Mutanten von
DdMyosin-1E und -5b eine annahernd lineare Abhangigkeit der Aktinfilament-Gleitgeschwindigkeit von
der [Mg* Jrei
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Abb. 20: Messung zur Abhéangigkeit der in vitro-Motilitdt von der Konzentration an freien Mg”-lonen. (A)
DdMyosin-1E Wildtyp (m); DdMyosin-1E (Y388F) (o). (B) DdMyosin-5b Wildtyp (A ); DdMyosin-5b (Y487F) (A).
Die Darstellung erfolgt in halblogarithmischer Form. Die Daten mit einer linearen Abhangigkeit wurden an eine
Gerade angepasst. Die Daten mit einer sigmoidalen Abhangigkeit wurden an die Hill-Gleichung angepasst.
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Fir beide Wildtyp-Myosine wurden die maximalen Gleitgeschwindigkeiten bei [Mg®‘lvei < 50 UM
gemessen. Die maximale Inhibierung der Motoraktivitat bei DdMyosin-1E ist schon bei [M92+]f,ei von 1
mM erreicht, wahrend hierfiir bei DdMyosin-5b 10 mM bendtigt werden. Dieser Unterschied spiegelt
sich auch im Hill-Koeffizienten wider, der bei DdMyosin-1E ~2 betragt und bei DdMyosin-5b bei ~1
liegt. Dadurch ist der Verlauf der sigmoidalen Kurve bei DdMyosin-5b deutlich flacher. Beiden Wildtyp-
Myosine sind durch eine Reduktion der Gleitgeschwindigkeit der Aktinfilamente um den Faktor 2,5
charakterisiert. Die Inhibierungskonstante (K;) konnte fir DdMyosin-1E mit 0,13 £ 0,02 mM bestimmt
werden. Fir DdMyosin-5b liegt der K; bei 0,43 + 0,05 mM.

Die lonenstarke in den Reaktionslésungen anderte sich durch die MgClo-Titration maximal um 56 mM.
In Kontrollexperimenten wurde der Einfluss einer héheren lonenstarke auf die Gleitgeschwindigkeit
der Aktinfilamente durch Erhéhung der KCI-Konzentration analysiert. Eine Erhéhung der lonenstarke
um 50 mM zeigte ausschlieRlich bei DdMyosin-1E (Y388F) den Effekt einer leichten Reduktion der
Gleitgeschwindigkeit der Aktinfilamente um 0,09 pm s”. Die Werte der Gleitgeschwindigkeit fur
DdMyosin-1E (Y388F) sind entsprechend normiert worden.

Tabelle 3 fasst die Parameter aus dem Motilitatsassay fur DdMyosin-1E und -5b, sowie deren

Schalter-2-Mutanten zusammen.

- DdMyosin-1E : DdMyosin-5b
Parameter | DdMyosin-1E (Y¥388F) DdMyosin-5b (Y);fS?F)
Viax (Um ™) 0,73+ 0,05 0,64 + 0,06 1,62 +0,11 0,63 +0,11
Vmin (UM s'1) 0,31 + 0,05 0,58 + 0,05 0,54 +0,12 0,5+0,07
Ki (mM) 0,13+ 0,02 - 0,43 + 0,05 -
Hill-Koeffizient 2,11+ 0,21 - 0,95+ 0,16 -

Tab. 3: Parameter der in vitro-Motilitdt von DdMyosin-1E und -5b.

Verglichen mit dem Wildtyp zeichnet sich die Y388F-Mutante von DdMyosin-1E durch eine geringere
maximale Gleitgeschwindigkeit bei niedrigen [M92+]frei aus. Mit steigenden [M92+]frei kommt es im
Rahmen des Fehlers zu keiner Anderung der Bewegungsgeschwindigkeit. Im Gegensatz dazu liegt
die Bewegungsgeschwindigkeit der Y487F-Mutante von DdMyosin-5b auf dem Niveau der maximal
inhibierten Gleitgeschwindigkeit des Wildtyps. Analog zu DdMyosin-1E (Y388F) haben steigende

[Mg*'Tri keinen Einfluss auf die Bewegungsgeschwindigkeit der Aktinfilamente.

Somit Iasst sich feststellen, dass fur diese beiden Myosine, der Austausch eines Tyrosins gegen ein
Phenylalanin in Schalter-2, zum Verlust der Mg**-Sensitivitat der Motoraktivitdt im in vitro-

Motilitdtsassay flhrt.

3.1.1.2. Funktionale Untersuchung der Motoraktivitaten von DdMyosin-1B

und DdMyosin-2

Analog zu DdMyosin-1E und -5b wurde die Bewegungsgeschwindigkeit der Aktinfilamente in
Abhangigkeit von [Mg**]si flir DdMyosin-1B und -2 untersucht. Bei diesen beiden Myosinen wurde ein

Tyrosin, anstelle des Wildtyp-Phenylalanins bzw. -Serins, in Schalter-2 eingefihrt. Es sollte untersucht

54



Ergebnisse

werden, ob sich fur diese Myosine durch Einfihrung eines Tyrosins in Schalter-2 eine Sensitivitat
gegenuber freien Mgz+-lonen kiinstlich generieren lasst. Des weiteren sollte Uberpriift werden, ob
DdMyosin-1B und -2, die als Motoren mit niedriger duty ratio charakterisiert sind, durch die Schalter-2-
Mutation eine hohe duty ratio zeigen. Die resultierenden Erkenntnisse sollen weitere Einblicke in den

molekularen Mechanismus von Myosinen mit hoher und niedriger duty ratio geben.

Die Experimente im in vitro-Motilititsassay zeigen, dass freie Mg®*-lonen keinen Einfluss auf die
~Motilitat* der beiden Wildtyp-Myosine zeigen (s. Abb. 21). Fur die F387Y-Mutante von DdMyosin-1B
zeigt sich mit steigenden [Mg®']; eine Reduktion der Aktin-Gleitgeschwindigkeit. Fiir DdMyosin-1B
(F387Y) konnte ein K; von 0,44 + 0,08 mM bestimmt werden. Die Gleitgeschwindigkeit nimmt mit
steigenden M92+—Ionenkonzentrationen von 1,65 + 0,04 uym s auf 0,82+ 0,1 ym s um Faktor 2 ab (s.
Abb. 21 (A)). Damit sind die Motoreigenschaften von DdMyosin-1B (F387Y) sehr dhnlich mit denen
der Wildtypen von DdMyosin-1E und -5b.

Bei DdMyosin-2 fiihrt die S456Y-Mutation in Anwesenheit von niedrigen [Mg?*s zu einer drastischen
Abnahme der Filamentgleitgeschwindigkeit um das Zehnfache (s. Abb. 21 (B)). Fur DdMyosin-2
(S456Y) konnte keine Anderung der Motoraktivitat mit steigenden [Mg*‘Jsi festgestellt werden. Die

Parameter aus dem in vitro-Motilitdtsassays mit DdMyosin-1B und -2 sind in Tabelle 4

zusammengefasst.
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Abb. 21: Messung zur Abhangigkeit der in vitro-Motilitdt von der Konz. an freien M92+-Ionen. (A) DdMyosin-1B
Wildtyp (e); DdMyosin-1B (F387Y) (o). (B) DdMyosin-2 Wildtyp (m); DdMyosin-2 (S456Y) (o).Die Darstellung
erfolgt in halblogarithmischer Form. Die Daten mit einer linearen Abhangigkeit wurden an eine Gerade angepasst.
Die Daten mit einer sigmoidalen Abhangigkeit wurden an die Hill-Gleichung angepasst.

. DdMyosin-1B . DdMyosin-2
Parameter | DdMyosin-1B (F387Y) DdMyosin-2 (S456Y)
Vmax (UM 87) 1,76 + 0,11 1,68 + 0,04 1,58 + 0,09 0,18 + 0,07
Vinin (UM s7) 1,61 + 0,09 0,82 + 0,1 1,22 + 0,08 0,15 + 0,04
Ki (mM) - 0,44 + 0,08 - -
Hill-Koeffizient - 1,96 £ 0,17 - -

Tab. 4: Parameter der in vitro-Motilitdt von DdMyosin-1B und -2.
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3.1.2. Funktionale Assays zur indirekten Bestimmung der duty ratio

3.1.2.1. Landeassay-Experimente mit DdMyosin-1E und DdMyosin-5b

Im vorherigen Kapitel wurde beschrieben, welche Auswirkungen der Austausch der nicht
konservierten Aminosaure in Schalter-2 auf  die Mg**-Sensitivitat ~ der  Aktin-
Translokationsgeschwindigkeiten von Klasse-1 und -5 Myosinen hat. In den folgenden Kapiteln soll
nun untersucht werden, in wie weit die Punktmutation Einfluss auf die duty ratio dieser Myosine hat.
Damit man eine Vorhersage Uber die duty ratio bzw. die Prozessivitat eines bestimmten Myosins
treffen kann, missen die motilen Eigenschaften des Myosins bei geringen Myosin-Oberflachendichten
untersucht werden. Dazu wird eine Abadnderung des in vitro-Motilitdtsassays, der sogenannte
Landeassay, angewendet. Dabei wird die Myosindichte an der Oberflache der Durchflusszellen stetig
reduziert, bis auf 20 Molekiile pro pm? (in vitro-Motilitatsassays ~ 25000 pm'2), und die Lande-
Ereignisse der Aktinfilamente dokumentiert. Der Landeassay wurde analog zu Rock et al. (2000)
durchgefiihrt. Ein Landeereignis musste von zufalligen Kollisionen der Aktinfilamente mit der
Oberflache, hervorgerufen durch die Brownsche Molekularbewegung, unterschieden werden. Aus
diesem Grund wurden nur Lande-Ereignisse gezahlt, bei denen sich die Aktinfilamente fiir mindestens
4 Bilder in Folge (2 s) in der Fokusebene befanden und sich dabei mindestens 0,5 ym bewegten
(Sakamoto et al., 2003). Bei hoheren Myosindichten (> 100 um?) entsprach die Gesamtbewegung
ihrer Lange (s. Abb. 22). Die Bildsequenz zeigt ein Lande-Ereignis fir DdMyosin-5b Wildtyp mit einer
Myosindichte von 75 Molekiilen pro pm? und [Mg*Js = 5 mM. Die errechnete Gleitgeschwindigkeit
des Aktinfilaments von ~ 0,75 um s’ deckt sich gut mit der Geschwindigkeit aus dem in vitro-
Motilitatsassay (s. Abb. 20 (B)). Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Myosindichte fiir ein
prozessives Myosin der Klasse-5 keinen Einfluss auf die Gleitgeschwindigkeit der Aktinfilamente hat
(Rock et al., 2000).

Abb. 22: Landeereignis fir DdMyosin-5b Wildtyp bei 75 Molekt’JIen/um2 und [MgZ+]frei = 5 mM. Zwischen den
einzelnen Bildern liegen 0,5 s. Die Lange des Aktinfilaments wird auf ca. 3 um geschatzt. Dadurch ergibt sich eine
Aktinfilament-Gleitgeschwindigkeit von ~ 0,75 pm s
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Die Landeereignisse der Wildtypen von DdMyosin-1E und -5b - wie auch der Mutanten - wurden bei
250 pM und 5 mM freien Mgz+-lonen bestimmt. Generell zeigte sich, dass die Anzahl der Lande-
Ereignisse zusammen mit der Myosindichte abnahm. Von einer Durchflusszelle wurden mindestens
drei Aufnahmen von unterschiedlichen Regionen angefertigt und die Anzahl der Landeereignisse
ausgewertet. Zu den bestimmten Mittelwerten wurde die Standardabweichung errechnet und als

Fehlerwert angegeben.

Nach einem Model von Hancock & Howard (1998) kann die Landerate L in Abhangigkeit von der

Myosindichte p mit der Gleichung L(p):z(l_efﬂ/ﬂu )” bestimmt werden. Das Modell wurde urspringlich

fur Prozessivitatsassays mit Kinesinen entwickelt. Der Exponent n gibt hierbei die Ordnung des
Landeprozesses an. Grundlage des Modells ist, dass sich die Myosinmolekiile rein zufallig auf der
planaren Deckglasoberflache verteilen und mindestens n Motoren fur ein Landeereignis bendétigt
werden. Dabei wird fir das Modell angenommen, dass ein Landeereignis ein Prozess ist, der
schrittweise ablauft. Ein Aktinfilament bindet ein Myosin an der Deckglasoberflache, dann ein zweites
Myosin in Reichweite und so weiter, bis genligend Myosine fir eine kontinuierliche Bewegung an das
Filament gebunden haben. Z gibt die Kollisionsrate an mit der die Aktinfilamente auf die Oberflache
treffen und ist unabhangig von der Myosindichte. p, ist der Oberflachenbereich in dem
Landeereignisse theoretisch mdglich sind.

Ein n = 1 wirde bedeuten, dass nur ein Motormolekul fir das Auftreten eines Landeereignisses
bendtigt wird. Der Kehrwert von n kann als Naherungswert fir die duty ratio des Myosins

herangezogen werden (Sumiyoshi et al., 2007).

Sowohl der Wildtyp von DdMyosin-1E als auch der Wildtyp von DdMyosin-5b zeigen im Landeassay
bei [Mg*'Jrei = 5 MM eine Landerate mit n von 1 - 2 (s. Abb. 23). Dies lasst vermuten, dass die beiden
Myosine unter hohen freien Mg?*-Konzentrationen durch eine hohe duty ratio gekennzeichnet sind. Im
Gegensatz dazu konnte bei [Mg*'Jrei = 250 pM fir Wildtyp-DdMyosin-1E n mit 4 + 0,75 bestimmt
werden. Fur Wildtyp-DdMyosin-5b wurde unter diesen Bedingungen ein n von 18 + 2 ermittelt. Diese
Werte schlieRen eine hohe duty ratio der Myosine unter niedrigen freien Mg®*-Konzentrationen
praktisch aus. Wie in Abbildung 23 deutlich zu erkennen ist, unterscheiden sich die Landeraten der
Punktmutanten unter hohen und niedrigen freien Mg”-Konzentrationen nur wenig. Die Konzentration
an freien Mg®*-lonen hat analog zum in vitro-Motilititsassay keinen Einfluss auf das Verhalten der
Schalter-2-Mutanten im Landeassay. Da n in beiden Fallen deutlich iber 2 liegt, kann eine niedrige
duty ratio, unabhéngig von der Mg?*-Konzentration, fir die Y-zu-F-Mutanten postuliert werden. Tabelle

5 fasst die Parameter des Landeassays zusammen.

57



Ergebnisse

10° 10°
oA/ e 5mMMGT, ° /4 5mM[Mg"]

& [ o 250 uM[Mg”], A o | v 250 uM[Mg”]

Frei

Frei

=N
o
N
T
-
o
N
T

N
OA
T
>
N
o_\
T

Landerate (mm?s™)
—
Landerate (mm?s™)

-
o
°
T
-
o
°

10° 10° 10°
Myosindichte (Molekile pm?) Myosindichte (Molekiile pm?)

N
o_;
N

o_;

Abb. 23: Landeassay mit DdMyosin-1E und DdMyosin-5b. (A) DdMyosin-1E Wildtyp (e/c); DdMyosin-1E (Y388F)
(A/A). (B) DdMyosin-5b Wildtyp (e/o); DdMyosin-5b (Y487F) (A/A). Die Landeereignisse wurden bei [Mg? i =
250 pM (leere Symbole) und [Mg?Jisi = 5 mM (volle Symbole) untersucht. Die Landerate wurde in Abhangigkeit
der Myosindichte doppelt logarithmisch aufgetragen und an das Modell von Hancock und Howard angepasst
(1998).

DdMyosin-1E | PIWOSNIE | pamyosinsp | DANYOSINSD
Parameter ( ) ( )
250 pM 5 mM 250 uM 5mM 250 uM 5 mM 250 uM 5 mM
[Mg™ Jfrei [Mg™ Jreei [Mg™ Jfrei [Mg™ Jfrei [Mg™ Jfrei [Mg™ Jrrei [Mg™ Jfrei [Mg™ Jreei
Ordnung der 26+075 | 1,1+0,1 7+1,1 51+09 | 189+2 | 12+01 | 33+07 | 33%07
Landeraten n
1 038+ 0,91+ 0,14 02+ 0,05+ 0,83+ 03+ 03+
duty ratio (") 0,11 0,07 0,017 0,038 0,009 0,08 0,085 0,085
. e § 1200 +
min. Myosindichte 25+4 20£3 | 100£15 | 75+ 11 25+4 | 100£15 | 100+ 15
(Molekiile pm™) 180
Landerate bei 100 | 32:13 | 41117 241 8+3 - 41£9 52 31
Mol. um™ (mm™*s™)

Tab. 5: Parameter aus den Landeassays mit DdMyosin-1E und DdMyosin-5b.
Die minimale Myosindichte gibt die Anzahl der Myosinmolekile an, die fur die Erzeugung eines
Landeereignisses notwendig sind.

3.1.2.2. Landeassay-Experimente mit DdMyosin-1B

DdMyosin-1B war im Landeassays deutlich schwieriger zu handhaben als DdMyosin-1E und -5b. Fur
den Wildtyp konnten, unabhangig von der [M92+]f,ei, bis zu Myosindichte von 5000 pm'2 keine
Landeereignisse beobachtet werden. Im Fall von DdMyosin-1B (F387Y) landeten Filamente an der
Deckglasoberflache, welche sich allerdings nicht bewegten und auch nicht mehr von der Oberflache
dissoziierten. Dadurch kam es mit zunehmender Zeit zu einer Anreicherung von Aktinfilamenten an
der Deckglasoberflache. In verschiedenen Landeassay-Experimenten mit DdMyosin-1B (F387Y)
wurden die KCI-Konzentrationen im Reaktionspuffer von 25 mM - 100 mM variiert. Die veranderten

lonenstarken hatten keinen Einfluss auf das Verhalten der Aktinfilamente an der Deckglasoberflache.
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Auch Anderungen der Konzentration an Mg®*ATP im Bereich von 4 mM - 10 mM fiihrten keine
Veranderung im Landerverhalten der Aktinfilamente herbei. Wegen den unvollstandigen
Landeereignissen wurde auf die Auswertung nach dem Modell von Hancock und Howard verzichtet.
Trotzdem wird durch die Auftragung der unvollstdndigen Landeereignisse deutlich, dass ein
unterschiedliches Verhalten von DdMyosin-1B (F387Y) bei [Mg*'Jrsi = 250 uM und 5 mM vorliegt (s.
Abb. 24).
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Abb. 24: Landeassay mit DdMyosin-1B (F387Y) unter [Mg2+]frei =250 uM (o) und [Mg2+]frei =5mM (m).

3.2. Ein Kkinstlicher prozessiver Nanomotor auf Basis eines
Klasse-5 Myosins

Myosine sind dadurch gekennzeichnet, dass ihre kinetischen und mechanischen Eigenschaften im
Allgemeinen sehr gut charakterisiert sind. Die Myosin-Motordomane ist ein hochkonservierter
Nanomotor, der mit jeweils kleinen Modifikationen in allen Eukaryonten vertreten ist. Der modulare
strukturelle Aufbau der Proteine, bestehend aus Motordoméne, Hebelarm und Schwanzbereich, macht
Myosine zu einen idealen Ziel fur protein engineering-Ansatze (Tsiavaliaris et al., 2004; Manstein,
2004). Myosine aus der Klasse-5 sind bekannt dafir intrazellulare Transportprozesse Uber langere
Distanzen zu bewerkstelligen (Desnos et al., 2007). Um eine solche Aufgabe zu leisten, missen die
Myosine als Dimere vorliegen und ihr Mechanismus der Fortbewegung auf dem Aktinfilament muss
prozessiv sein. lhre Dimerisierung, hervorgerufen durch die C-terminale coiled-coil Region, ermdglicht
es den prozessiven Vertretern der Klasse-5 sich nach dem hand over hand-Mechanismus auf dem
Aktinfilament Uber mehrerer Schritte fortzubewegen, ohne vom Filament zu dissozieren (Yildiz et al.,
2003).

Im Rahmen einer methodenubergreifenden Kooperation mit Mitgliedern der Arbeitsgruppe wurden
kinstliche Myosin-basierte Motoren aus verschiedenen, nicht miteinander verwandten Bausteinen
hergestellt. Dadurch sollte einerseits ein mdglichst einfacher prozessiver Motor generiert werden und
zum anderen ein Motor konstruiert werden, dessen funktionale Eigenschaften extern zu kontrollieren
und zu regulieren sind. Die Konstruktion des prozessiven Myosinmotors erfolgte in Zusammenarbeit
mit Daniela Kathmann und Dr. Ralph Diensthuber, die fiir das Modellieren und das Konstruieren der

Motoren verantwortlich waren. Die Motordomane von DdMyosin-5b diente hierbei als Grundbaustein
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des kunstlichen prozessiven Motors (M5P). DdMyosin-5b ist durch eine hohe duty ratio
gekennzeichnet und erfiillt damit die Vorraussetzung fiir Prozessivitat. Daruberhinaus lasst sich die
Motoraktivitit leicht durch die Anwesenheit freier Mg®*-lonen regulieren (Taft et al., 2008). Zur
Kraftentwicklung wurde die Motordoméane an einen kinstlichen Hebelarm aus 2 o-Aktininen (2R)
gekoppelt. Die Dimerisierung des kunstlichen Nanomotors erfolgte Uber den coiled-coil-Struktur
bildenden Transkriptionsfaktor GCN4 (Leucin-Zipper, LZ) aus Saccharomyces cerevisiae. Damit das
Konstrukt fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden konnte, wurde ein eYFP-Molekil an den
Leucin-Zipper fusioniert. Um den artifiziellen Motor aufreinigen zu kénnen, wurde das Konstrukt mit
einem C-terminalen FLAG-tag versehen. Zur Untersuchung der Motoraktivitdt und der Prozessivitat
wurden im folgenden in vitro-Motilititsassays und TIRF-Mikroskopie-basierte Einzelmoleki-

Experimente durchgefihrt.

3.2.1. Funktionale Untersuchungen der Motoraktivitat von M5P

Der Motilitdtsassay wurde analog zu Kapitel 3.1.1.1 durchgefiihrt, wobei auf Grund des geanderten
Affinitats-tags auf eine Antikdrperbeschichtung der Durchflusszellenoberflaiche verzichtet wurde. Die
Verwendung eines Anti-FLAG-Antikérpers fluhrte bei mehreren getesteten Myosinkonstrukten zu
keiner Aktinfilament-Gleitbewegung. Eine weitere Abwandlung gegeniber den vorherigen
Motilitatstests ist die Durchfihrung bei 24°C, anstatt 30°C. Wahrend der Experimente wurde die
Konzentration der freien Mg®*-lonen im Bereich von 20 uM - 20 mM variiert und die jeweilige
Geschwindigkeit der Aktinfilamente bestimmt. Fir das monomere Konstrukt von DdMyosdin-5b wurde
der K; von 0,43 mM aus Kapitel 3.1.1.1 (vgl. Abb. 20 (B); Taft et al., 2008) auch bei einer Assay-
Temperatur von 24°C bestatigt. Nur die absoluten Geschwindigkeiten waren, bedingt durch die
niedrigere Temperatur, um Faktor 2 langsamer (s. Abb. 25). Fir M5P =zeigte sich, dass die
Gleitgeschwindigkeiten bei sehr niedrigen und sehr hohen freien M92+-Ionenkonzentrationen identisch
mit denen des Monomers waren. In einem Bereich, der fir Dictyostelium discoideum physiologischen
Mg”*-lonenkonzentration, von 0,1 - 1 mM lagen die Gleitgeschwindigkeiten M5P (iber denen des

monomeren Konstrukts. Die Inhibierungskonstante fir M5P wurde zu 0,81 £ 0,14 mM bestimmt.
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Abb. 25: In vitro-Motilitatsassay mit DdMyosin-5b-2R-His (A, Monomer) und M5P (A, Dimer) bei 24°C und in
Abhangigkeit der freien Mgz+-Konzentration im Bereich von 20 pM bis 20 mM. Die Darstellung erfolgt in
halblogarithmischer Form. Der sigmoidale Verlauf der Daten wurde an die Hill-Gleichung angepasst.
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Die Fragmentierung der Aktinfilamente wahrend des in vitro-Motilitdtsassays, die typisch ist fur in
dieser Arbeit verwendeten Klasse-5 Myosine (DdMyosin-5a, -5b und GgMyosin-5a), wurde bei den
Motilitats-Experimenten mit M5P nicht beobachtet (s. Abb. 26).

Abb. 26: Gegeniberstellung der Aktinfilamente an der Deckglasoberflache von DdMyosin-5b-2R-His (Monomer,
links) und M5P (Dimer, rechts). Die beiden dargestellten Oberflachen haben eine identische GroéfRe. Fur die
Aufnahmen wurde eine 60x VergréRerung verwendet.

3.2.2. Prozessive Bewegung von M5P in Einzelmolekil-
Experimenten

Die Einzelmolekil-Experimente mit M5P wurden mittels TIRF-Mikroskopie (vgl. Kapitel 1.4)
durchgeflihrt. Daflr wurden Alexa®635-Phalloidin markierte Aktinfilamente mit NEM inaktiviertem
Myosin-2 an die Deckglasoberflache fixiert (Hodges et al., 2007). Anschlielend wurde 1 nM M5P
zusammen mit einer Pufferlésung mit 4 mM ATP und 9 mM MgCl, in die Durchflusszelle gegeben.
Dadurch ergibt sich eine Konzentration an freien Mg®*-lonen von 4,7 mM. Mittels der TIRF-
Mikroskopie konnte das Fluoreszenzsignal von einzelnen oberflachennahen MS5P-Molekilen
observiert werden. Sofern ein Moleklil an ein Aktinfilament andockte, konnte eine gerichtete
Einzelmolekilbewegung beobachtet werden (s. Abb. 27). Bei diesem Einzelmolekul-Ereignis konnte
das Myosin Uber 3,5 s beobachtet werden. Die Bildfrequenz der Aufnahme betrug 8,3 s” und das
Ereignis konnte Uber insgesamt 29 Bilder verfolgt werden. Fir die zurlckgelegte prozessive
Laufstrecke konnte eine Distanz von ~ 600 nm ermittelt werden (Particle Tracker, Imaged), woraus
eine Geschwindigkeit von 185 nm s fiir das Myosin abzuleiten ist. Fiir samtliche Einzelmolekiil-
Experimente bei denen die freie Mg”*-lonenkonzentration unter 5 mM lag, konnte fir M5P keine

prozessive Bewegung beobachtet werden.

Die quantitative Auswertung der Laufweiten und dwell-times von M5P wurden von Dr. Mamta Amrute-
Nayak (Amrute-Nayak et al., 2009) durchgefiihrt. Die Prozessivitats-Experimente erfolgten bei 10 mM
[MgZ+]frei und die Ergebnisse liegen in sehr guter Ubereinstimmung mit dem Resultat der

Einzelmolekil-Experimente in dieser Arbeit.
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Abb. 27: Bildsequenz einer prozessiven Einzelmolekilbewegung von M5P (ber insgesamt 3,5 s. Dabei
Uberbrickt das Molekiil eine Laufstrecke von 600 nm mit einer Geschwindigkeit von 185 nm s

3.2.3. Konstruktion eines Myosins mit kontrollierbarer
Motoraktivitat

Der Prozess der Bildung des Akto-Myosin-Komplexes ist aus drei Stufen aufgebaut (Geeves &
Conibear, 1995). Schleife-2, welche das Verbindungsstiick von oberer und unterer 50kDa-Domane
darstellt, ist an der primaren Bindung der Myosin-Motordomane an das Aktinfilament beteiligt. Die
Bildung des Akto-Myosin-Komplexes beruht auf elektrostatischen Wechselwirkungen der
Oberflachenstrukturen beider Proteine. Dabei interagieren die positiv geladenen Lysine aus Schleife-2
(s. Abb. 2/28) mit den sauren Aminosauren der N-terminalen Aktin-Region (Aspenstrom & Karlsson,
1991; Sutoh et al., 1991; Cook et al., 1993; Rayment et al., 1993). Es konnte gezeigt werden, dass
eine Veranderung der Nettoladung von Schleife-2 in verschiedenen Myosinen, z. B. eine Erhéhung
durch die Einfiihrung von Lysin-reichen Motiven (K6 in Abb. 28), zu einer drastischen Veranderung der
Aktinbindungs-Eigenschaften der Myosine fuhrt (Furch et al., 1998, 2000; Joel et al., 2003; Yengo &
Sweeney, 2004; Onishi et al., 2006; Hodges et al., 2007). Eine Einfihrung von positiven Ladungen
erhoht die Aktinaffinitat, wahrend negative Ladungen in Schleife-2 zu einer Erniedrigung der
Aktinaffinitdt fahrt. FUr DdMyosin-2 konnte auflerdem gezeigt werden, dass eine Erhdhung der
Nettoladung in Schleife-2 die maximale Aktin-aktiviete ATPase erhoht (Furch et al.,, 1998).
Widerspruchlicherweise konnte diese Beobachtung fir GgMyosin-5a und GgsmMyosin-2 nicht
bestatigt werden (Joel et al., 2003; Yengo et al., 2004).

541 SLEFNEDTGSLQ - - - - = — = = — = — = — = = — = — = = = - - - __ K KR P T DdMyo-1B  +1
610 KLFNDPNIAS - - - - — = — — = — - - = = === - = RAK=----KGANF I DdMyo-2 +3
610 KLFNDPNIGKKGARGK-KGKKGKKGKKGKKGRAQ----KGANF I DdMyo-2-K6 +15
642 NLFQILSKKMNGGGGTSGGGGAGGNKASSSAAGK----STFKFTDdMyo-5a  +5
501 ELFQDEEKAISPTSATPSGRVPLSRTPVKPAKARPGQTSKEHK K GgMyo-5 +4
638 VLMSHSNTKGTSGS----SSMKFLSSNTKGTSGS----S5SSMKFL DdWyo-5b  +4
638 VLFNDPNIGKKGARGK-KGKKGKKGKKGKKGRAQ----KGANFLMSS +15
BIO D I FP - = = = = = = - - & — m Do — Do oo - oo - oo HEMPMDTARKRKQP DiMyo-7b -1
587 GLFPPLPE - - - — — — — — — — — — — — — - ESS-n---mooo— - KSSKFS NtMyo-11 40

Abb. 28: Sequenzvergleich der Schleife-2-Region aus verschiedenen Myosinen mit Angabe der jeweiligen
Nettoladung. Negativ geladene Aminosauren sind griin dargestellt und positiv geladene sind rot. K6 steht fir die
Einflhrung von 6 GKK-Motiven in Schleife-2.

In dieser Arbeit werden die funktionalen Eigenschaften einer Schleife-2 Mutante von DdMyosin-5b
(M5S) beschrieben. Durch die Einfiuhrung von 6 GKK-Motiven erhdht sich die Nettoladung von
Schleife-2 von +4 auf +15. Abbildung 31 zeigt, dass sich dabei die Lange der Oberflachenschleife nur
um 3 Aminosauren erweitert. Die Konstruktion von M5S erfolgte in Kooperation mit Daniela Kathmann.
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Der in vitro-Motilitatsassay wurde mit M5S analog zu Kapitel 3.1.1.1 durchgefihrt. Die
Gleitgeschwindigkeit der Aktinfilamente, die von der K6-Mutante transportiert werden, ist unter
niedrigen freien Mg®*-lonenkonzentrationen ((Mg*lyei = 40 pM) mit 0,27 + 0,043 pm s deutlich
geringer als beim Wildtyp (vgl. Abb. 20 (B)). Durch eine Erhéhung der [Mg®*J auf 1,9 mM konnte die
Bewegung der Aktinfilamente innerhalb der gleichen Durchflusszelle vollstéandig gestoppt werden (s.
Abb. 29 (A-1)). Dieser Ablauf war, mit der Durchfiihrung eines Pufferwechsels auf die urspriingliche
Mg?*-Konzentration, reversibel (A-2). Nach Erhéhung der Kaliumchlorid-Konzentration von 25 mM auf
100 mM konnte - unter Verwendung der gleichen Durchflusszelle - die Gleitgeschwindigkeit auf 0,53 +
0,04 pm s’ verdoppelt werden (A-3). Bei einer anschlieRenden Erhéhung der [Mgz+]frei auf wiederum
1,9 mM wurde die Gleitgeschwindigkeit zwar auf 0,35 + 0,06 um s’ reduziert, aber nicht mehr
gestoppt (A-4). Erst der Pufferwechsel auf die Standard-Salz-Konzentration von 25 mM fiihrte
abermals zum Stillstand der Aktinfilamente (A-5).

Die Einfihrung von 6 GKK-Motiven in Schleife-2 von DdMyosin-2 erfolgte analog zu M5S. Das
Konstrukt zeigte, verglichen mit dem Wildtyp von DdMyosin-2 (s. Abb. 21 (B)), eine deutlich
langsamere Gleitgeschwindigkeit der Aktinfilamente im in vitro-Motilitatsassay (s. Abb. 29 (B)).
Messungen mit 100 mM Kaliumchlorid im Puffer waren nicht mdglich, weil eine gleichmaRige

Bewegung der Aktinfilamente nicht mehr gegeben war.
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Abb. 29: (A) In vitro-Motilitatsassay mit M5S. Alle Messpunkte wurden unter Verwendung einer Durchflusszelle
durch Pufferwechsel generiert. (B) In vitro-Motilitdtsassay mit DdMyosin-2-K6. Die Daten zeigten eine lineare
Abhangigkeit und wurden an eine Gerade angepasst.

3.2.4. Immobilisierte M5S- und DdMyosin-2-Molekile im Langzeit-
Stabilitats-Test

Bei der Integration von Myosinen in artifiziellen Oberflachen zur Konstruktion von biohybriden
Systemen ist die Haltbarkeit der einzelnen Komponenten ein kritischer Faktor. Zur Darstellung der
Haltbarkeit des generierten M5S-Konstrukt auf artifiziellen Oberflachen wurden Deckglaschen mit

Tetrachlormethylsilan (Mansson et al., 2008) behandelt. M5S wurde (ber einen Anti-Histidin-
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Antikérper an der Oberflache gebunden. Freie Oberflaichenbereiche wurden mit dem Polymer Pluronic
F107 blockiert. Die immobilisierten M5S-Molekile wurden mit 2 yM F-Aktin Uberschichtet. Die Bildung
des Akto-Myosin-Komplexes fiihrte zu einer Stabilisierung des Systems. Die Durchflusszellen mit
0,04% Natriumazid-haltigen Assay-Puffer versiegelt (Twinsil, Picodent) und bei 4°C gelagert. In einem
24 Stunden-Rhythmus wurden Durchflusszellen gedffnet und die Prozedur des Motilitdtsassays
gestartet. Bei der Analyse der mikroskopischen Aufnahmen wurde der Anteil der bewegenden
Filamente gemessen. In Abbildung 33 ist der Anteil der bewegenden Filamente in Abhangigkeit von
der Lagerungszeit dargestellt. Dabei zeigt M5S nach sieben Tagen (168 Std) noch 60 % bewegende
Filamente. Die Gleitgeschwindigkeit der bewegenden Aktinfilamente ist identisch mit der
Gleitgeschwindigkeit in einer frisch erstellten Durchflusszelle. Ein vergleichbares Konstrukt aus
DdMyosin-2 zeigt bereits nach drei Tagen keine Motilitat mehr (s. Abb. 30).
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Abb. 30: Vergleich der Langzeit-Stabilitadt von M5S (m) und DdMyosin-2 (A) im in vitro-Motilitatsassay. Die Daten
von M5S zeigen eine lineare Abhangigkeit und wurden an eine Gerade angepasst. Die Daten von DdMyosin-2
werden durch einen sigmoidalen Verlauf beschrieben und wurden an die Hill-Gleichung angepasst.

3.2.5. Pflanzen-Myosin-11 als Basis fur schnelle Nanomotoren

Die Stromung des hochviskosen Zytoplasmas einer Pflanzenzelle ist die schnellste bekannte
Bewegung, die von Motorproteinen angetrieben wird (Shimmen et al., 1994). Dabei transportieren
Myosinen der Klasse-11 die Organellen mit bis zu 100 pm s” entlang eines peripheren Aktin-
Zytoskeletts. Zum heutigen Zeitpunkt sind drei Pflanzen-Myosine aus der Klasse-11 naher
charakterisiert: MYA1 aus A. thaliana (Hachikubo et al., 2007), Myosin-11 aus C. corallina (Ito et al.,
2007) und das prozessive Myosin-11 aus N. tobacum (Tominaga et al., 2003; Diensthuber, 2009).

Der vergleichweise geringe Kenntnisstand uber Pflanzen-Myosine beruht auf deren Instabilitat
wahrend des Aufreinigungsprozesses und bei der anschlieRenden Lagerung des gereinigten Proteins.
Im Zuge dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob ein geandertes Protokoll der Aufreinigung zu einer
héheren Stabilitdt eines Myosin-11 aus N. Tobacum (NtMyosin-11) fuhrt und somit der Einsatz fir

nanotechnologische Zwecke ermdglicht wird.

Die Verwendung von 3 % Trehalose und 2 mM ATP in den Puffern der Proteinaufreinigung fuhrte zu
einer hoheren Viskositat des Puffers und einer andauernden Bindung von Nukleotid. Dies fuhrte zu

einer deutlich héheren Stabilitdt von NtMyosin-11. Auf diese Weise war es mdglich sowohl die
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ATPase-Aktivitat als auch verschiedene transientenkinetische Parameter reproduzierbar zu messen
(Diensthuber, 2009).

Zur Uberpriifung der funktionalen Motoreigenschaften wurde ein Konstrukt aus der Motordoméne und
einem kunstliche Hebelarm aus 2 a-Aktininmolekilen (NtMyosin-11-2R-His) verwendet. Der C-
terminale Histidin-tag ermoglichte den Einsatz eines Antikorpers zur Fixierung der Myosine an der
Deckglasoberflache. Auf Grund der zu erwartenden hohen Gleitgeschwindigkeit der Aktinfilamente
wurden die in vitro-Motilitats-Experimente bei Raumtemperatur (24°C) durchgefiihrt. In den
Experimenten konnte fir Nt-Myosin-11-2R-His eine schnelle Gleitgeschwindigkeit von 4,7 + 0,3 ym s
gemessen werden (s. Abb. 31). Dieses Ergebnis konnte mit verschiedenen Fraktionen aus den

Proteinaufreinigungen, die bei -80°C gelagert wurden, reproduziert werden.
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Abb. 31: Nt-Myosin-11-2R-His im in vitro-Motilitatsassay. Fir die Messung wurde ein Anti-Histidin-Antikbrper mit
einer Konzentration von 0,05 mg/ml verwendet. Die ATP-Konzentration lag bei 4 mM und die Mgz+-Konzentration
lag bei 2 mM. Die Messung wurde bei Raumtemperatur durchgefihrt (24°C). Die Trajektorien-Verteilung wurde
an die Gauss-Gleichung angepasst, woriiber sich eine mittlere Gleitgeschwindigkeit von 4,7 + 0,3 ym s’
errechnet werden konnte.

3.3. Myosin-Modulatoren auf Basis von Pseudilinderivaten

Kleine Molekile, welche die Motoraktivitat von bestimmten Myosin-Isoformen selektiv inhibieren bzw.
aktivieren, haben ein groRes Potential bei der Behandlung von Krankheiten die durch defekte
Motorproteine ausgeldést werden (Ciarka et al.,, 2008). Solche Wirkstoffe konnten ihren
therapeutischen Einsatz bei Krebs (Betapudi et al., 2006), pathogenen Infektionen (lreton, 2007),
Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems (Bonne et al., 1998) und des zentralen Nervensystems
(Melchionda et al., 2001) haben. Bei der zielgerichteten Entwicklung solcher kleinen Molekile

kommen sowohl in silico-Methoden als auch Rdntgenstrukturanalyse zum Einsatz.

In den folgenden Kapiteln soll die Effektivitdt von zwei Myosin-Modulatoren auf Pseudilin-Basis
validiert werden. Die chemische Synthese der Modulatoren erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Hans-Joachim Kndlker (TU Dresden) (Martin et al., 2009).
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3.3.1. Charakterisierung

discoideum

von Myosin-5a aus Dictyostelium

In D. discoideum (Dd) sind zwei Klasse-5 Myosine, DdMyosin-5a und -5b, bekannt. DdMyosin-5b
wurde durch umfangreiche kinetische und funktionale Untersuchungen als prozessiver Motor
beschrieben (Taft et al., 2008). Damit ein Myosin-klassenspezifischer Effekt der Modulatoren
untersucht werden kann, wird in dieser Arbeit eine grundlegende kinetische Charakterisierung und
funktionale Untersuchung von DdMyosin-5a vorangestellt. Myosin-5a ist - neben Myosin-1A und -1G -

das letzte bisher vollstandig uncharakterisierte Myosin aus D. discoideum.

DdMyosin-5a ist auch als DdMyosin-H bekannt, als Genprodukt des Dd Gens myoh (DDB_G0289447;
Dictybase), genannt und erhalt seine aktuelle Klassifizierung Sequenzanalysen von uber 1700
Myosin-Motordomanen (Kollmar, 2006). DdMyosin-5a ist mit einem Molekulargewicht von 201 kDa
etwas kleiner als DdMyosin-5b. Es besitzt eine N-terminale Verlangerung mit einer SH3-a&hnlichen
Domane und die darauf folgende Motordomane besteht aus 847 Aminosauren und hat eine
molekulare Masse von 95,2 kDa. Im Anschluss an die Motordoméane befindet sich eine
Nackendomane mit 5 IQ-Motiven. Der Schwanz-Bereich von DdMyosin-5a weist mehrere coiled coil-

bildende Strukturen auf (Kollmar, 20086).

3.3.1.1. Steady-state-Kinetik  und  funktionale der

Motoraktivitdt von DdMyosin-5a

Untersuchung

In Abwesenheit von F-Aktin wurde die basale ATPase (Kpasa) vVOon DdMyosin-5a bestimmt. Die Aktin-
aktivierte ATPase wurde in Anwesenheit von 0,5 - 70 uM F-Aktin gemessen. Durch die Anpassung der
jeweiligen ATP-Umsatzgeschwindigkeiten (ko,s) an die Michaelis-Menten-Gleichung konnte die
maximale ATPase (Ke) mit 10,8 + 0,8 s™ ermittelt werden. Der K.-Wert wurde zu 35 + 4 uM bestimmt.
In Tabelle 6 sind die Parameter der Aktin-aktivierten ATPase von DdMyosin-5a zusammengefasst

sowie mit denen von DdMyosin-5b, GgMyosin-5a sowie DdMyosin-2 verglichen.

Konstante DdMyosin-2* | DdMyosin-5a | DdMyosin-5b* | GgMyosin-5a°
Koasal (S”') 0,095 + 0,01 0,098 + 0,015 0,069 + 0,01 0,03
Keat (571) 1,44+ 0,4 10,8 £ 0,8 11,6 +£0,8 15
Kapp (UM) 51+23 35+4 27+7 1,4
keat/Kapp (MM 's™) | 0,028 + 0,002 0,31+ 0,04 0,43 + 0,05 11
Aktivierung 14,2 110 167 500
Tab. 6: Parameter der ATPase-Aktivitat von DdMyosin-5a im Vergleich. Aktivierung der ATPase: (Kcat-
I(basal)/kbasal .

* Taft (2007); § de la Cruz et al. (1999)

Die funktionale Untersuchung der Motoraktivitat im in vitro-Motilitdtsassay wurde mit einem
Motordomanen-Konstrukt mit kinstlichem Hebelarm durchgefihrt. Dabei wurde der Einfluss der
Konzentration an freien Mg”-lonen auf die Motoraktivitdt von DdMyosin-5a analog zu Kapitel 3.1.1.1

studiert. Bei niedrigen freien Mg**-lonenkonzentrationen ([Mg**]se;) konnte fiir die Aktinfilamente eine
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Gleitgeschwindigkeit von 1,2 + 0,04 ym s’ gemessen werden. Ab einer [Mgz+]frei von ~ 100 yM kommt
es zu einer Verlangsamung der Gleitgeschwindigkeit bis zu 0,45 + 0,08 ym s bei [M92+]f,ei von 3,4
mM. Das entspricht einer Verlangsamung der Bewegungsgeschwindigkeit um den Faktor 2,7 mit einer
Inhibierungskonstante K; = 0,31 + 0,06 mM. Es lassen sich Unterschiede bei den absoluten
Gleitgeschwindigkeiten von DdMyosin-5a und -5b beobachten. Der Ki-Wert fiir die beiden Myosine ist

dagegen annahernd identisch (s. Tab. 7).

In vitro-Motilitatsassay DdMyosin-5a | DdMyosin-5b
Vinax (UM ™) 1,2+0,04 1,62+ 0,11
Vinin (UM s7) 0,45 + 0,08 0,54 +0,12
Ki (mM) 0,31+ 0,06 0,43 + 0,05
Geschwindigkeitsverlust (Faktor) 2,7 3
Hill-Koeffizient 1,82 + 0,36 0,95+ 0,16

Tab. 7: Parameter aus den in vitro-Motilitatsassays mit DdMyosin-5a im Vergleich mit DdMyosin-5b.

3.3.1.2. Transientenkinetische Untersuchung von DdMyosin-5a

Die Daten aus den steady-state-Kinetiken und dem in vitro-Motilitdtsassay zeigen, dass die
entsprechenden Parameter von DdMyosin-5a denen von DdMyosin-5b sehr ahnlich sind. Fir eine
differenzierte Betrachtung wurden zusatzlich einzelne Reaktionsschritte des ATPase-Zyklus mittels
transientenkinetischen Experimenten untersucht. Zur Bestimmung der Daten wurde das stopped-flow-
Fluoreszenzspektrometer eingesetzt. Die ermittelten Daten wurden den Modellen von Bagshaw &
Trentham (1974) und Malnasi-Csimadia et al. (2001) angepasst.

Folgende Daten konnten fir DdMyosin-5a ermittelt werden: die apparente Geschwindigskonstante 2.
Ordnung der mantATP-Bindung an Myosin (Kik.;) sowie die Hydrolyserate (k.; + k3), die apparente
Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung der mantADP-Bindung an Myosin (k.mp), die apparente
Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung der ATP-induzierten Dissoziation des Akto-Myosin-Komplexes
(K1k+2) und die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung der Bindung von Myosin an Aktin (k.). Die
Bindung von DdMyosin-5a an Aktin musste Uber das Lichtstreuungssignal des Akto-Myosin-
Komplexes bestimmt werden, weil die Bindung an Pyren-Aktin kein Signal ergab. Die Parameter der
transientenkinetischen Messungen mit DdMyosin-5a sind in Tabelle 8 im Vergleich mit DdMyosin-2, -
5b und GgMyosin-5a dargestellit.

Konstante | DdMyosin-2* | DdMyosin-5a | DdMyosin-5b* | GgMyosin-5a°
Kikeo M 's™) | 0.8 +0.02 0.45 + 0.02 0.8 +0.04 1.6

kia + k3 (s7) 28+ 18 188 + 31 410 + 18 >750
kempz (UM's™) | 0.42 £ 0.04 4,64 0,25 [84.2 + 15]+ 3.7
kemp1 (UM's™) - 0,14 + 0,04 0.17 + 0.01 [2.8 s+
Kiksz (UM's™) [ 0.24 +0.01 0.18 + 0.01 0.19 + 0.01 0.9

kia (UM's™) 0.53 £ 0.05 2.68+0.11 1.17 + 0.08 73

Tab. 8: Parameter der transientenkinetischen Experimente mit DdMyosin-5a im Vergleich mit DdMyosin-2, -5b
und GgMyosin-5a.
* Taft (2007); § de la Cruz et al. (1999).
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3.3.2. Der Myosin-Inhibitor Pentabromopseudilin

Pentabromopseudilin (PBP) ist ein naturliches Stoffwechselprodukt des marinen gramnegativen
Bakteriums Pseudomonas bromoutilis (s. Abb. 32). Es handelt sich um ein flnffach bromiertes Pyrrol-
Antibiotikum, dessen Wirkung, als erstes beschriebenes Metabolit eines marinen Bakteriums, auf
grampositive Bakterien nachgewiesen wurde (Burckholder et al., 1966). Die systematische
Bezeichnung von PBP lautet 2,3,4-tribromo-5-(3,5-dibromo-2-hydroxy-phenyl)-1H-pyrrol.

Abb. 32: Strukturformel von Pentabromopseudilin.

Bei Untersuchungen an Kardiomyozyten und ihren G-Protein-gekoppelten 3-Adrenorezeptoren stellte
sich heraus, dass PBP myosinabhangige Prozesse inhibiert. Durch die Untersuchungen in dieser
Arbeit sollte der Grad der Inhibierung, die Isoformspezifitit und der Mechanismus des
Inhibierungsprozesses  aufgeklart ~werden. Teile der im  folgenden  beschriebenen
transientenkinetischen Experimente zur Charakterisierung des Einflusses von PBP auf
transientenkinetische Parameter wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Georgios Tsiavaliaris und Dr.
Manuel Taft durchgefihrt.

Das PBP wurde generell in 90 %igen Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst. Fir samtliche folgenden
Experimente wurde darauf geachtet, dass das DMSO im Reaktionsansatz niemals eine
Endkonzentration von 2,5 % uberschritt. Durch verschiedene Kontrollexperimente ohne PBP konnte

eine Beeinflussung der Messergebnisse durch das Lésungsmittel ausgeschlossen werden.

3.3.2.1. Inhibierung der basalen ATPase verschiedener Myosine durch
PBP

Fir die Untersuchung der ATPase-Aktivitat im FlieRgleichgewicht wurde der NADH-gekoppelte Assay
verwendet. Es wurde der Einfluss von PBP-Konzentrationen im Bereich von 0,02 — 200 yM auf die
basale ATPase von OcMyosin-2 und den Dictyostelium-Myosinen-1E, -2, -5a, -5b untersucht. Um den
Inhibierungs-Grad der verschiedenen Myosine vergleichen zu kénnen, wurden die ATPasen auf den
Startwert 1 normiert. FUr sa@mtliche untersuchte Myosine war der Verlauf der PBP-Inhibierung
sigmoidal und die Kurven wurden an die Hill-Gleichung angepasst (vgl. Kapitel 3.1.1.1) (s. Abb. 33).
Die starkste Inhibierung der basalen ATPase mit einer Inhibierungskonstante K; von 0,4 uM zeigt das
Klasse-5a Myosin aus Huhn. Die K;-Werte von DdMyosin-1E, -2 und -5b sind mit Werten um 10 yM

sehr ahnlich und signifikant hoéher. In diesem Vergleich wird DdMyosin-5a nochmals deutlich
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schwacher inhibiert. Der K; von 57,2 uM liegt eine Zehnerpotenz lber den anderen Dictyostelium-
Myosinen. Vergleicht man DdMyosin-5a mit GgMyosin-5a sind es sogar zwei Zehnerpotenzen.
Anhand der basalen ATPase lasst sich somit keine Myosin-Klassenspezifitat von PBP festmachen
aber die Unterschiede zwischen einzelnen Isoformen sind signifikant. Die Tabelle 9 fasst die

Parameter der PBP-inhibierten basalen ATPasen zusammen.

1,2

1,0
0,8

0,6

0,4 GgMyosin-5a

Relative basale ATPase

; DdMyosin-5a
| = DdMyosin-5b
0,2+ v OcMyosin-2
4  DdMyosin-2
| e DdMyosin-1e
0‘0_ PR | P | PR PR L
0,01 0,1 1 10 100

Pentabromopseudilin (uM)

Abb. 33: Relative basale ATPase-Aktivitat verschiedener Myosine aus Klasse-1, -2 und -5 inhibiert durch
Pentabromopseudilin in Konzentrationen von 0,02 - 200 yuM. An den sigmoidalen Verlauf der Datenpunkte bei
halblogarithmischer Darstellung wurde eine Hill-Kurve angepasst.

Myosin Basale ATI_Dlase Basale ATI?lase Inhibierungskonstante Inhibierungs-
- PBP (s™) + PBP (s7) K (UM) Faktor
DdMyosin-1E 0,14 + 0,03 0,015+ 0,015 84+0,8 9
DdMyosin-2 0,08 + 0,01 0,011 £ 0,008 12,8 £0,8 7
OcMyosin-2 0,069 + 0,012 0,002 + 0,001 39+0,5 34,5
GgMyosin-5a 0,03 £ 0,01 0,006 + 0,003 0,4 £ 0,06 5
DdMyosin-5a 0,098 £ 0,015 0,006 £ 0,005 572+4,8 16
DdMyosin-5b 0,102 + 0,009 0,007 £ 0,006 13,8 £0,9 14,5

Tab. 9: Parameter der basalen ATPase von DdMyosin-1E, -2, -5a, -5b, GgMyosin-5a und OcMyosin-2 in An- und
Abwesenheit PBP.

3.3.2.2. Inhibierung der Aktin-aktivierten ATPase verschiedener Myosine

durch PBP

In weiteren steady-state-Experimenten sollte der Einfluss von PBP auf die Aktin-aktivierte ATPase von
verschiedenen Myosinen untersucht werden. Analog zu den Untersuchungen der basalen ATPase
sollte auch in diesen Experimenten die Inhibierungskonstante (K;) durch eine PBP-Titration im Bereich
von 0,01 - 300 pM bestimmt werden. Auch in diesen steady-state-Experimenten wurde das Myosin
funf Minuten mit der entsprechenden Konzentration an PBP inkubiert bevor F-Aktin und ATP
zugegeben wurde.

In Abbildung 34 (A) ist die Aktin-aktivierte ATPase von DdMosin-5b in An- und Abwesenheit von 25
MM PBP dargestellt. Die ATPase-Aktivitat wurde gegen die Aktinkonzentration aufgetragen und an die
Daten wurde eine Hyperbel Aus der

gemall der Michaelis-Menten-Gleichung angepasst.
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hyperbolischen Anpassung wurden die maximale ATP-Umsatzrate (k..), der Wert der halbmaximalen
Aktivierung der ATPase (Kspp) und die apparente Aktinbindungskonstante in Anwesenheit von ATP
(Keat/Kapp) bestimmt. ke ist durch den PBP-Einfluss von 11,8 s auf 2,1 s reduziert. Kapp @ndert sich
von 27 uM auf 175 pM. Durch die Verschiebung dieser Parameter &ndert sich auch Keai/Kap, von 0,43
uM ™' s auf 0,012 uM™”" s

Bei der systematischen Untersuchung des PBP-Einflusses auf die Aktin-aktivierte ATPase sind
verschiedene Myosine der Klasse 1, Klasse 2 und Klasse 5 im Vergleich zu dem von mir untersuchten
Myosin-5a dargestellt (s. Abb. 34 (B)). Dem Reaktionsgemisch wurden stets 30 uM F-Aktin zugesetzt
und die ATP-Umsatzgeschwindigkeit des PBP-freien Ansatzes wurde auf den Wert 1 normiert. Die
Daten wurden halblogarithmisch aufgetragen und nach der Hill-Gleichung (vgl. Kapitel 3.1.1.1)
analysiert. Die Aktin-aktivierte ATPase von GgMyosin-5a wird am starksten durch PBP inhibiert. Der K;
liegt im Fall von GgMyosin-5a bei 1,2 £ 0,2 yM. Myosin-5b aus D. discoideum zeigt einen K; von 19,3
+ 0,9 uyM und liegt damit in einem ahnlichen Bereich wie DdMyosin-1E und -2. Die schlechte PBP-
Inhibierung der basalen ATPase von DdMyosin-5a bestatigt sich auch in der Aktin-aktivierten ATPase.

Der K; liegt mit 143 + 19 uM deutlich GUber den Werten der anderen Myosine.

A B
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Abb. 34: (A) Aktin-aktivierte ATPase von DdMyosin-5b in An- (A) und Abwesenheit (m) von 25 yM PBP. Die
ATPase-Aktivitat wurde gegen die Aktin-Konzentration aufgetragen und an die Daten wurde eine Hyperbel
angepasst. (B) Relative Aktin-aktivierte ATPase-Aktivitat verschiedener Myosine aus Klasse-1, -2 und -5 in
Anwesenheit von 30 uyM F-Aktin inhibiert durch Pentabromopseudilin in Konzentrationen von 0,01 - 300 uM. An
den sigmoidalen Verlauf der Datenpunkte bei halblogarithmischer Darstellung wurde eine Hill-Kurve angepasst.

3.3.2.3. Single turnover-Experimente mit PBP und DdMyosin-2, -5a und -5b

In single turnover-Experimenten wird das Myosin mit einer Unterschusskonzentration an mantATP
versetzt. Der mantATP-Umsatz wird anschlielend spektroskopisch zu verfolgen. Bei den Ansatzen in
dieser Arbeit wurde die Fluoreszenz-Anderung nach dem Mischen von 0,5 uM Myosin und 0,4 uM
mantATP im stopped-flow-Fluoreszenzspektrometer verfolgt. Das Signal wurde in Abwesenheit von
PBP sowie in Anwesenheit von 20 und 50 uM PBP (ber 300 bzw. 500 Sekunden aufgezeichnet (s.
Abb. 37). Generell kann die Reaktion in drei Phasen unterteilt werden: ein anfanglicher, schneller

Anstieg der mant-Fluoreszenz resultierend aus der ATP-Bindung; eine Plateau-Phase, die von den
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Raten der konformationellen Anderungen im Anschluss an die mantATP-Bindung abhéngt; ein
Absinken der mant-Fluoreszenz nach der Freisetzung von mantADP und Bindung von weiterem
mantATP. Bei allen drei untersuchten Myosinen flihrt die Zugabe von PBP zu einem Verlust an
Signalamplitude und zu einer Verldngerung der Plateau-Phase. Die dritte Phase ist zumindest bei
DdMyosin-2 und -5b ebenfalls verlangsamt (s. Abb. 35 (A), (B)). Im Gegensatz zu DdMyosin-2 und -5b
zeigt DdMyosin-5a erst bei 50 yM PBP eine deutliche Inhibierung im single turnover-Experiment (s.
Abb. 35 (C)).
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Abb. 35: Single turnover-Reaktion nach dem Mischen von 0,4 yM mantATP mit 0,5 pM (A) DdMyosin-2, (B)
DdMyosin-5b und (C) DdMyosin-5a im stopped-flow-Fluoreszenzspektrometer in Abwesenheit und Anwesenheit
von 20 und 50 uM PBP. Die Anregungswellenlange liegt bei 365 nm und die Fluoreszenzemission wurde durch
einen WG389-Filter beobachtet.
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3.3.2.4. PBP-Einfluss auf die ATP-Bindung an Myosin

Der Einfluss von PBP auf die ATP-Bindung wurde sowohl lber den Anstieg der intrinsischen
Trytophanfluoreszenz gemessen als auch Uber extrinsische Fluoreszenz unter Verwendung des

Nukleotidanalogons mantATP.

Es konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von steigenden PBP-Konzentrationen einen negativen
Einfluss auf die Amplitude der mant-Fluoreszenz bei der Bindung von mantATP an Myosin-5b aus D.
discoideum hat (s. Abb. 36). Fir dieses Experiment wurden 1 yM DdMyosin-5b mit 10 yM mantATP in
An- und Abwesenheit von 5, 25, 50 und 100 yM PBP im stopped-flow-Fluoreszenzspektrometer
gemischt. Die eingefugte Grafik in Abbildung 36 zeigt die Signal-Amplituden in Abhangigkeit der PBP-
Konzentration. Die Transienten sind in Abwesenheit von PBP bzw. bei sattigenden PBP-
Konzentrationen monophasisch. Bei mittleren PBP-Konzentrationen zeigen die Transienten
biphasisches Verhalten. Die Daten wurden entsprechend an eine Exponentialfunktion 1. bzw. 2.

Ordnung angepasst.

Der nachfolgende Reaktionsmechanismus zeigt die Schritte bei der Interaktion von Myosin mit ATP in
An- und Abwesenheit von Inhibitor. Das von mit aufgestellte Schema basiert auf den Uberlegungen
von Bagshaw und Trentham (1974), Malnasi-Csizmadia et al. (2001) und Zeng et al. (2004) und wurde
entsprechend erweitert. Die Gleichgewichtskonstante K; entspricht der schnellen Bildung eines
Kollisionskomplexes zwischen ATP und Myosin (M<T). Die Geschwindigkeitskonstante k., entspricht
der irreversiblen Isomerisierung des Myosin-ATP-Komplexes (M*T).

K1 Kiz K3

M+T = MT —> MST +=  M*D-P

| R IR I |

IM+T <= IMT — IM*T <= IM*D-P,

Ksi
I: Inhibitor, M: Myosin; T: ATP; D: ADP; P;: Phosphat.

1,2

1,0

Relative Amplitude

0,8

Normalisierte Fluoreszenz

0,0E

0,01 0,1 1
Zeit (s)

Abb. 36: Bindung von mantATP an DdMyosin-5b. 1 yM DdMyosin-5b werden mit 10 yM mantATP in stopped-
flow-Fluoreszenzspektrometer in Anwesenheit von 0, 5, 25, 50 und 100 uM PBP gemischt. Der Anstieg der mant-
Fluoreszenz wird halblogarithmisch dargestellt und an eine Exponentialfunktion 1. Ordnung angepasst. Die
Signal-Amplituden werden in Abhangigkeit der PBP-Konzentration aufgetragen (Einsatz).
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3.3.2.5. PBP-Einfluss auf die ATP-induzierte Dissoziation des Pyren-Akto-
Myosin-Komplexes
Die Bindung von ATP an Aktin-gebundenes Myosin fiihrt zum SchlieBen der Schalterelemente in der
Nukleotidbindungstasche und zur Offnung der Aktinbindungspalte zwischen der oberen und unteren
50 kDa-Doméane. Dieser Prozess flhrt zu einer drastischen Erniedrigung der Affinitédt des Myosins zu
Aktin und in der Folge zu einer Dissoziation des Akto-Myosin-Komplexes (Reubold et al., 2003;
Holmes et al., 2003). Der nachfolgende Reaktionsmechanismus zeigt die Dissoziation des Akto-
Myosin-Komplexes durch die ATP-Bindung in An- und Abwesenheit des Inhibitors. Der
Reaktionsmechanismus beruht auf Arbeiten von Millar und Geeves (1983) und Siemanowski und
White (1984) und wurde entsprechend erweitert. Die Gleichgewichtskonstante K, charakterisiert die
schnelle Bindung von ATP an Akto-Myosin (A*M-<T). Die Geschwindigkeitskonstante k., steht fir die
Isomerisierung zum schwach Aktin-bindenden Myosin-ATP-Komplex (A-M<T). AnschlieRend zerfallt

der Komplex zu F-Aktin und Myosin-ATP.

K1 Ko schnell
AM+T = AMT —> A-MeT — > A+MT
lT Kii lT Ki lT schnell lT
AdM + T €= AclMT —» A-IMeT — > A+ IMeT

A: F-Aktin; I: Inhibitor, M: Myosin; T: ATP

Der Akto-Myosin-Komplex wurde aus DdMyosin-5b und Pyren-markiertem F-Aktin gebildet. 1 pM
Pyren-Akto-Myosin-Komplex wurde fir 10 Minuten mit 5 pM ATP inkubiert. Die Dissoziation des
Komplexes wurde durch die Mischung von 0,5 mM ATP im stopped-flow-Fluoreszenzspektrometer
ausgelost. Der durch die Dissoziation des Akto-Myosin-Komplexes verursachte Anstieg der Pyren-
Fluoreszenz wurde in An- und Abwesenheit von 50 uM PBP gemessen (s. Abb. 37). Der beobachtete
Fluoreszenzanstieg lasst sich an eine Exponentialfunktion 2. Ordnung anpassen. Sowohl die
Amplituden als auch die Ratenkonstanten der schnellen und langsamen Phase werden durch PBP
beeinflusst. In Abwesenheit von PBP ergeben sich folgende Amplituden und Ratenkonstanten: Aschnel
= 1,7 und Kschnen = 46,7 s Alangsam = 0,8 und Ky angsam = 9,8 s™'. Durch die Anwesenheit von 50 UM PBP
reduzieren sich die Werte flir die schnelle Phase auf: Aschnen = 1,13 und Ksennen = 11,1 s”. Die langsame
Phase ist in Anwesenheit von 50 uM PBP durch folgende Werte charakterisiert: A angsam = 1,08 und

_ -1
kLangsam - 0:9 S .
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Abb. 37: ATP-induzierte Dissoziation des Pyren-Akto-Myosin-Komplexes. 1 yM Pyren-Akto-Myosin wurden mit 5
UM ATP fiir 10 min vorinkubiert und anschliefend mit 0,5 mM ATP im stopped-flow-Fluoreszenzspektrometer
gemischt. Der Anstieg der Pyren-Fluoreszenz wurde in An (rot)- und Abwesenheit (schwarz) von 50 uM PBP tber
5 s verfolgt. Die Anregungswellenlange lag bei 365 nm und die Fluoreszenzemission wurde durch einen WG389-
Filter beobachtet.

3.3.2.6. PBP-Einfluss auf die ADP-Dissoziation aus dem Akto-Myosin-ADP-
Komplex

Die Freisetzung von ADP aus dem Akto-Myosin-ADP-Komplex (k.ap) ist der Geschwindigkeits-
bestimmende Schritt des ATPase-Zyklus bei prozessiven Myosinen aus der Klasse 5, weil diese
Myosine funktionsbedingt eine hohe Aktinaffinitat in Anwesenheit von ADP zeigen mussen (de la Cruz
et al., 1999; Taft et al., 2008). Im Gegensatz dazu ist der Geschwindigkeits-bestimmende Schritt bei
nichtprozessiven Myosinen die Phosphatfreisetzung. Der nachfolgende Reaktionsmechanismus zeigt
die Freisetzung von ADP aus dem Akto-Myosin-ADP-Komplex (A*M+D) in An- und Abesenheit von
Inhibitor.

K.ap
AM-D <«— A-M+D

o

K-ai
AIMD <«— A:IM+D
K+api

A: F-Aktin, I: Inhibitor, M: Myosin, D: ADP

In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob PBP einen Einfluss auf die ADP-
Dissoziation aus dem Akto-Myosin-ADP-Komplex hat. Dazu wurde k.ap von DdMyosin-5b in An- und
Abwesenheit von 50 pM PBP gemessen. Die Messung wurde im stopped-flow-
Fluoreszenzspektrometer mit dem Nukleotidanalogon mantADP (daher k.amp) in Anwesenheit von 4,4
mM freien Mg”—lonen durchgefiihrt. Das mantADP wurde mit einem Uberschuss an ATP aus der
Nukleotidbindungstasche verdrangt. Dabei zeigt sich, dass durch die Zugabe von PBP sowohl die

Amplitude als auch die Ratenkonstante (ko,s) negativ beeinflusst wird (s. Abb. 38 (A)). Die Amplitude
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reduziert sich innerhalb 0,5 s von 2,92 % auf 0,77 %. Kops, die in diesem Experiment k_amp entspricht,
sinkt von kK_amp = 34,3 s auf K.ampi = 23,2 s,

Eine weitere Methode die ADP-Dissoziation aus dem Akto-Myosin-ADP-Komplex zu untersuchen, ist
die Bestimmung der ADP-Inhibierung der ATP-induzierten Dissoziation des Akto-Myosin-ADP-
Komplexes. Auch fur dieses Experiment wurde der Akto-Myosin-Komplex aus DdMyosin-5b gebildet.
Allerdings wird in diesem Fall Pyren-markiertes Aktin verwendet. 1 uM Pyren-Akto-Myosin wurden mit
800 uM ADP vorinkubiert und anschliefend mit 1mM ATP im stopped-flow-Fluoreszenzspektrometer
gemischt. Die Messung wurde in Anwesenheit von 5 mM freien Mg”—lonen durchgefihrt.
Anschliefiend konnte ein monophasischer Anstieg der Pyren-Fluoreszenz beobachtet werden (s. Abb.
38 (B)).

Dissoziationsrate von 17,4 s in Abwesenheit von PBP gemessen werden. In Anwesenheit von 50 uM

Durch die Anpassung einer Exponentialfunktion 1. Ordnung konnte eine ADP-

PBP wurde die verlangsamte ADP-Dissoziationsrate zu 7 s™ bestimmt.

A
1,00 + ’\ 50 uM PBP 14+
N 'h\ A T M e %
o b i IR e sl
5 0,99 + @
é \ g 1,2
2 -PBP T 12r
L -
o % g 3 50 uM PBP
2 & Al A \ =
E vt W | ‘U i 1! ! ‘I‘H‘ B “\“ E 1,1F
[} L
A 0,97
1,0
0196 1 1 1 1 1 1 1 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,01 0,1

Zeit (s) Zeit (s)

Abb. 38: (A) Freisetzung von mantADP aus dem Akto-Myosin-mantADP-Komplex von DdMyosin-5b in An (rot)-
und Abwesenheit (schwarz) von 50 uM PBP. Gezeigt ist der Verlauf der mant-Fluoreszenz nach dem Mischen
von 1 mM ATP mit dem Komplex aus 3 pM Akto-Myosin-mantADP im stopped-flow-Fluoreszenz-Spektrometer.
Die Messung wurde in Anwesenheit von 4,4 mM freien Magnesium durchgefiihrt. (B) ADP-Inhibierung der ATP-
induzierten Dissoziation des Akto-Myosin-Komplexes in An (rot)- und Abwesenheit von 50 uM PBP. 1 uM Pyren-
Akto-Myosin wurde unter sattigenden ADP-Konzentrationen mit 1 mM ATP im stopped-flow-Fluoreszenz-
Spektrometer gemischt. Die Messung wurde in Anwesenheit von 5 mM freien Magnesium durchgefihrt und der
Fluoreszenzverlauf wurde logarithmisch aufgenommen.

3.3.2.7. Funktionale Untersuchungen zum PBP-Einfluss auf die Myosin-

Motoraktivitat

Mit Hilfe des in vitro-Motilitdtsassays wurden funktionale Studien zur Inhibierung der Myosin-
Motoraktivitat mit PBP durchgefihrt. Zu diesem Zweck musste der Aufbau des Motilitdtsassays
abgewandelt werden, weil PBP das Rinderserumalbumin (BSA), welches zum Blockieren der
Durchflusszellenoberflache benutzt wird, bindet (persénliche Information von Prof. Gutzeit & Prof.
Manstein). Da sich BSA im Uberschuss in der Durchflusszelle befindet, konnte im Standard-
150 uM PBP keine
fluoreszenzmarkierten Aktinfilamente festgestellt werden. Als Alternative zum BSA wurde Pferde-

Versuchsaufbau selbst mit Inhibierung der Gleitgeschwindigkeit der

Cytochrom-C als Blockierungsprotein getestet. Das hochkonservierte eukaryontische Protein
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Cytochrom-C besteht aus knapp Uber 100 Aminosauren und ist, ahnlich wie BSA, ein globulares
Protein. Es konnten bei verschiedenen Tests im in vitro-Motilitdtsassays keine unspezifischen
Wechselwirkungen zwischen dem Cytochrom-C und Myosin bzw. Aktin festgestellt werden. Da auch
zwischen Cytochrom-C und PBP keine Wechselwirkungen beobachtet werden konnten, wurde im
Folgenden grundséatzlich diese Methode der Oberflachenblockierung durchgefiihrt.

Die in vitro-Motilitats-Experimente mit Myosin-Inhibitoren wurden stets bei Raumtemperatur
durchgeflhrt. Die Inhibierung der Gleitgeschwindigkeit durch 10 uM PBP wurde mit GgMyosin-5a und
DdMyosin-5b ermittelt. An die gemessenen Geschwindigkeiten der einzelnen Trajektorien wurde die
GauR-Gleichung angepasst (vgl. Kapitel 1.3.1). Dabei zeigte GgMyosin-5a eine deutlich starkere
Abnahme der Bewegungsgeschwindigkeit von 0,58 um s auf 0,012 um s™ (s. Abb. 39). Im Gegensatz
dazu verringert sich die Gleitgeschwindigkeit bei DdMyosin-5b nur um Faktor 2 von 0,64 pm s auf
0,32 ym s™'. Der Prozess der PBP-Inhibierung ist reversibel und die Filamente erreichten nach einem
Pufferwechsel in der gleichen Durchflusszelle wieder ihre urspriingliche Geschwindigkeit. In Tabelle
10 sind die Werte aus dem Motilitatsassay mit PBP und den zwei Klasse-5 Myosinen
zusammengefasst.
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Abb. 39: Einfluss von 10 yM PBP auf die Motoraktivitdt von nativem GgMyosin-5a im in vitro-Motilititsassay.
Beide Geschwindigkeitsverteilungen wurden innerhalb einer Durchflusszelle durch einen Pufferwechsel generiert.
Durch Zugabe des urspringlichen PBP-freien Puffers konnte die Inhibierung aufgehoben werden und die
Ausgangsgeschwindigkeit reproduziert werden. Das Experiment wurde bei Raumtemperatur (24°C) durchgefihrt.
Die Trajektorien-Verteilungen wurden an die Gauss-Gleichung angepasst, wortber sich eine Inhibierung der
mittlere Gleitgeschwindigkeit von 0,58 + 0,09 um s™ auf 0,012 + 0,002 ym s™' errechnet werden konnte.

In vitro-Motilitatsassay (RT) GgMyosin-5a | DdMyosin-5b
Gleitgeschwindigkeit [0 uM PBP] (ums™) 0,58 £ 0,09 0,64 £ 0,05
Gleitgeschwindigkeit [10 uM PBP] (ums™) | 0,012 + 0,002 0,32 £ 0,06

Faktor (Geschwindigkeitsverlust) 48 2

Tab. 10: Vergleich der Inhibierung von GgMyosin-5a und DdMyosin-5b im in vitro-Motilitdtsassay durch 10 yM
PBP.

76



Ergebnisse

3.3.2.8. Der Einfluss von Pentachloropseudilin auf die Motoraktivitat

Die Ergebnisse die mit Pentabromopseudilin (PBP) erzielt wurden, rechtfertigten eine Suche nach
weiteren Pseudilin-Derivaten mit gleicher inhibitorischer Wirkung aber mit einer héheren Myosin-
spezifischen Selektivitat. In der Arbeitsgruppe von Prof. Gutzeit (TU Dresden) wurden Uber 200
Verbindungen auf ihre inhibitorische Wirkung tberprift, wobei Pentachloropseudilin (PCP) entdeckt
wurde (Martin et al., 2009). PCP ist sowohl chemisch als auch strukturell ein Analogon zu PBP, wobei
die Brom-Reste des PBP durch Chlor ersetzt wurden. Ahnlich wie PBP wurde PCP erstmals als ein
Antibiotikum aus Actinoplanes-Stamm A/15104 isoliert und zeigt eine toxische Wirkung auf Gram-

positive und -negative Bakterien, Hefen und Dermatophyten (Cavalleri et al., 1978).

In in silico-Docking-Studien konnte fir PCP eine Spezifitat fir Klasse-1 Myosine festgestellt werden
(Chinthalapudi et al., 2009). Diese Selektivitat konnte durch Chinthalapudi et al. (2009) mittels steady-
state-Kinetiken von verschiedenen Dictyostelium-Myosinen der Klasse 1, Klasse 2 und Klasse 5 sowie
zwei Ratten-Klasse-1 Myosinen bestatigt werden. Die Selektivitat sollte in dieser Arbeit im funktionalen

Assay Uberprift werden.

Die Durchfihrung des in vitro-Motilitatsassays erfolgte analog zu den Experimenten mit PBP und
erfolgte mit DdMyosin-1E und -5b und jeweils 10 uM PCP. Fir DdMyosin-5b konnte im Rahmen des
Fehlers keine Inhibierung der Motoraktivitat durch 10 uM PCP festgestellt werden. Bei DdMyosin-1E
reduziert sich die Gleitgeschwindigkeit um Faktor 14 von 0,152 um s™ auf 0,011 um s™ (s. Abb. 40).
Neben der Verlangsamung der Motilitat kann im Verlauf des Experiments ein zunehmender
Filamentverlust an der Deckglasoberflache beobachtet werden. Dieser Effekt wird in Abbildung 40 die
40% geringere Anzahl an Trajektorien nach Zugabe von 10 yM PCP deutlich. Die Parameter aus dem

in vitro-Motilitatsassay mit PCP sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
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Abb. 40: Einfluss von 10 uM PCP auf die Motoraktivitat von nativem DdMyosin-1E im in vitro-Motilititsassay.
Beide Geschwindigkeitsverteilungen wurden innerhalb einer Durchflusszelle durch einen Pufferwechsel generiert.
Das Experiment wurde bei Raumtemperatur (24°C) durchgefiihrt.

In vitro-Motilitatsassay (RT) DdMyosin-1E | DdMyosin-5b
Gleitgeschwindigkeit [0 uM PBP] (um 3'1) 0,152 £ 0,035 0,64 £ 0,05
Gleitgeschwindigkeit [10 M PBP] (ums™) | 0,011 + 0,001 0,6 £ 0,07
Faktor (Geschwindigkeitsverlust) 14 -

Tab. 11: Vergleich der Inhibierung von DdMyosin-1E und DdMyosin-5b im in vitro-Motilitatsassay durch 10 yM
PCP.
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4. Diskussion

4.1. Ein Tyrosin in Schalter-2 vermittelt den Mg?-sensitiven
Mechanismus von hoher und niedriger duty ratio

Schalter-2 bildet zusammen mit Schalter-1 und der P-Schleife die Nukleotidbindungstasche innerhalb
der Myosin-Motordomane. Anhand réntgenkristallografischer Untersuchungen kann man fir Schalter-
1 und Schalter-2 zwischen einer offenen und einer geschlossene Konformation unterscheiden (Fisher
et al., 1995; Reubold et al., 2003). Die Hydrolyse-kompetente Konformation, die die Abspaltung des y-
Phosphats ermdglicht, ist die geschlossene. In dieser Konformation bildet Aminosdure R238 aus
Schalter-1 mit Aminosaure E459 aus Schalter-2 eine Salzbriicke, welche diesen katalytisch aktiven
Zustand stabilisiert (Ruppel & Spudich, 1996; Furch et al., 1999). Es wurde bereits gezeigt, dass
Schalter-2 sowohl an der Hydrolyse als auch an der Produktfreisetzung beteiligt ist (Sasaki et al.,
1998; Furch et al., 1999). Schalter-2 steht durch seine konformationellen Anderungen am Beginn
einer kaskadenartig ablaufenden Reaktion innerhalb der Myosin-Motordomane, die Uber die relay-
Helix und die Konverter-Region letztlich die Bewegung des Hebelarms auslést (Fischer et al., 2005).
Die hochkonservierte Sequenz von Schalter-2 lautet: DI(Y/F/S/A)GFE.

Die duty ratio gibt den zeitlichen Anteil des ATPase-Zyklus an, den sich das Myosin in einem stark
Aktin-gebundenen Zustand befindet. Die duty ratio lasst sich kinetisch Uber die Parameter der
maximalen ATP-Umsatzrate (k.t) im FlieRgleichgewicht, der Geschwindigkeitskonstante der ADP-
Freisetzung aus dem Akto-Myosin-Mg®*-ADP-Komplex (k.xp) und der Geschwindigkeitskonstante der
Isomerisierung des Akto-Myosin-Mg®*-ATP-Komplexes vom stark- zum schwach-Aktin-bindenden
Zustand (k.;) berechnen (Watanabe et al., 2006; Ito et al., 2007). Die entsprechende Formel lautet:
Ttari _ (/K pp) +@A7k,,)

1/ Keat) '

(Tstark: zeitlicher Anteil des ATPase-Zyklus, den sich das Myosin in einem stark Aktin-gebundenen Zustand befindet; Tiar
maximale Aktin-aktivierte ATPase)

duty ratio =

total

Die Wildtypen von DdMyosin-1E und -5b, die ein Tyrosin in der Schalter-2-Sequenz besitzen, wurden
bereits als Mg”-sensitive Myosine charakterisiert (Durrwang et al., 2006; Taft et al., 2008). Unter
hohen freien Mg”-Konzentrationen sind sie durch eine hohe duty ratio gekennzeichnet. Die Wildtypen
von DdMyosin-1B und -2 haben anstatt eines Tyrosins ein Phenylalanin bzw. ein Serin in der Schalter-
2-Sequenz. Beide Myosine werden nicht iiber die Konzentration an freien Mg®*-lonen (Mg i)

reguliert und die Myosine sind durch eine niedrige duty ratio charakterisiert (Tsiavaliaris et al., 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Motoraktivitat von Wildtyp-Myosinen der Klasse 1, Klasse 2 und
Klasse 5 sowie von den entsprechenden Myosinen mit Punktmutationen in Schalter-2 (Y-zu-F und
S/F-zu-Y) mittels in vitro-Motilititsassay und Landeassay charakterisiert. Dabei kam neben
Epifluoreszenz-Mikroskopie auch die hochauflosende totale interne Reflexions Fluoreszenz (TIRF)-
Mikroskopie zum Einsatz. Die Studie, in der variierende physiologische Konzentrationen an freien
Mgz+-lonen eingesetzt wurden, zeigte eindeutig, dass ein Tyrosin in Schalter-2 von Myosinen der

Klasse 1 und Klasse 5 notwendig ist, um eine M92+—Sensitivitét und, damit verbunden, eine hohe duty
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ratio bei hohen Konzentrationen an freien Mg®*-lonen zu generieren. Die Ergebnisse belegen, dass
die Interaktionen von Schalter-2 mit dem Nukleotid und umliegenden Strukturelementen - in
Abhangigkeit einer bestimmten Aminosaure - die duty ratio eines Myosins bestimmen. Somit kann ein
Aspekt des molekularen Mechanismus der duty ratio fir verschiedene Myosin-Klassen definiert

werden.

4.1.1. Y487F in DdMyosin-5b fuhrt zu einer Entkopplung der
ATPase-Aktivitat von der Bewegungsgeschwindigkeit

Die Motilitat von DdMyosin-5b (Y487F) ist identisch mit der Bewegungsgeschwindigkeit des Wildtyp
bei hohen [Mg*Irei (s. Abb. 20 (B)). Dagegen sind die relevanten kinetischen Parameter der Y-zu-F-
Mutante, wie die Geschwindigkeitskonstante der ADP-Freisetzung aus dem Akto-Myosin-ADP-
Komplex, im Bereich der Werte des Wildtyps bei niedrigen [Mg”]m (Diensthuber, 2009). Die
Geschwindigkeitskonstante der ADP-Freisetzung aus dem Akto-Myosin-Mg?**-ADP-Komplex (K.ap)
konnte fiir DdMyosin-5b (Y487F) zu 233 s bestimmt werden (Diensthuber, 2009). Damit ist k_ap der
Y-zu-F-Mutante nahezu identisch mit dem Wert des Wildtypen bei sehr niedrigen [Mg®*Jswei (~ 225 5™,
Taft et al., 2008). Anhand dieser Werte muss man fir DdMyosin-5b (Y487F) eine
Bewegungsgeschwindigkeit im Bereich der maximalen Motilitit des Wildtyps bei niedrigen [Mg®*Jie
erwarten. Durch Untersuchungen an Myosin-2 konnte gezeigt werden, dass ein Aminosaureaustausch
Serin zu Leucin an der nicht-konservierten Position in Schalter-2 zu einer Entkopplung der
mechanischen Aktivitdt von der chemischen Energie des ATP fuhrt (Murphy et al., 2001). Mittels
Experimenten in einer optischen Laserfalle konnte belegt werden, dass die S-zu-L-Mutation in Myosin-
2 zu geringeren Schrittweiten und damit auch zu langsameren in vitro-Motilitaten fiihrt. Murphy et al.
(2001) postulieren, dass die Kommunikation der konformationellen Anderungen innerhalb der
Nukleotidbindungstasche Uber die relay-Region zum Konverter durch die Mutation gestort wird. Die
kinetischen Studien von Murphy et al. (2001) zeigen, dass die ATP-Umsatzrate durch die
Punktmutation unbeeinflusst ist. Eine vergleichbare strukturelle Grundlage fiir die langsame Motilitat

von DdMyosin-5b (Y487F) ist somit anzunehmen.

Mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten funktionalen Analysen wird gezeigt, dass ein Tyrosin in
Schalter-2 von Myosin-1E und -5b aus D. discoideum fiir die Generierung einer Sensitivitat gegenlber
der Konzentration an freien Mg”-lonen und der Generierung einer hohen duty ratio ein kritischer
Faktor ist. Der nicht-konservierte Aminosaurerest in Schalter-2 bestimmt einen Aspekt des
molekularen Mechanismus der duty ratio bei Myosinen aus der Klasse 1 und Klasse 5. Die Aussage
wird durch die Tatsache bekraftigt, das ein Aminosaure-Austausch von F-zu-Y in Schalter-2 von

DdMyosin-1B eine [M92+]f,ei-Sensitivitét fur dieses Myosin im in vitro-Motilitatsassay generiert.
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4.1.2. Strukturelles Modell zur Erklarung des Mg* -sensitiven
Mechanismus von hoher und niedriger duty ratio

Rosenfeld et al. (2005) beschreiben fiir Myosin-5 eine sequentielle Freisetzung von Mg** und ADP
aus dem Akto-Myosin-Mg**-ADP-Komplex. Dabei geht die Dissoziation des Mg?*-lons der Dissoziation
des ADP-Nukleotids voraus. Das Modell von Rosenfeld und Mitarbeitern lasst darauf schlieBen, dass
[Mg*lwei in der Umgebung einen Einfluss auf die Dissoziation des Mg®*-lons aus der
Nukleotidbindungstasche hat. Ein atomares Modell der Nukleotidbindungstasche mit Y-zu-F-Mutation
in Schalter-2, welches in Zusammenarbeit Daniela Kathmann und Dr. Roman Fedorov erstellt wurde,
bestatigt die experimentellen Befunde und gibt strukturelle Details tber die Funktion von Schalter-2 in
Myosinmotoren mit einer hohen duty ratio wieder. Um die Ausrichtung der relevanten Aminosauren
innerhalb der Nukleotidbindungstasche darzustellen, wurde das atomares Modell auf Basis einer
Rontgenkristallstruktur von GgMyosin-5a (Coureux et al.,, 2004) in silico erstellt. Dabei wurde das
Tyrosin an Position 439 durch ein Phenylalanin ersetzt, um anschlieBend die dadurch
hervorgerufenen konformationellen Anderungen uber Kraftfeldkalkulationen zu ermitteln. Das
verwendete Programm fihrt eine Energieminimierung durch, um das energetisch glnstigste
dreidimensionale Modell der Nukleotidbindungstasche darzustellen. Das Modell ist in Abbildung 41

dargestellt.

Abb. 41: Strukturelles Modell der Schalter-2-Region der Motordomé&ne von Myosin-5. Die Grundlage fur das
Modell ist eine Rontgenkristallstruktur von GgMyosin-5a mit dem Nukleotidanalogon Mgz+-ADP-BeF3 (Coureux et
al., 2004). Dargestellt sind die Wechselwirkungen uber Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Y439 (Schalter-
2) mit R219 (Schalter-1) und L243 im Wildtyp von Myosin-5a. Durch die Y439F-Mutation werden diese
Wasserstoffbriickenbindungen aufgelést und es kommt zu konformationellen Anderungen innerhalb der
Nukleotidbindungstasche, die durch die blauen Pfeile verdeutlich werden. Die Koordination des Magnesiums
(Gruner Ball) durch das S218 wird durch diese Konformationsdnderungen geschwéacht. Zur Darstellung des
Modells wurde das Programm ,Pymol“ verwendet.

Im Wildtyp von GgMyosin-5a bestehen zwischen Y439 aus Schalter-2 und R219 aus Schalter-1 sowie
L243 aus dem zentralen B,-Faltblatt Wasserstoffbriickenbindungen. Dadurch werden Schalter-1 und
Schalter-2 mit dem p,-Faltblatt der Myosin-Kernstruktur verknipft und stabilisiert. Der
Aminosaureaustausch von Tyrosin zu Phenylalanin zerstort diese Wasserstoffbriickenbindung. Die

Mutation fuhrt zu einer veranderten Konformation innerhalb der Nukleotidbindungstasche, wobei sich
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Schalter-1 vom Nukleotid entfernt. Die Mg®*-Koordination durch S218 aus Schalter-1 wird durch diese
Konformationséanderung abgeschwacht. Diese Destabilisierung des Akto-Myosin-Mg”-ADP-
Komplexes fiihrt vermutlich zu einer beschleunigten Freisetzung von Mg2+ und folglich von ADP.
Diese Vermutung wird durch Ergebnisse von Rosenfeld et al. (2005) unterstitzt. Weiterhin kann
postuliert werden, dass auch steigende [Mg”]mi nicht mehr zu einer Stabilisierung des Akto-Myosin-
Mg®*-ADP-Komplexes innerhalb der Y-zu-F-Mutante beitragen kénnen und dadurch die
Geschwindigkeitskonstante der Produktfreisetzung unbeeinflusst bleibt. Dies lasst sich durch
Ergebnisse aus den kinetischen Studien der Y-zu-F-Mutanten belegen. Es konnte gezeigt werden,
dass die Dissoziation des ADP aus dem Akto-Myosin-Mg”-ADP-KompIex nicht durch variierende
[Mg**Jrei beeinflusst wird (Diensthuber, 2009).

4.2. Artifizielle Nanomotoren auf Basis eines Klasse-5-Myosins

Die Fahigkeit von molekularen Motoren chemische Energie in mechanische Arbeit und gerichtete
Bewegung umzusetzen, macht diese Proteine prinzipiell zu idealen Nanomotoren fir die
biomechanische Kraftiibertragung in einer kiinstlichen Umgebung (Hess et al., 2004; Sundberg et al.,
2006; Brunner et al., 2007). Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass molekulare Motoren in Form
von ,Nanomaschinen® in artifiziellen Systemen - als lab on the chip-Baustein - zum Einsatz zu
gebracht werden kénnen (van den Heuvel & Dekker, 2007; Goel & Vogel, 2008). Derartige
Nanomaschinen haben ein sehr groRes Potential fur die Anwendung als kontrollierbare
Nanotransporter in Biohybridsystemen. Die Anwendung solcher nanobiotechnologischen Apparaturen
ist allerdings noch stark eingeschrankt. Die Probleme liegen in der Funktionalitat und Steuerung der
artifiziellen Motoren. Weiterhin limitiert die Haltbarkeit der Motorproteine in der kinstlichen Umgebung

deren Einsatz.

Der modulare Aufbau von Myosinen bietet die Mdglichkeit durch gezielte Modifikation von speziellen
Domanen oder den Austausch von funktionalen Untereinheiten Motoren zu entwickeln, die
verbesserte, geanderte oder gar kontrollierbare funktionale Eigenschaften besitzen. Durch den so
genannten protein engineering-Ansatz konnten bereits Myosin-Motoren mit veranderter Aktin-
Gleitgeschwindigkeit, Schrittweite und Bewegungsrichtung generiert werden (Anson et al., 1996; Ruff
et al., 2001; Tsiavaliaris et al., 2004).

4.2.1. Konstruktion eines artifiziellen prozessiven Myosins

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktionalitdt des artifiziellen dimeren Myosin-Motors (M5P)
einleitend durch in vitro-Motilitdtsexperimente Uberprift. Bei der Analyse der Mg”-abhéngigen
Gleitgeschwindigkeiten von M5P im Vergleich mit einem monomeren Konstrukt (DdMyosin-5b) wird
deutlich, dass beide Myosin-Konstrukte durch eine identisches Motilitdtsverhalten bei niedrigen und
hohen freien Mg”-Ionenkonzentrationen ([MgZ+]frei) charakterisiert sind, welches sich in identischen

Aktinfilaments-Gleitgeschwindigkeiten dulRert. Die Inhibierungskonstante im in vitro-Motilitatsassay ist
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fur M5P zu 0,81 mM bestimmt und damit um den Faktor 2 groRer als beim monomeren Konstrukt.
Dies lasst sich durch den Aufbau einer intramolekularen Spannung innerhalb des dimeren Molekiils
erklaren. Eine Zugkraft, die auf ein dimeres Myosin in Laufrichtung einwirkt, beschleunigt die
Freisetzung von ADP aus dem Akto-Myosin-ADP-Komplex (Rosenfeld et al., 2005). Bei Prozessivitat-
Experimenten mit einzelnen Molekiilen kann gleichzeitig eine verlangsamte Produktfreisetzung durch
rickwarts gerichtete Spannung beobachtet werden. Vermutlich wird dieser Effekt im in vitro-
Motilitdtsassay durch eine simultane, koordinierte und vorwérts gerichtete Zugkraft von mehreren
tausend M5P-Molekilen, unterdriickt. Aus diesem Grund werden bei dem dimeren Motor hdhere
[Mg”]m bendtigt, um eine Reduktion der Gleitgeschwindigkeit zu beobachten. Die Vermutung, dass
M5P-Molekile im in vitro-Motilitdtsassay zu einer koordinierten Kraftentwicklung fahig ist, wird auch
durch die Lange der Aktinfilamente im Experiment belegt. M5P-Molekule bewegen Aktinfilamente bis
zu einer Lange von 20 ym. Dagegen verkirzt das monomere Konstrukt - bei gleicher Myosin-
Oberflachenkonzentration - die Aktinfilamente auf weniger als 1 um. Dieser Effekt beruht auf dem
Aufbau von unkoordinierten Spannungen an den Aktinfilamenten, welche letztlich zum Bruch der

Aktinfilamente flhren.

In  vitro-Motilitdts-Experimente geben zwar Aufschluss Uber die Motoraktivitdt und Aktin-
Translokationsfahigkeit von Myosinen konnen aber keine Rickschlisse Uber das prozessive
Verhalten eines Motors geben. Zur Ermittlung von prozessiver Bewegung wurden TIRF-Mikroskopie-
basierte Experimente mit einzelnen Myosinmolekilen durchgefiihrt. Hierbei wurde die Bewegung
einzelner fluoreszenzmarkierter Motoren zeitlich verfolgt. In den Studien wurde, analog zum in vitro-
Motilitatsassay, die [Mg”]mi variiert. Die Prozessivitdt von M5P wurde durch ein Einzelmolekdil-
Experiment belegt. Die [Mgz+]frei in Reaktionspuffer war 5 mM. Bei Experimenten mit einzelnen M5P-
Molekilen, in denen die [MgZ+]f,ei unter der Inhibierungskonstante von 0,81 mM aus dem in vitro-
Motilitatsassay lag, konnte kein prozessives Laufverhalten festgestellt werden. Dies bestatigt die
Ergebnisse aus den Landeassays mit dem monomeren DdMyosin-5b-Konstrukt (vgl. Kapitel 3.1.2.1)
und den kinetischen Untersuchungen von DdMyosin-5b (Taft et al., 2008). M5P ist ein kontrollierbarer
prozessiver Nanomotor, der durch die Variierung von [Mgz+]frei zwischen langsamer prozessiver und
schneller nicht-prozessiver Bewegung umschalten kann. Die prozessive Bewegung von M5P konnte
durch eine weitere Zusammenarbeit mit Dr. Walter Steffen in Experimenten mit einer optischen
Laserfalle bestatigt werden (Amrute-Nayak et al., 2010). In den Studien variierte die Schrittweite von

einzelnen M5P-Molekilen zwischen 4 und 17 nm.

4.2.2. Protein-Engineering-Ansatz zur Herstellung eines Myosins
mit lonenstarke-abhangiger Motoraktivitat

Die Sensitivitat der Myosin-Motoraktivitat gegeniiber [Mg”'Jy fiihrt bei DdMyosin-5b zu einer
Regulation der Prozessivitat. Durch die Einfihrung von sechs GKK-Motiven (K6) in die Myosin-
Oberflachenschleife-2 konnte gezeigt werden, dass sich die Aktin-Affinitdt der Myosine in den
schwach-Aktin-bindenden Zustanden deutlich erhéht ist (Furch et al., 1999, 2000; Yengo & Sweeney,
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2004). Zusatzlich konnte bereits dargestellt werden, dass die Einfihrung der positiven Ladungen in

Schleife-2 zu einer lonenstarke-abhangigen Produktfreisetzung fiihrt (Joel et al., 2003).

In Kooperation mit Daniela Kathmann ist es im Rahmen dieser Arbeit gelungen ein DdMyosin-5b-
Konstrukt mit einer K6-Mutation (M5S) herzustellen. Mit M5S ist es gelungen einen molekularen Motor
zu generieren, dessen Motoraktivitat nicht nur sensitiv gegeniiber [Mg®*Jr;, sondern auch gegentiber
Anderungen in der lonenstarke. In den entsprechenden Experimenten lag Mg”ATP als Substrat
immer in sattigenden Konzentrationen vor. Durch die Erhéhung der positiven Ladungen in Schleife-2
kann die Gleitbewegung der Aktinflamente im in vitro-Motilitdtsassay von 530 nm s” bis zum
vollstandigen Stoppen der Bewegung stufenlos reguliert werden. Unter den Standardbedingungen des
in vitro-Motilitatsassays (40 pM [Mg®'Jwe; 25 mM KCI) ist die Motilitat von M5S im Vergleich zum
Wildtyp um Faktor 6 kleiner. Die verringerte Translationsgeschwindigkeit der Aktinfilamente kdnnte
durch eine verringerte ATP-Umsatzgeschwindigkeit oder eine verlangsamte Freisetzung von ADP aus
dem Akto-Myosin-ADP-Komplex begriindet sein. Neben den kinetischen Begriindungen konnte die
langsame Bewegung auch eine strukturelle Ursache haben. Es ist nicht auszuschlieRen, dass die
Veranderungen innerhalb der Schleife-2 einen negativen Einfluss auf die Hebelarmbewegung haben.
Ein kleinerer Winkel bei der Hebelarmbewegung wirde ebenfalls einen Grund flr eine langsamere

Bewegung der Filamente darstellen.

Die Ergebnisse aus dem in vitro-Motilitatsassay zeigen, dass die [Mg”'Jrei-Sensitivitat auch bei M5S
mit steigenden [Mg®‘Jre zu einer Verlangsamung der Aktinfilament-Gleitgeschwindigkeit fiihrt. Die
steigenden [Mgz+]frei resultieren in einer langeren Verweildauer von M5S im stark Aktin-gebundenen
Zustand. Der lonenstarke-abhangige Effekt der K6-Mutation in Schleife-2 verstarkt diesen stark Aktin-
gebundenen Zustand derart, dass die einzelnen Motordomanen von M5S im in vitro-Motilitdtsassay
nicht mehr produktiv zusammen arbeiten kdnnen. Bei [Mgz+]frei = 1,9 mM und [KCI] = 25 mM stoppt die
Bewegung der Aktinfilamente. Durch eine Erhéhung der lonenstarke im Motilitatspuffer auf [KCI] = 100
mM wird der Einfluss der K6-Mutation aufgehoben und die Aktinfilamente bewegen sich. Eine
Begriindung fiir dieses Verhalten liegt in den elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Aktin und
M5S. Hoéhere lonenstarken unterbinden die durch elektrostatische Krafte vermittelte Interaktion
zwischen M5S und F-Aktin. Der Motor befindet sich zu einem geringeren zeitlichen Anteil in den stark
an Aktin-gebundenen Zusténden. Dies erméglicht den schnellen Ubergang von stark zu schwach
Aktin-gebundenen Zustanden und damit zu einer schnelleren Bewegung. Durch koordinierte
Konzentrationsédnderungen von [M92+]frei und [KCI] ist es mdglich die Motoraktivitat von M5S stufenlos

zu regulieren.

4.3. Der Myosin-Inhibitor Pentabromopseudilin

Myosine spielen eine zentrale Rolle bei den Zytoskelett-vermittelten, zelluldren Prozessen. Kleine
chemische Verbindungen, die selektiv bestimmte Myosin-Isoformen inhibieren, besitzen prinzipiell
eine grole Anzahl zellbiologischer als auch pharmakologischer Anwendungsméglichkeiten. Viele
Myosin-abhangige Prozesse stehen im Zusammenhang mit der Auspragung von teils

schwerwiegenden Krankheiten, wie z. B. Myopathie (Oldfors, 2007). Dadurch stellen Myosine ein
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erstklassiges Ziel dar, wenn diese zellularen Ablaufe durch pharmakologische Substanzen kontrolliert
werden sollen. Bisher sind nur wenige chemische Verbindungen bekannt, die einer solchen
Anwendung gerecht werden. Mit Pentabromopseudilin (PBP) konnte ein neuer Myosin-Inhibitor
identifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Aufklarung des Mechanismus der Inhibierung
beigetragen.

Durch Inhibierungsexperimente der Aktin-aktivierten ATPase von flunf verschiedenen Myosinen zeigte
sich, dass Myosin-5a aus Hihnergehirn mit einer Inhibierungskonstante (ICs,) von 1,2 uM am
starksten durch PBP inhibiert wird. Myosin-5b aus D. discoideum wird &hnlich wie das untersuchte
Klasse-1 und Klasse-2 Myosin mit einem ICso-Wert von 9,4 uM inhibiert. Die Aktin-aktivierte ATPase
von Myosin-5a aus D. discoideum wird deutlich schwacher mittels PBP inhibiert. In diesem Fall liegt
der ICso-Wert bei 143 uM. Der Grad der Inhibierung der drei Myosine aus der Klasse-5 unterscheidet
sich jeweils um eine 10er-Potenz. Generell wurde die maximale ATP-Umsatzrate (k. unter
sattigenden PBP-Konzentrationen fir samtliche untersuchten Myosine um den Faktor >50 inhibiert.
Der sigmoidale Verlauf der PBP-Inhibierung ist fir alle untersuchten Myosine sowohl in An- als auch in
Abwesenheit von F-Aktin zu beobachten. Aus diesem Grund kann eine Inhibierung der Aktin-

aktivierten ATPase durch eine PBP-Aktin-Interaktion ausgeschlossen werden.

Der exakte Mechanismus der PBP-Inhibierung sollte in dieser Arbeit durch umfangreiche
transientenkinetische Studien bestimmt werden. Auf Grund der Verfligbarkeit und der vollstandigen
kinetischen Charakterisierung wurde diese Analyse mit Myosin-5b aus D. discoideum durchgefiihrt.

Die Experimente im stopped flow-Fluoreszenzspektrometer zeigen, dass die ATP-induzierte
Dissoziation des Akto-Myosin-Komplex in Anwesenheit von PBP um den Faktor 4 verlangsamt ist. Der
Dissoziation des Komplexes gehen die ATP-Bindung und die Formation des Myosin-PBP-ATP-
Komplexes voraus. Auch in Abwesenheit von F-Aktin ist die Bindung von Nukleotid an Myosin durch

PBP gestort und dieser Prozess ist von der Konzentration an PBP abhangig.

Aus dem Schema des Akto-Myosin-ATPase-Zyklus in Abbildung 5 geht hervor, dass im Anschluss an
die Dissoziation des Akto-Myosin-ATP-PBP-Komplexes die Hydrolyse folgt. Die Hydrolyse ist der
PBP-sensitivste Schritt im ATPase-Zyklus. 25 uM PBP reduziert die Hydrolysegeschwindigkeit um den
Faktor 10. Dies deutet darauf hin, dass die konformationellen Anderungen innerhalb der
Nukleotidbindungstasche zum Hydrolyse-kompetenten Zustand durch die Inhibitoranwesenheit
erschwert werden. Die verlangsamte ATP-Bindung und -Hydrolyse spiegelt sich auch in den
durchgefiihrten single turnover-Experimenten wider. Die ATP-Hydrolyse ist durch die Plateau-Phase
dargestellt, die bei 50 uM PBP Uber den beobachteten Zeitraum von 300 s nicht mehr beendet wird.

Die folgende Reassoziation an Aktin und die damit verbundene Freisetzung von Phosphat aus dem
Akto-Myosin-ADP-Pi-Komplex sind nicht signifikant durch PBP beeinflusst. Der Geschwindigkeits-
bestimmende Schritt der ATPase von Myosin-5b aus D. discoideum ist die Freisetzung von ADP aus
dem Akto-Myosin-ADP-Komplex. Anhand von zwei unterschiedlichen Messverfahren konnte gezeigt

werden, dass 50 uM PBP diesen Prozess ungefahr um den Faktor 2 verlangsamt.

Die Verlangsamung der ADP-Freisetzung aus dem Akto-Myosin-Komplex sowie die langsamere ATP-
induzierte Dissoziation des Akto-Myosin-Komplexes filhren zu einer Populierung des stark Aktin-

bindenden Zustands. Diese Anhaufung der Myosin-Motordoménen im stark Aktin-gebundenen
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Zustand kann auch als Begrindung fir die Faktor 2 langsamere Gleitgeschwindigkeit der
Aktinflamente im in  vitro-Motilititsassay = herangezogen  werden. Die  Aktinfilament-
Gleitgeschwindigkeit von Myosin-5a aus G. gallus ist mit Faktor 50 deutlich starker inhibiert. Es kann
postuliert werden, dass die Kinetiken der ADP-Freisetzung und des Zerfalls des Akto-Myosin-
Komplexes bei GgMyosin-5a deutlich starker durch PBP beeinflusst werden.

Pentachloropseudilin (PCP) ist ein chemisches und strukturelles Analogon von PBP. In umfangreichen
kinetischen und strukturellen Studien konnte fir PCP eine Selektivitat fur Klasse-1 Myosine festgestellt
werden (Chintalapudi et al., 2009). Die funktionalen Experimente in dieser Arbeit, die fur DdMyosin-1E
eine 14-fach starkere Inhibierung durch PCP zeigen als fliir DdMyosin-5b, unterstiitzen die kinetischen
Daten. Verglichen mit PBP muss fir PCP ein anderer Mechanismus der Inhibierung vorliegen, weil
eine Population von stark Aktin-bindenden Zustanden dem beobachteten Verlust von Aktinfilamenten
an der Deckglasoberflache im in vitro-Motilitatsassay widerspricht. Daher kann vermutet werden, dass
bei der Inhibierung durch PCP vom Myosin ausschliefllich schwach Aktin-bindende Zustande
eingenommen werden. Dieser Effekt ist fir die therapeutische Verwendung eines Myosin-Inhibitors
von Vorteil, weil vermutet werden kann, dass die Populierung von stark Aktin-bindenden Zustanden

wahrend der Inhibierung mit unerwlinschten Nebenwirkungen verbunden ist.
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