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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in einer umfassenden kinetischen Charakterisierung der molekulare
Mechanismus von Myosin-Vb aus dem eukaryotischen Modellorganismus Dictyostelium discoideum
aufgeklédrt werden. Es konnte erstmals gezeigt werden, da3 ein niederer Eukaryot wie Dictyostelium
iiber ein Myosin mit prozessiven Eigenschaften verfiigt. Erginzend konnten existierende kinetische
Modelle zur Prozessivitit von Myosinen bestitigt werden sowie neue Erkenntnisse zur Regulation der
Bewegung und des prozessiven Verhaltens von Klasse V Myosinen gewonnen werden.

Wie fiir alle bislang bekannten prozessiven Klasse V Myosine wird der kinetische Mechanismus von
Dictyostelium Myosin-Vb durch eine hohe Aktin-Affinitét, eine hohe ATP-Hydrolyserate, sowie einen
geschwindigkeitsbestimmenden ADP-Dissoziationsschritt bestimmt. Dariiber hinaus zeigt D.
discoideum Myosin-Vb jedoch die Fahigkeit, zwischen einer schnellen Bewegung und einem Zustand
der Spannungserhaltung umzuschalten, welche durch den EinfluB freier physiologischer
Magnesiumionenkonzentrationen bestimmt wird. Es konnte in einer Reihe von Einzel- und
sequentiellen Mischverfahren gezeigt werden, daB3 hohe Konzentrationen an freien Magnesiumionen
die Verweildauer des Motors in den stark aktinbindenden Zustinden wéhrend eines ATP-Umsatzes
betrachtlich verldngern. Dies fithrt zu einer Erhohung der duty ratio, dem zeitlichen Anteil der Dauer,
die der Motor im stark an Aktin gebundenen Zustand verbringt. Zusitzlich wird die hohe duty ratio
von Myosin-Vb durch eine fiir Klasse V Myosine ungewohnliche kinetische Anpassung erreicht, da es
eine langsame Dissoziationsgeschwindigkeit des Aktomyosinkomplexes durch ATP aufweist.
Umgekehrt ermdglichen niedrige freie Magnesiumionenkonzentrationen Myosin-Vb eine schnelle
Bewegung entlang des Aktinzytoskeletts. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wird postuliert, daf3
Myosin-Vb sich in seiner nativen Form als dimeres Molekiil prozessiv entlang von Aktinfilamenten
bewegen kann. Die in dieser Arbeit vorgestellten kinetischen und biochemischen Untersuchungen
schlieBen eine flexible Ankerfunktion an der kontraktilen Vakuole, dem Lokalisationsort von
Myosin-Vb in D. discoideum, nicht aus. Dazu schaltet Myosin-Vb magnesiumionenabhéngig
zwischen schneller Bewegung und prozessiver Bewegung, die eine dynamische Verankerung
ermdglicht, um. Damit kommt den Myosinen der Klasse V ein erweitertes Aufgabenspektrum zu, das
sich von der etablierten Funktion als Vesikeltransporter abhebt.

Ein regulatorischer Mechanismus der Motordoménenphosphorylierung von Myosinen mittels
Schwerkettenkinasen ist fiir Klasse I und Klasse II Myosine bereits bekannt, fiir Myosine der Klasse V
hingegen noch nicht beschrieben. Erste Hinweise auf eine Motordominenphosphorylierung von
Myosin-Vb  konnten in dieser Arbeit durch Myosin-V-Mutanten, Kinase-Assays und
massenspektrometrische ~ Untersuchungen gefunden werden. Potentielle phosphorylierbare
Aminosaurereste befinden sich demnach im Bereich einer flexiblen Schleife, welche als Bindeglied
zwischen den Aktin- und ATP-Bindungsstellen dient. Es wurde gezeigt, dal mit der Phosphorylierung
Veranderungen der kinetischen Eigenschaften einhergehen. Damit wird eine weitere Form der
Regulation von Klasse V Myosinen ermdglicht, die diese Klasse von Myosinen an die Wege der
Signaltransduktion ankoppelt. Die Untersuchung der Auswirkung von Motordomidnenphos-
phorylierungen wurde auflerdem auf einen bislang noch uncharakterisierten Motor - Myosin-IC -
erweitert. Fiir Klasse I Myosine bestétigt sich, dal Phosphorylierung als ein Ein/Aus-Schalter wirkt.
Weitere Experimente mit Myosin-IC ergaben zudem erste Hinweise, wie das Ein- bzw. Ausschalten
der Motorfunktion auch anders bewerkstelligt werden kann.

AbschlieBend zeigt diese Arbeit durch die erstmalige Identifizierung und Charakterisierung eines
prozessiven Myosins aus Dictyostelium discoideum, dall dieser Organismus seinen Stellenwert als
Modellsystem zu Recht vertritt und gibt AnlaB3, die grundlegenden molekularen Mechanismen von
Myosinen auch im zelluldren Kontext zu studieren.

Schliisselworter: Myosin, Kinetik, Prozessivitit



Abstract

During my Ph.D. work I performed a complete kinetic characterization of myosin-Vb from the
eukaryotic model organism Dictyostelium discoideum to unravel the regulation and molecular
mechanism. The results clearly demonstrate that Myosin-Vb is the first class V myosin from a lower
eukaryote, which is kinetically equipped to move processively along actin filaments. In addition,
established kinetic models describing the mechanism of processivity have been proven and new
insights into the mechanism of movement and regulation of processivity of class-V myosins have been
achieved.

Comparable to all processive class-V myosins characterized so far, the kinetic mechanism of
Dictyostelium myosin-Vb is mainly determined by a high actin affinity, a fast ATP hydrolysis rate and
a slow, rate-limiting ADP dissociation. In addition, D. discoideum myosin-Vb displays the ability to
switch between fast movement and tension-bearing states. This feature is triggered by free magnesium
ions at concentrations within the physiological range. By a series of single- and sequential-mixing
experiments it was shown that high concentrations of free magnesium ions considerably extend the
time the motor spends in the strongly actin bound states within a single ATP turnover. This results in
an increase of the duty ratio, which defines the fraction of time the motor spends in the strongly actin
bound states. Furthermore, the high duty ratio of myosin-Vb is achieved by a kinetic adaptation that is
unusual for class-V myosins as it displays a slow dissociation rate of the actomyosin complex by ATP.
Contrary, low concentrations of free magnesium ions enable myosin-Vb to move rapidly along the
actin cytoskeleton. Based on these results it is postulated that as a native, dimeric molecule myosin-Vb
is capable of moving processively along actin filaments.

The results of the kinetic and biochemical investigations presented in this work give evidence for a
possible role of myosin-Vb to function as a flexible anchor at the contractile vacuole system, where it
is localized within D. discoideum. At the contractile vacuole, myosin-Vb may switch between strong
and weak actin bound states in order to achieve a dynamic integration of the contractile vacuole
system. Accordingly, class V myosins do not only fulfill the established function to be vesicle
transporters but seem to have a broader range of tasks within the cell.

A regulatory mechanism such as myosin motor domain phosphorylation by myosin heavy chain
kinases has been well characterized by class I myosins but is still elusive for class V myosins. In this
work, first indications for a motor domain phosphorylation have been found by a combined approach
of myosin-Vb mutant analyses, kinase-based assays and investigations by mass spectrometry. Possible
phosphorylation sites are located within a flexible loop (so-called Loop-1) that connects the actin- and
ATP-binding sites. It has been shown that phosphorylation leads to changes in the kinetic properties.
This provides another mode of regulation of class V myosins and connects this class of myosins
directly to signal transduction pathways. Furthermore, the investigation of the effect of motor domain
phosphorylation was extended to a motor not characterized so far, myosin-IC. As observed for other
class I myosins, motor domain phosphorylation acts in case of myosin-IC as well as an on/off-switch
of the motile activity. In addition, experiments with myosin-IC constructs that varied in length of their
motor domain gave first indications for an additional mechanism of on/off switching.

In summary, this work describes the first identification and characterization of a processive myosin in
Dictyostelium discoideum. This leads to the conclusion that the position of this organism as a model
system is absolutely justifiable and gives reason to study the fundamental molecular mechanisms of
myosins within the cellular context.

keywords: myosin, kinetics, processivity
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Molekulare Motoren

Es gibt drei Klassen von molekularen Motoren, die fiir Bewegungsvorginge in der Zelle
zustdndig sind: Myosine, Dyneine und Kinesine. Diese arbeiten alle nach dem gleichen,
grundlegenden Mechanismus: Sie bauen enzymatisch das Energiedquivalent ATP ab und
konvertieren die Energie, die aus der Hydrolyse resultiert, in gerichtete Bewegung entlang
von Proteinfilamenten des Cytoskeletts. Dynein und Kinesin interagieren dabei mit
Mikrotubuli, wahrend sich Myosin entlang von filamentdsem Aktin bewegt [Vale, 1987;
Milligan und Flicker, 1987]. Motorproteine sind an zelluldren Prozessen wie Organell- und
Membrantransport, der Chromosomentrennung bei der Zellteilung, der Zellbewegung, der
Verdnderung oder Stabilisierung der Zellgestalt, der Signaliibertragung innerhalb der Zelle,
dem Schlagen von Cilien und eukaryotischen Flagellen sowie an der Muskelkontraktion
beteiligt [Vale und Milligan, 2000].

Das Myosin aus der Muskulatur diente mehrere Jahrzehnte lang als Modellsystem, um die
Entstehung von Bewegungen zu beschreiben. Weitere Einsichten in die Evolution und die
Funktionsweise von Myosinen wurden durch die Entdeckung einer groflen Anzahl an
weiteren Myosingenen gewonnen. Im Menschen wurden 39 Myosingene aus mindestens elf
unterschiedlichen Klassen gefunden, der Modellorganismus Maus verfiigt iber 26 Myosine
aus sieben Klassen, die Fliege besitzt mindestens 11 Myosingene aus neun Klassen, in C.
elegans sind es 17 Myosine aus sieben Klassen. D. discoideum exprimiert 13 Myosine aus
fiinf Klassen und selbst S. cerevisiae produziert fiinf Myosine aus drei verschiedenen Klassen.

Mutationen in vielen dieser Gene fithren beim Menschen zu schwerwiegenden Krankheiten.
So ist die familidire hypertrophe Kardiomyopathie eine genetisch bedingte
Herzmuskelerkrankung mit regionaler oder diffuser Myokardverdickung, die zu Herzversagen
und plotzlichem Tod fithren kann. Die Krankheit resultiert aufgrund eines Gendefektes in
Form von Punktmutationen in der B-kardialen Isoform von Myosin-II [Bonne et al., 1998].
Eine weitere Krankheit, das Griscelli Syndrom Typ 1, welches zu einer Hypomelanose
(Depigmentierung) mit einhergehenden priméren neurologischen Defekten fiihrt, wird durch
Mutationen im Myosin-Va-Gen hervorgerufen [Menasche et al., 2002]. Punktmutationen in
den Genen fiir Myosin-VI und Myosin-VIIA fiihren innerhalb der ersten Lebensjahre zu
Taubheit und Stérungen des Gleichgewichtssinnes [Melchionda et al., 2001; Tamagawa et al.,
2002]. Dariiberhinaus spielen Mutationen in den Genen von Nicht-Muskel Myosin-IIA und
Myosin-IIB eine Rolle in der Entstehung und Progression von Tumoren [Betapudi et al.,
2006].

Die Moglichkeit, verschiedene Myosine aufgrund ihrer Funktionalitit zu klassifizieren, bietet
einen wertvollen Ansatz, die grundlegenden molekularen Mechanismen von
myosinabhdngigen Prozessen innerhalb der Zelle genauer zu verstehen. Dies liefert wichtige
Erkenntnisse fiir neue therapeutische Ansédtze zur Behandlung neurodegenerativer und
kardiovaskuldrer Krankheiten. Die strukturelle und funktionelle Charakterisierung von
Myosinen ist also fiir das Grundverstindnis der elementaren Mechanismen von
Kraftentwicklung und Bewegung sowie fiir die Erforschung bestimmter Krankheitsbilder
unerldBlich.

Fiir die funktionelle Charakterisierung sind neben den kinetischen Verfahren in den letzten
Jahren vermehrt neue Methoden zur Analyse von molekularen Motoren auf
Einzelmolekiilebene entwickelt worden, die es erlauben, die Kraftentwicklung und Bewegung
einzelner Myosine direkt zu messen. Viele dieser Techniken, die ihre Anwendung auch in
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anderen Forschungsbereichen gefunden haben, wurden anhand von Kinesinen und Myosinen
etabliert. Dazu gehdren die optischen Laserfallen, Einzelmolekiil-Fluoreszenzmessungen,
sowie verschiedene Arten hochauflésender Fluoreszenzmikroskopie [Steffen und Sleep, 2004;
Dantzig et al., 2006].

Die Grundlage der Charakterisierung eines molekularen Motors wie Myosin bildet die
kinetische Beschreibung der einzelnen Schritte der ATPase-Reaktion wihrend der Interaktion
mit Aktin. Dadurch lassen sich Modelle zur Beschreibung der funktionalen Mechanismen von
Myosinen aufstellen, die mit Hilfe von strukturellen und direkten funktionalen
Untersuchungen erginzt werden konnen.

1.2. Die Familie der Myosine

Myosine bilden eine grole Familie von Motorproteinen, die alle eine katalytische
Motordoméne besitzen, die ATP hydrolysiert und die daraus gewonnene Energie in eine
gerichtete Bewegung entlang von filamentosem, polarem Aktin (F-Aktin) umsetzt. Diese
Motordoméne ist innerhalb der Familie hochkonserviert. Sie dient auch zur Einteilung der
Myosine in verschiedene Klassen. Mittlerweile unterscheidet man 24 verschiedene
Myosinklassen, die in weitere Unterklassen unterteilt sind [Foth et al., 2006]. Abbildung 1.1
stellt eine auf Proteinsequenzhomologie basierende, neuere Klassifizierung der Myosine
anhand eines phylogenetischen Baumes dar.
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Abb. 1.1: Die Myosin Superfamilie [Foth et al., 2006]. Phylogenetischer Stammbaum nach Sequenzvergleich
der Motordoméanen von 267 Myosinen aus 24 Klassen.
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Dieser beruht auf einer phylogenetischen Untersuchung unter Einbeziehung vieler neu
entdeckter Myosingene und beriicksichtigt neben der Architektur der Proteindoménen auch
spezifische Aminosdurepolymorphismen. Das zuerst entdeckte Myosin ist das doppelkopfige
Muskelmyosin. Es gehort mit einigen anderen Nicht-Muskel Myosinen zu Klasse II, welche
auch als konventionelle Myosine bezeichnet werden (im Stammbaum hellgriin). Innerhalb
dieser Klasse ist die Myosinklasse XVIII positioniert, deren Linie aus der Myosin-II Klasse
hervorgeht, dann aber divergiert. Es ist jedoch anzunehmen, dal} die Mitglieder dieser Klasse
XVIII aus einem gemeinsamen Vorldufer mit Myosin-II hervorgehen [Foth et al., 2006]. Alle
anderen Mitglieder der Myosinfamilie werden zu den unkonventionellen Myosinen gezéhlt.
Die zuerst entdeckten unkonventionellen Myosine wurden in Klasse I zusammengefal3t
[Pollard und Korn, 1973]. Neuere Klassen unkonventioneller Myosine werden fortlaufend
numeriert (IIL, IV, V ...).

Alle Myosine bestehen aus drei Doménen, die unterschiedliche Funktionen haben. Die
Kopfdomine enthilt die Bereiche fiir die Wechselwirkung mit Aktin und Nukleotid; sie ist in
der Lage, aus chemisch gewonnener Energie durch eine Reihe von konformationellen
Umwandlungen und rigid body-Bewegungen Kraft zu generieren und wird deshalb auch
Motordoméine genannt. An diese schlieBt sich eine Nackendomédne mit einer
unterschiedlichen Anzahl von Bindungsstellen fiir leichte Ketten (Light Chain Binding
Domain, LCBD) an. Die Leichte-Ketten-Bindungsstellen beinhalten ein typisches
sogenanntes 1Q-Motiv [Cheney und Mooseker, 1992]. Die Konsensus-Sequenz des IQ-
Motives lautet (I/x)Qxx(Y/F/W)Rx(Y/F/W)xx(R/x) und konnte durch umfangreiche
Sequenzanalysen von iiber 1700 Myosin-Motordomédnen detailliert beschrieben werden
[Kollmar, 2006].

Die an diese 1Q-Motive bindenden leichten Ketten sind Calmoduline oder Calmodulin-
dhnliche Aminosdurenketten. Bislang sind nur wenige leichte Ketten charakterisiert worden.
Je nach Klasse variiert die Anzahl, Sequenz und Struktur der LCBDs; die assoziierten leichten
Ketten stabilisieren den Nackenbereich und haben unter anderem regulatorische Funktion fiir
die ATPase-Aktivitit der Myosine [Bahloul et al., 2004; Bihler und Rhoads, 2002]. Die
darauf folgende Schwanzregion ist ebenso klassenspezifisch ausgeprigt [Oliver et al., 1999].
Bei Myosinen, in denen Regionen vorliegen, die superspiralisierte Strukturen ausbilden
konnen, besteht die Moglichkeit der Dimerisierung zu doppelkopfigen Myosinen. Die
superspiralisierten Schwanzregionen konventioneller Myosine formen in vitro und in vivo
Filamente, da sich diese ca. 1000 Aminosduren langen, hydrophoben Bereiche in
physiologischer Umgebung aneinanderlagern und stabile Filamente ausbilden [Sellers, 2000].
Fiir einige Nicht-Muskel-Myosine wird liber bestimmte Interaktionsdominen (z.B. SH3-
dhnliche Doménen) in der Schwanzregion die Spezifitit des Transporters bestimmt [Ma et al.,
2001; Tuxworth und Titus, 2000; Mermall et al., 1998].

In der vorliegenden Arbeit wurden die kinetischen und funktionalen Eigenschaften von zwei
Myosinen aus der sozialen Amobe Dictyostelium discoideum, die als eukaryotischer
Modellorganismus fiir zahlreiche Gebiete der Grundlagenforschung dient, untersucht. D.
discoideum exprimiert 13 Myosine, darunter eines der Klasse II. Anhand von Myosin-II
knock-out-Zellen konnten De Lozanne und Spudich zeigen, dal es beim Aufbau des
Zytoskeletts wichtige Aufgaben fiir die Aufrechterhaltung der Zellstruktur ibernimmt, da bei
diesen Zelllinien Zellteilung, Chemotaxis und die Entwicklung in Suspensionskultur stark
beeintrachtigt sind [De Lozanne und Spudich, 1987]. D. discoideum besitzt weiterhin zwei
unkonventionelle dimere Myosine (im Stammbaum gestrichelte Linien, MyoJ und MyoH),
die bis vor kurzem der Klassen V (violett) bzw. der Klasse XI (hellgriin) zugeordnet wurden.
In Klasse XI sind dimere Pflanzenmyosine gruppiert, die einen dhnlichen Aufbau wie Klasse
V Mpyosine haben und am nichsten mit diesen verwandt sind. Nach neueren multiple
sequence alignments von iiber 1700 Myosin-Motordoménen unter Zuhilfenahme bekannter
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struktureller Motive wurde MyoH als Myosin-Va und das in dieser Arbeit untersuchte MyolJ
als Myosin-Vb klassifiziert [Kollmar, 2006]. Ein schematischer Uberblick zum Aufbau der
Myosine verschiedener Klassen ist in Abbildung 1.2 gegeben.

RN N

Abb. 1.2: Schematische Darstellung von einigen Myosinen der Klassen I, II, V, VI, VII und IX. Dargestellt sind
die Motordoménen (grau), die Nackendoméinen mit den daran gebundenen leichten Ketten (hellgrau) sowie
superspiralisierte Dimerisierungsdoménen. Myosin-II bildet bipolare Filamente aus, Myosin-V -VI und -VII
konnen als Dimere vorliegen, Myosin-I und -IX sind Monomere. Auler Myosin-II haben die Myosine aller
gezeigten Klassen globuldre Bereiche in der Schwanzregion (iiberarbeitet nach [Mermall et al., 1998]; weitere
Erlduterungen im Text).

Die einzelnen Myosinklassen unterscheiden sich teilweise erheblich in ihren Schwanz- und
Nackenregionen, wodurch die besonderen Funktionen der jeweiligen Myosinisoform in der
Zelle definiert werden. Die Myosinklasse I (im Stammbaum rosa dargestellt) besteht aus einer
Vielzahl von monomeren Myosinen, die eine konservierte Motordomine, eine Nackendoméne
mit Bindungsstellen fiir eine bis sechs leichte Ketten sowie eine kurze, basische
Schwanzdoméne zur direkten Bindung an Membranen aufweisen. Diese Klasse 146t sich in
vier Unterklassen aufteilen (Ia, IB, IC und Iy), wobei die Unterklasse IC, die auch ,amoeboid’
genannt wird, die Myosine mit lingerem Schwanzbereich und einer SH3 Doméne enthilt
[Pollard et al., 1991; Coluccio, 1997; Barylko et al., 2000]. Im Gegensatz zu Myosin-II
besitzen Klasse-I Myosine eine verkiirzte N-terminale Doméne. Sie werden in vielen
verschiedenen Organismen vom Einzeller bis zum Menschen gefunden und sind an Prozessen
wie Organell- und Membrantransport, Endo- und Exocytose, Aufrechterhaltung der
Zellstruktur sowie Signaltransduktion beteiligt [Soldati et al, 1999]. Das erste
unkonventionelle Myosin, das isoliert wurde, war Myosin-I aus der Amobe Acanthamoeba
castellanii [Pollard und Korn, 1973]. Sieben der 13 Myosine aus D. discoideum gehoren zur
Klasse I (Myosin-IA bis Myosin-IF und Myosin-IK). Dies spiegelt die wichtige Rolle von
Klasse I Myosinen bei Prozessen der Membrandynamik und der Organisation des
Zytoskeletts wieder. Eine Besonderheit der Klasse I Myosine aus D. discoideum, S. cerevisiae
und A. castellanii ist ihre Regulation durch Phosphorylierung der Motordoméne (vgl. Kapitel
1.4.3.) [Brzeska und Korn, 1996; Yamashita und May, 1998; Grosshans et al., 2006].

Die in den letzten Jahren neben Myosin II am intensivsten untersuchten Myosine sind die
Mitglieder der Klasse V (im Stammbaum Abb. 1.1 violett). Thre strukturelle, kinetische und
funktionale Charakterisierung ist Gegenstand zahlreicher aktueller Forschungsprojekte, aus
denen Erkenntnisse gewonnen werden, die das Verstindnis der Funktionsweise aller
Myosinklassen vertiefen. Klasse V Myosine sind dimere Myosine mit zwei identischen
Motordominen, Nackendoménen mit sechs (bei D. discoideum Myosin-Va sind es nur fiinf)
IQ Motiven, die als Bindungsstellen fiir Calmodulin dienen, sowie einer Schwanzdoméine mit
superspiralisierten Bereichen, die der Dimerisierung dienen. Am carboxyterminalen Ende
besitzen sie eine globuldre Domaéne, die in Wirbeltierzellen mit Organellen wie Melanosomen
und Endosomen interagiert. Dadurch ist Myosin-V in der Lage, diese Vesikel zu
transportieren [Cheney und Mooseker, 1993; Wu et al., 2002; Rodriguez und Cheney, 2002].
Diese Interaktion geschieht indirekt iiber die G-Proteine Rablla und Rab27a oder
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Melanophilin [Wu et al., 2002; Hammer und Wu, 2002; Langford, 2002]. Mit Hilfe der
Kristallstruktur der globuldren Schwanzdoméne von Myosin-V aus Hefe wurden zwei
konservierte Oberfldchenbereiche als Bindungsdoménen fiir Vakuolen und sekretorische
Vesikel identifiziert [Pashkova et al., 2006].

Viele Mitglieder dieser Myosinklasse wie G. gallus Myosin-Va, M. musculus Myosin-Va und
humanes Myosin-Vb haben die besondere Eigenschaft einer hohen Verweildauer (duty-ratio)
am Aktinfilament im stark gebundenen Zustand, das heiflt, die einzelnen Myosinkdpfe
befinden sich die ldngste Zeit des ATPase-Zyklus im stark aktingebundenen Zustand [De La
Cruz et al., 1999; Wang et al., 2000;Watanabe et al., 2006]. Fiir einige Vertreter dieser Klasse
wie G. gallus Myosin-Va und M. musculus Myosin-V wurde gezeigt, da3 sie sich in einem
hand-over-hand Mechanismus fiir viele aufeinanderfolgende Schritte entlang eines
Aktinfilamentes bewegen konnen, ohne von diesem zu dissoziieren [Mehta et al., 1999;
Walker et al., 2000; Veigel et al, 2002; Yildiz et al., 2003]. Diese Eigenschaft wird
Prozessivitit genannt (siehe Kapitel 1.4.2.); sie ermdglicht den effektiven Transport eines
Vesikels iiber eine langere Distanz (um) mit Hilfe eines einzelnen Myosin-V-Molekiils. Im
Gegensatz dazu binden nichtprozessive Myosine wie Myosin-II aus dem Skelettmuskel an das
Aktinfilament, fithren einen Schritt aus und dissoziieren dann schnell.

Fiir einige Myosine der Klasse V wird aufgrund von experimentellen Befunden postuliert, daf3
sie in Folge einer niedrigen duty ratio zu keiner prozessiven Bewegung befahigt seien [Toth
et al., 2005; Reck-Peterson et al., 2001]. Diese Studien konnen Prozessivitit fiir die
untersuchten Klasse V Myosine aus S. cerevisiae allerdings nicht ausschliefen. In
Experimenten mit Chiméren aus Motordoménen dieser putativ nichtprozessiven Myosine mit
den Nacken- und Schwanzdominen von prozessiven Myosinen konnte fiir die Chiméren
Prozessivitit nachgewiesen werden [Krementsova et al., 2006]. Daher stellt sich in diesem
Zusammenhang die Frage, welche Parameter, sowohl kinetischer als auch struktureller Natur,
mafgeblich fiir prozessives Verhalten von Myosinen sind.

D. discoideum exprimiert zwei Myosine der Klasse V: Myosin-Va und das in dieser Arbeit
untersuchte Myosin-Vb. Bisher konnten innerhalb der Klasse V nur fiir Myosine aus
Wirbeltieren die Voraussetzungen fiir Prozessivitit nachgewiesen werden (Klasse V Myosine
aus G. gallus, M. musculus und H. sapiens). Es gibt noch keine eindeutigen Hinweise auf
Prozessivitit von Klasse V Myosinen aus niederen Eukaryoten wie S. cerevisiae oder D.
discoideum.

Myosine der Klasse VI werden in hoheren Eukaryoten ubiquitdr exprimiert und spielen dabei
eine besondere Rolle bei vesikulirem Membrantransport, der Clathrin-vermittelten
Endozytose, der Zellmigration und der Mitose [Sellers, 2000; Self et al., 1999; Buss et al.,
2001; Roberts et al., 2004]. Im Gegensatz zu den meisten anderen Myosinen bewegen sich
Mitglieder dieser Klasse entlang eines bipolaren Aktinfilamentes nicht in Richtung des (+)-
Endes, sondern ,riickwirts’ in Richtung des (-)-Endes [Wells et al, 1999] (vgl. Kapitel
1.4.4.).

Da Myosin-VI im Bereich der Schwanzdoméne Regionen enthilt, die aufgrund der Sequenz
superspiralisierte Strukturen ausbilden konnen, wird angenommen, dall es in der Zelle als
Dimer vorliegt. Fiir die funktionale Charakterisierung von Myosin-VI wurde ein Konstrukt
eingesetzt, bei dem die Dimerisierung durch Einflihrung eines Leucin-zippers stabilisiert
wurde. Fiir diese Konstrukte wurde eine prozessive Bewegung entlang von Aktinfilamenten
mit einer Schrittlinge von 30 nm nachgewiesen [Rock et al., 2001; Nishikawa et al., 2002].
Neuere Untersuchungen mit rekombinantem, nicht verkiirztem Myosin-VI ohne artifizielle
Dimerisierungsdomine, die unter anderem auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen
basieren, haben gezeigt, dal dieses als Monomer vorliegt [Lister et al, 2004]. Durch
Initiierung der Dimerisierung liber die Bindung der Monomere an Aktin oder Antikorper
wurde allerdings prozessives Verhalten als Dimer nachgewiesen [Park ef al., 2006]. Eine
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neue, genauere Analyse der in vivo Funktion mit FRET-Messungen hat gezeigt, da3 Myosin-
VI in der Lage ist, je nach Aufgabe und Umgebung als Monomer oder — an endozytotischen
Vesikeln — als prozessiver, dimerer Motor zu existieren [Altman et al., 2007]. Kiirzlich wurde
fiir ein dimerisiertes, liber einen Leucin-zipper stabilisiertes Myosin-VI ein besonderer
kinetischer Mechanismus zur Koordinierung der zwei Myosinkdpfe bei der prozessiven
Bewegung beschriecben [Sweeney et al., 2007]. Aufgrund der umgekehrten
Bewegungsrichtung unterscheidet sich diese grundlegend von dem eines Myosin-V Dimers,
weil hier nicht die Produktfreisetzung nach der Hydrolyse des ATP, sondern die Bindung des
ATP an den Aktomyosinkomplex fiir beide Myosinképfe unterschiedlich ist. Mechanistisch
betrachtet ist die Bindung von ATP an den vorderen Kopf unmittelbar nach Freisetzung von
ADP durch interne Spannung blockiert, wahrend fiir Klasse V Myosine die ADP-Freisetzung
durch einen nicht vollstindig ausgefiihrten Kraftschlag blockiert ist. In D. discoideum existiert
kein Klasse VI Myosin. Wenn es fiir eukaryotische Organismen vorteilhaft ist, einen fiir den
rickwirts gerichteten Transport geeigneten Motor im Myosin-Repertoire zu haben, so kann
vermutet werden, daB in D. discoideum ein anderes Myosin diese Aufgabe iibernimmt.

Myosin-VII wurde in einer Reihe von Organismen wie D. discoideum, Drosophila
melanogaster oder in Sidugetieren gefunden und ist in Prozessen der Endozytose und
Zelladhdsion involviert [Wang et al., 2007; Tuxworth et al., 2005; Tuxworth et al., 2001;
Mermall et al., 1998]. Myosin-VII besitzt im Bereich der Nackendoméine fiinf IQ Motive, an
die leichte Ketten und/oder Calmodulin binden kénnen. Im Schwanzbereich befinden sich
Bereiche, die superspiralisiert sein konnen und somit eine Dimerisierung ermdoglichen
wirden; dies konnte allerdings fiir ein endogenes Myosin-VII noch nicht gezeigt werden.
Klasse VII Myosine aus D. melanogaster und M. musculus haben eine hohe duty ratio, sie
befinden sich die ldngste Zeit des ATPase-Zyklus im stark aktingebundenen Zustand [Yang ef
al., 2005; Henn und De La Cruz, 2005, Watanabe et al., 2006]. Daher haben sie die
Voraussetzung filir prozessives Verhalten als Dimer, was fiir Myosin-VIla aus D.
melanogaster, bei dem die Dimerisierung mit Hilfe eines Leucin-zippers stabilisiert wurde,
bereits nachgewiesen wurde [Yang et al., 2006]. Die kinetischen Voraussetzungen fiir die
Prozessivitit von Klasse-VII Myosinen sind dhnlich denen von Myosin-V: Sie besitzen eine
hohe duty-ratio. Diese resultiert aus einer langsamen und geschwindigkeitsbestimmenden
Freisetzung des Hydrolyseproduktes ADP. Dariiber hinaus weisen Klasse-VII Myosine auch
in Anwesenheit von ADP eine hohe Aktinaffinitét auf.

Myosine der Klasse IX weisen in Struktur und Funktion viele bemerkenswerte Unterschiede
zu den anderen bisher beschriebenen Myosinklassen auf. Myosin-IX wurde in Wirbeltieren
und Wirbellosen nachgewiesen. Die am besten untersuchten Vertreter dieser Klasse sind R.
norwegicus Myosin-IXb sowie humanes Myosin-1Xa und -IXb [Behment et al., 1994; Béhler,
2000; Nalavadi et al., 2005]. Klasse IX Myosine sind monomer und tragen in ihrer
Schwanzdoméne eine GAP (GTPase aktivierendes Protein) Doméne, die strukturell den G-
Proteinen der Rho Familie #hnelt. Somit scheinen Myosine dieser Klasse nicht nur
Transporter fiir Organellen oder andere Proteine zu sein, sondern bewegen sich auch zu
Zellbereichen, in denen eine Herabregulierung Rho-abhingiger Signaltransduktionswege
notig ist [Bahler, 2000; Mermall et al., 1998]. Strukturell auffillig ist ein erweiterter
aminoterminaler Bereich sowie eine Erweiterung im Bereich der Aktinbindungsdoméne.
Untersuchungen zum Mechanismus eines verkiirzten, rekombinanten Myosin-IX Konstruktes
haben Hinweise fiir prozessive Bewegung geliefert [Inoue ef al., 2002]. Da es sich jedoch um
ein monomeres Myosin handelt, muf3 sich die Funktionsweise der prozessiven Bewegung
grundsétzlich von der eines dimeren Klasse V Myosins unterscheiden. Kinetische
Untersuchungen haben gezeigt, dal Myosin-IX eine niedrige ADP-Affinitdt aufweist und die
ADP-Freisetzung, anders als bei Myosin-V, nicht geschwindigkeitsbestimmend ist [Nalavadi
et al., 2005]. Der Schritt der ATP-Hydrolyse oder einer nachfolgenden Isomerisierung ist
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dagegen langsam und geschwindigkeitsbestimmend. Mechanistisch wurde vermutet, daf3 die
grole Erweiterung im Aktinbindungsbereich als eine Art Anker oder ,Feder’ dient, der die
Motordoméne von Myosin-IXb bei der Diffusion zur néchsten Bindungsstelle am
Aktinfilament hilt und eine vollstindige Dissoziation verhindert [Nishikawa et al., 2006].
Dies konnte bisher nicht durch weitere Studien belegt werden. Es wurde auflerdem gezeigt,
daf} sich dieses verkiirzte, rekombinante Myosin-IX in Richtung des (-)-Endes entlang von
Aktinfilamenten bewegt. Eine neuere Studie hingegen liefert Hinweise, dal3 sich endogenes
Myosin-I1Xb, das die gesamte Schwanzregion mit der GAP Domine enthélt, in Richtung des
(+)-Endes von Aktinfilamenten bewegt [O’Connell und Mooseker, 2003]. Aufgrund dieser
unterschiedlichen Befunde ist nicht auszuschlieBen, dal die Schwanzdoméine eine
regulatorische Funktion fiir die Bewegungsrichtung von Myosin-IX ausiibt.

Eine systematische Untersuchung der funktionalen, kinetischen und strukturellen
Eigenschaften der oben vorgestellten Myosinklassen hilft dabei, die funktionelle Vielfalt
dieser Motoren trotz ihrer hohen strukturellen Konserviertheit zu verstehen.

1.3. Strukturelle Konserviertheit innerhalb der Myosinklassen

Die Primérsequenzen der Motordoméinen von Myosinen weisen eine sehr hohe Varianz auf
(vgl. [Foth et al., 2006]). Trotz der sequentiellen Unterschiede sind alle bisher ermittelten
dreidimensionalen Strukturen der Myosin-Motordoménen sehr &hnlich aufgebaut. Die
Varianz in der Primérsequenz fiihrt hauptsdchlich zu Unterschieden im Bereich der
nukleotidkoordinierenden und an der Aktinbindung beteiligten Regionen. Dadurch werden
diese Molekiilbereiche an die speziellen Aufgaben eines bestimmten Myosins angepalit [Vale
und Milligan, 2000]. So sind Unterschiede in einzelnen Aminosduren, der Sequenz und
Ausdehnung einiger Oberflichendoménen sowie Splicevarianten, ausreichend, um die grof3e
funktionale Vielfalt der Myosine zu ermdglichen.

Die erste Struktur eines Myosinmolekiils, die gelost werden konnte, war die des S1-
Fragmentes von Myosin II (Motordomédne mit Nackendomédne und zwei daran gebundene
leichte Ketten) aus dem Skelettmuskel vom Huhn [Rayment et al., 1993]. In den folgenden
Jahren wurde die Kiristallstruktur der Motordomédne von Myosin-II aus D. discoideum
nukleotidfrei und als Nukleotidkomplexe aufgeklart [Smith und Rayment, 1995; Gulick et al.,
1997; Bauer et al., 1997, Reubold et al, 2003]. Weiterhin wurden die Strukturen von
konventionellem Myosin aus der Muschel und aus der glatten Muskulatur von Wirbeltieren
gelost [Dominguez et al., 1998; Houdusse et al, 1999; Houdusse et al., 2000]. Mit der
Struktur von D. discoideum Myosin-IE steht auch die atomare Struktur eines
unkonventionellen Klasse I Myosins zur Verfiigung [Kollmar et al., 2002]. Die Struktur von
G. gallus Myosin-Va wurde in nukleotidfreiem Zustand sowie im Komplex mit ADP-BeFy
und ADP gelost, wobei fiir die Kristallisation des nukleotidfreien Zustandes ein Konstrukt
verwendet wurde, das nicht nur die Motordoméne, sondern auch die Nackendoméne mit dem
ersten IQ-Motiv und der daran gebundenen essentiellen leichten Kette umfaB3t [Coureux et al.,
2003; Coureux et al., 2004]. Auch die atomare Struktur von Myosin-VI im nukleotidfreien
Zustand wurde aufgekldrt. Es wurde die Struktur der Motordoméne allein und die von
Konstrukten mit einem oder beiden 1Q-Motiven und daran gebundenem Calmodulin geldst
[Menetrey et al., 2005]. Alle Motordoménen zeigen dabei einen prinzipiell &hnlichen Aufbau.
Die Hauptunterschiede liegen einerseits in flexiblen Oberflachenschleifen, die in der Lange,
Ladung und Aminosdurezusammensetzung variieren. Weitere Abweichungen gibt es in den
Aktinbindungsdoménen, die eine unterschiedliche Grofe der Schleifen sowie verschiedene
Ladungen aufweisen konnen. Abbildung 1.3 zeigt in Anlehnung an das Thema dieser Arbeit
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exemplarisch die Kristallstruktur der Motordomidne von G. gallus Myosin-Va im
nukleotidfreien Zustand [Coureux et al., 2003]. Die heute {ibliche Bezeichnung der einzelnen
Dominen im Myosinkopf resultiert historisch aus dem tryptischen Verdau der Motordoméne
von Myosin-II. Dieser erzeugt Proteinfragmente einer Grof3e von 25 kDa (N-Terminus, in der
Struktur von Myosin-Va schwarz dargestellt), 20 kDa (C-Terminus bzw. Konverter, griin)
und 50 kDa. Die 50 kDa Doméne ist dabei in eine obere 50 kDa Doméne (blau) und eine
untere 50 kDa Doméne (weil}) separiert. Die Verbindungsstellen dieser Domdnen wurden
spiater anhand der Kristallstrukturen zwei flexiblen Oberflachenschleifen zugeordnet.
Schleife-1 (rosa) befindet sich an der 25 kDa/50 kDa-Verbindung und Schleife-2 (blau)
verbindet die 50 kDa Doméne mit dem 20 kDa Fragment (C-Terminus/ Konverter).

Die Myosin-Motordoméne weist eine hohe Homologie zu anderen Motorproteinen (Kinesine,
Dyneine) und zu G-Proteinen auf. In allen Proteinen dieser Familien findet man einen
zentralen siebenteiligen B-Faltblatt-Bereich. Die obere 50 kDa Doméne ist von der unteren 50
kDa Doméne durch einen langen Spalt separiert. Dieser erstreckt sich von den
Aktinbindungsstellen (linke Seite; CM-Schleife, Schleife-2 und untere 50 kDa Domaéne) bis
zur Nukleotidbindungstasche. An den C-Terminus (Konverter, griin) schliet sich die o-
helikale Bindungsdoméne fiir die leichten Ketten an (Hebelarm).

Nukleotid-

obere 50 kDa bindungstasche

Domaéne

Schleife-2 ~._ ) . Schleife-1

- ¥
Schleife zentrale

50 kD B-Faltblatter
a- P

Spalt 25 kDa Domine

(N-Terminus)

untere 50 kDa
Domaéne

Relay-Region

Konverter
(C-Terminus)

Abb 1.3.: Kristallstruktur der Motordomine von G. gallus Myosin-Va im nukleotidfreien Zustand mit
geschlossenem 50 kDa-Spalt [Coureux et al., 2003]. N-Terminus (25 kDa Doméine) schwarz, obere 50 kDa
Doméne: blau, untere 50 kDa Domine: weif3, Relay-Region: gelb, C-Terminus (Konverter): griin. Im Bereich
der Nukleotidbindungstasche befinden sich Schalter I (violett), Schalter I (orange) und die P-Schleife (tiirkis),
die an der Bindung, Koordination und Hydrolyse von ATP beteiligt sind (aus [Sweeney und Houdusse, 2004]).

Die hier gezeigte nukleotidfreie Struktur von Myosin-Va wird als rigor-dhnlicher (rigor-like)
Zustand bezeichnet, da vermutet wird, da Myosine im aktingebundenen Zustand eine solche
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Konformation annehmen [Sweeney und Houdusse, 2004; Coureux et al., 2003]. Eine
Besonderheit dieser Konformation ist die geschlossene Spalte zwischen der oberen und
unteren 50 kDa Domine. Dadurch sind sich die Aktinbindungselemente einander ortlich
ndher und die Kontaktfliche zum Aktinfilament vergroBert sich. Einen &hnlichen Zustand mit
leicht geschlossener Spalte konnten Reubold et al. in der nukleotidfreien D. discoideum
Myosin-II Struktur beobachten [Reubold er al, 2003]. Im Gegensatz zu diesen beiden
Strukturen ist der 50 kDa-Spalt in allen anderen Myosinstrukturen weit gedftnet.

Zur besseren Ubersicht und fiir die riumliche Vorstellung werden in den folgenden Kapiteln
die Nukleotidbindungsstelle, die Aktinbindungsbereiche und der Konverter mit dem daran
anschlieBenden Hebelarm ndher beschrieben. Den Angaben der Positionen von
Aminoséureresten wird die Sequenz von Myosin-II aus D. discoideum zugrunde gelegt, weil
die Struktur der Motordomdne dieses Myosins bereits in vielen unterschiedlichen
Konformationen gelost wurde und sie deshalb zu den am besten charakterisierten
Mpyosinstrukturen gehort [Smith und Rayment, 1995; Gulick et al., 1997; Bauer et al., 1997;
Reubold et al., 2003].

1.3.1. Nukleotid-Bindungsstelle

In Abbildung 1.4 ist die Struktur der Nukleotidbindungstasche von Myosin-II aus D.
discoideum mit dem gebundenen ATP-Analogon Mg? ADP.BeF; gezeigt.

Abb. 1.4: Darstellung der Elemente der Nukleotidbindungstasche von D. discoideum Myosin-1I mit gebundenem
Mg2+ADP.BeF3. ADP.BeF; dient dabei als ATP-Analogon, BeF; nimmt die Position des y-Phosphatrestes von
ATP ein. Die P-Schleife ist in griin dargestellt und koordiniert das y-Phosphat iiber Threonin 186 iiber das Mg>"
Ton (grau). Schalter I ist in violett dargestellt, Serin 237 koordiniert iiber das Mg>" Ton das y-Phosphat. Arginin
238 bildet mit Glutamat 459 von Schalter II eine Salzbriicke aus. Schalter II (blau) bildet eine Wasserstoffbriicke
zum y-Phosphat aus. Die dargestellte Konformation wird als geschlossen/geschlossen (closed/closed, C/C)
bezeichnet, da beide Schalterelemente in Kontakt mit dem Nukleotid stehen (aus: [Reubold et al., 2003]).

Die Nukleotidbindungstasche enthélt eine charakteristische P-Schleife (griin), wie sie auch in
G-Proteinen und anderen ATPasen zu finden ist. Diese hochkonservierte P-Schleife hat die
Konsensus-Sequenz GESGAGKT (an Position 5 kann in einzelnen Féllen ein Serin das
Alanin ersetzen) und ist in Kontakt mit dem y-Phosphat des gebundenen ATP. An der
Bindung des Nukleotids sind zusitzlich zwei konservierte Schleifenbereiche beteiligt, die in
Analogie zu G-Proteinen Schalter I und Schalter II genannt werden (s. Abbildung 1.4).
Schalter I enthilt eine konservierte Sequenz SSR (Aminoséuren 236 bis 238 der Sequenz von
Myosin II aus D. discoideum). Die Serine (Serin 236 und Serin 237) konnen mit dem
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vy-Phosphat bzw. Mg*" wechselwirken [Shimada ez al., 1997; Reubold et al., 2003]. Zwischen
Arginin 238 und Glutamat 459 von Schalter II entsteht bei Annéherung der Schleifen eine
Salzbriicke [Ruppel und Spudich, 1996; Onishi et al., 1998; Furch et al., 1999; Risal et al.,
2004]. Diese Salzbriicke stabilisiert die katalytisch aktive Konformation der
Nukleotidbindungstasche. In Schalter II findet man weiterhin ein konserviertes Glycin
(G457), das eine Wasserstoftbriicke zum y-Phosphat ausbilden kann.

Beide Schleifen konnen sich von der Nukleotidbindungsstelle wegbewegen (offene
Konformation; auch open genannt und als O gekennzeichnet), wodurch die
Wechselwirkungen je nach Zustand im ATPase-Zyklus moduliert werden. Fiir die Hydrolyse
miissen sich sowohl Schalter I als auch Schalter II in Kontakt mit ATP befinden
(Konformation C/C, als Abkiirzung fiir closed/closed bzw. geschlossen/geschlossen). Neben
den bereits erwdhnten Stabilisierungen befindet sich Glutamat 459 der Salzbriicke in einer
Position, in der es ein Wassermolekiil fiir den nukleophilen Angriff auf das y-Phosphor-Atom
polarisieren kann. In der C/C Konformation wird dadurch der Ubergangszustand eines
pentakovalenten y-Phosphats begiinstigt (vgl. Kapitel 1.4.1.).

1.3.2. Oberflichenschleifen und Aktinbindungsstellen

Die Anpassung der enzymatischen Aktivitit verschiedener Myosin-Motordomdnen an ihre
speziellen Aufgaben innerhalb der Zelle geschieht auBler iiber Phosphorylierungen und
einzelne Aminosdureverdnderungen in konservierten Bereichen der Domédnen desweiteren
auch iiber die Modulation der Sequenz, Linge und Struktur von zwei Oberfldchenschleifen
(Schleife-1 und Schleife-2) [Murphy und Spudich, 2000]. Die Schleife-1 und Schleife-2
Oberflachensegmente bilden die proteolytisch zugidnglichen Verbindungen zwischen dem
25kDa, 50 kDa und 20 kDa Fragment. Schleife-1 befindet sich in der Nihe der
Nukleotidbindungstasche. Kinetische Experimente und funktionale Assays weisen darauf hin,
daBB Schleife-1 die ADP-Freisetzung und die Motoraktivitit reguliert [Spudich, 1994;
Sweeney et al., 1998; Kurzawa-Goertz et al., 1998]. Schleife-2 liegt im Bereich der primdren
Aktinbindungsstelle. Durch Mutationsstudien wurde gezeigt, daBl eine elektrostatische
Interaktion zwischen positiv geladenen Lysin- und Argininresten in Schleife-2 und negativ
geladenen Resten im aminoterminalen Bereich von Aktin die primére, schwache Bindung von
Myosin an Aktin darstellt [Sutoh et al., 1991, Uyeda et al., 1994; Furch et al., 1998].

Die zweite Kontaktregion von Myosin zu Aktin liegt im Bereich einer Helix-Schleife-Helix
Struktur in der unteren 50 kDa Domine. In D. discoideum Myosin-I1 entspricht dies den
Aminoséduren Serin 510 bis Lysin 546. Es konnte gezeigt werden, da3 die Einfiihrung einer
einzigen negativen Ladung an Position 532 (Mutation Q532E) zu einer fiinffach hoheren
Aktin-Affinitét fihrt [Furch et al., 2000]. AuBler der Wechselwirkung der negativ geladenen
Aminosduren im Schleifenbereich (Aspartat 530 und Glutamat 531) wird die zweite
Kontaktstelle auch iiber den stereospezifischen Kontakt exponierter hydrophober Seitenketten
auf den Oberflachen von Aktin und Myosin stabilisiert. Die dritte Kontaktstelle der priméren
Aktinbindungsbereiche von Myosin liegt in der sogenannten CM-Schleife. Die Mutation
eines konservierten Arginins in dieser Oberflichenschleife 16st beim Menschen die Krankheit
,Familidre hypertrophe Kardiomyopathie® (cardiomyopathy, CM) aus. Weitere, in den
Aktinbindungsregionen befindliche Mutationen sind fiir weitere Formen der Kardiomyopathie
verantwortlich. Es bestehen Hinweise, dal bei der Bindung von Aktin die Aminosduren
Glutamat 395 bis Leucin 409 der CM-Schleife mit zwei Prolinresten an der Oberfliche von
Aktin (P332 und P333) interagieren.
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Die sekundédre Aktinbindungsstelle liegt im Bereich von Schleife-3, die sich im unteren
Bereich der unteren 50 kDa Doméne befindet. Positiv geladene Aminosduren in dieser Region
bauen elektrostatische Wechselwirkungen zu einem zweiten, benachbarten F-Aktin Monomer
auf [Van Dijk et al., 1999].

1.3.3. Konverter und Hebelarm

Mit der Bewegung von Schalter I und Schalter II wihrend der Nukleotidbindung und der
anschlieenden Hydrolyse gehen Verdnderungen an der Aktin-Bindungsstelle einher. Dariiber
hinaus ist Schalter II direkt {iber die sich anschliefende Helix und die sogenannte Relay-
Region mit dem Konverter verbunden. Die Relay-Region hat ihren Namen aufgrund ihrer
Funktion als zentrales Element zur Weiterleitung von konformationeller Information von den
Aktin- und Nukleotidbindungselementen zum Konverter hin bekommen.

Der Ubergang von Schalter II aus der offenen in die geschlossene Konformation wird durch
die Bewegung von festen Elementen der Sekundir- und Tertidrstruktur hervorgerufen (untere
und obere 50 kDa Doméne). In Folge dessen wird die Schalter II Helix abgeknickt, so daf3
sich ihr Ende, das Teil der Relay-Region ist, um 60° dreht. Uber starke hydrophobe
Wechselwirkungen wird die Rotation auf den Konverter iibertragen und von dort weiter an
den Hebelarm geleitet [Dominguez et al., 1998; Tsiavaliaris et al., 2002]. Der GroBteil der
Bewegung ist nur am Hebelarm zu beobachten. Kleine Bewegungen im restlichen Teil der
Kopfdomine, insbesondere am katalytischen Zentrum, werden also durch den Konverter
verstirkt. Die eigentliche Lénge des Kraftschlages korreliert demnach mit der Lénge des
Hebelarms. Experimentell konnte dies durch Verldngerung der Nackenregion mittels
zusdtzlichen 1Q-Motiven und kiinstliche Hebelarme mit variierender Lange gezeigt werden
[Anson et al., 1996; Uyeda et al., 1996; Ruff et al., 2001; Purcell et al., 2002].

Die Féhigkeit von Myosin, aus der Energie der ATP Hydrolyse Bewegung entlang von
Aktinfilamenten zu erzeugen, wird in einem Modell beschrieben, das als Hypothese vom
schwingenden Hebelarm (swinging-lever-arm-hypothesis) bezeichnet wird [Holmes und
Geeves, 1999; Houdusse und Sweeney, 2001]. Der vorgeschlagene Mechanismus beinhaltet,
daB Nukleotidbindung, Hydrolyse und Produktfreisetzung mit kleinen Bewegungen innerhalb
der Myosin-Motordoméne gekoppelt sind. Diese strukturellen Verdnderungen werden
amplifiziert und iiber die Konverter-Region auf den Hebelarm iibertragen. Der Hebelarm
verstirkt die Bewegung des Konverters in eine gerichtete Bewegung entlang des
Aktinfilamentes [Dominguez et al., 1998; Houdusse ef al., 1999]. Mit der Hilfe von optischen
Laserfallen kann die Bewegung des Hebelarmes und die dabei ausgeiibte Kraft verschiedener
Myosine direkt gemessen werden [Cornish und Ha, 2007; Sleep et al., 2005].

Strukturelle Belege fiir die Hebelarm-Hypothese stammen unter anderem aus der Losung der
Kristallstruktur von D. discoideum Myosin-II mit einem kiinstlichen Hebelarm (s. Abbildung
1.5 [Kliche et al., 2001]). Bei diesem Konstrukt, das mit Methoden des Protein-Engineerings
entworfen wurde, ersetzt ein kiinstlicher Hebelarm bestehend aus zwei o-Aktinin-Molekiilen
den natiirlichen o-helikalen Hebelarm [Anson et al., 1996]. Die Léange des kiinstlichen
Hebelarmes betrdgt 14 nm, er ist damit fast eineinhalbmal so lang wie der natiirliche (7,5 nm).
Durch den Einsatz von ein bis sechs a-Aktinin- oder Spektrin-Molekiilen konnen Hebelarme
verschiedener Linge mit der Motordomédne beliebiger Myosine verkniipft werden. Dies
ermoglicht die Untersuchung der funktionalen Eigenschaften von Myosinen, die nicht nativ
mit ihrem natlirlichen Hebelarm exprimiert werden konnen. Erst durch Koexpression der
leichten Ketten sind Untersuchungen zur Motoraktivitdt und Kraftentfaltung durchfiihrbar.
Eine Koexpression der leichten Ketten ist jedoch meist nicht moglich, da diese oft nicht
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bekannt sind [Hachikubo et al., 2007; Diirrwang et al., 2005; Fujita-Becker et al., 2005; Ito et
al., 2003; Ruff et al., 2001]. In dieser Arbeit wurden in Anlehnung an die Kristallstruktur der
Motordoméne von D. discoideum Myosin-II mit kiinstlichem Hebelarm ebenfalls Konstrukte
mit kiinstlichen Hebelarmen eingesetzt (s. Abbildung 1.5).

Abb. 1.5: Kristallstruktur der Motordoméne von D. discoideum Myosin-1I mit einem kiinstlichen Hebelarm aus
zwei o-Aktinin-Molekiilen. Der N-Terminus von Myosin-II ist in griin gezeigt, die 50 kDa Doméne in rot, der
Konverter in blau. An den Konverter schlieft sich ein Ubergang aus drei Aminosiuren an (orange), auf den der
kiinstliche Hebelarm folgt (gelb). Dieser besteht aus zwei aufeinanderfolgenden a-Aktinin-Molekiilen, wobei
jedes aus drei gebiindelten o-Helices aufgebaut ist. Am C-Terminus befindet sich ein His-tag (grau). Der

Ubergang zwischen den zwei o-Aktinin-Molekiilen ist mit einem Pfeil gekennzeichnet (aus [Kliche et al.,
2001]).

Dadurch ist es moglich, fiir die entsprechenden Myosine die Bewegungsgeschwindigkeit von
Aktinfilamenten zu messen. Weiterhin konnen mit Hilfe kiinstlicher Hebelarme
Kraftmessungen und Einzelmolekiilmessungen durchgefiihrt werden. Auch eine direkte
Bestimmung der Direktionalitdit unterschiedlichster Myosine wird durch kiinstliche
Hebelarme ermdglicht. Fiir die Konstruktion dieser Myosine ist es notwendig, einen o-
helikalen Ubergang zwischen dem Konverter und dem ersten o-Aktinin zu erzeugen. Der
Hebelarm muf3 fest mit dem Konverter verbunden aber auch in der Lage sein frei zu
schwingen, ohne sterisch gehindert zu werden. Unter Berlicksichtigung dieser Erkenntnisse
gelang es sogar, mit Hilfe von Strukturmodellen einen kiinstlichen, riickwértslaufenden Motor
zu konstruieren [Tsiavaliaris et al., 2004].

1.4. Struktur-Funktionsbeziehungen der Aktomyosin Interaktion

Die Kenntnis der atomaren Struktur verschiedener Myosine in unterschiedlichen Zustinden
gibt einen Einblick in die molekularen Vorgidnge der Bewegungserzeugung. Allerdings geben
die einzelnen Strukturen immer nur Momentaufnahmen eines thermodynamisch stabilen
Zustandes innerhalb des ATPase-Zyklus wieder. Durch die Verkniipfung von strukturellen
Daten mit umfassenden Informationen aus kinetischen Experimenten ist es mdglich, ein
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detailliertes Verstindnis der Struktur-Funktionsbeziehungen verschiedener Myosine zu
gewinnen.

1.4.1. Molekularer Mechanismus des ATPase-Zyklus

Das heutige Verstindnis der mechanochemischen Vorginge wihrend des Akto-Myosin
ATPase-Zyklus beruht in erster Linie auf biochemischen, biophysikalischen und strukturellen
Erkenntnissen von Untersuchungen an Myosin-II, Myosin-I, Myosin-V und Myosin-VI
[Geeves et al., 2005; Holmes et al., 2004; Sweeney und Houdusse, 2004].

Die folgende Beschreibung des ATPase-Zyklus, wie er auch in Abbildung 1.6 gezeigt ist,
stellt ein minimales Modell der Aktomyosin-Interaktion dar. Jeder der dargestellten Schritte
146t sich in Teilschritte unterteilen, die weiteren Konformationsdnderungen zuzuordnen sind.
Die kinetischen Parameter der Teilschritte und die damit verbundenen konformationellen
Anderungen sind noch nicht vollstindig beschrieben. Aufgrund unterschiedlicher
Anforderungen an die Wirkungsweise der Motordomidne bei prozessiven Myosinen,
Myosinen mit Ankerfunktion bzw. schnell oder langsam arbeitenden, nicht prozessiven
Myosinen konnen sich die Mechanismen der Zwischenschritte unterscheiden.
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Abb. 1.6: (A) Schematische Darstellung des ATPase-Zyklus von Aktomyosin. ATP bindet an den rigor-
Komplex (a). Dadurch dissoziiert Myosin und der Hebelarm schwingt zuriick (b). Nach der Hydrolyse des ATP
bindet Myosin in einem zweistufigen Prozel3 erst schwach, dann stark an Aktin (¢, d). Durch die Bindung wird
die Dissoziation des P; induziert, was zum Kraftschlag fiihrt (e). Die Dissoziation von ADP (f) fiihrt zu einer
zusitzlichen Hebelarmbewegung, wodurch der rigor Komplex wieder hergestellt wird [Geeves ef al., 2005]. (B)
Schematische Darstellung der Konformation der Schalter I und Schalter II Elemente innerhalb der
Nukleotidbindungstasche [Reubold et al., 2003]. Die Konformationen werden entsprechend der Position der
Schalterelemente bezeichnet, wobei C/C (closed/closed, geschlossen/geschlossen) bedeutet, daf beide
Schalterelemente in Kontakt mit dem Nukleotid stehen, wéhrend sie in der O/O Konformation (open/open,
offen/offen) die gedffnete Konformation der Nukleotidbindungstasche darstellen.
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Aus neueren strukturellen und kinetischen Erkenntnissen [Conibear et al., 2003; Reubold et
al., 2003; Coureux et al., 2003; Coureux et al., 2004; Holmes et al., 2004] kann folgender
vereinfachter molekularer Mechanismus aufgestellt werden, der die wesentlichen einzelnen
Zustinde der Motordomdne wiahrend der zyklischen Interaktion mit Nukleotiden und Aktin
beschreibt. Im  stark Aktin bindenden sogenannten rigor-Zustand st die
Nukleotidbindungstasche der Myosin-Motordomédne nicht besetzt (Abbildung 1.6 A, ,state
a’). Die Schleifen im katalytischen Zentrum, Schleife I und Schleife II, befinden sich in der
offen/offen (open/open, O/O) Konformation (s. Abbildung 1.6 B).

Durch die schnelle Bindung von Mg”>"-ATP iiber Interaktion mit der P-Schleife schlieft sich
Schalter I. Dieser Schritt ist aufgrund der hohen physiologischen Konzentration von ATP im
millimolaren Bereich praktisch irreversibel. Das SchlieBen von Schalter I stabilisiert einerseits
die Koordination des Nukleotids durch Wechselwirkungen von Mg*" mit Serin 237,
andererseits liber die Koordination des y-Phosphates durch Serin 236. Dariiber hinaus wird die
Salzbriicke zwischen Arginin 238 und Glutamat 459 gebrochen. Diese von ATP ausgeldsten
konformationellen Anderungen an der Nukleotidbindungsstelle bewirken eine Umordnung
der zentralen B-Faltblétter, wodurch sich Schalter II geringfiigig, aber ohne Bewegung des
Konverters schliet (geschlossen/offen Konformation, closed/open, C/O). Als Folge dessen
wird die Spalte zwischen oberer und unterer 50 kDa Domine um bis zu 20 A gedffnet,
wodurch die primdren Aktinbindungsstellen separiert werden [Coureux ef al., 2003; Reubold
et al., 2003]. Dies halbiert die Kontaktfliche zwischen Myosin und Aktin und reduziert die
Aktin-Affinitit im near-rigor Zustand (C/O) um den Faktor 10.000 [Conibear et al., 2003].
Aufgrund der dadurch erfolgten Dissoziation des Myosinkopfes vom Aktinfilament schlief3t
sich auch Schalter II (C/C-Konformation, katalytisch aktive Konformation fiir die ATP-
Hydrolyse), wodurch der Hebelarm durch den sogenannten ,,recovery stroke wieder in die
Position vor dem Kraftschlag zuriickschwingt (pre-powerstroke Konformation, Abbildung 1.6
A, ,stateb’). In diesem Ubergangszustand wird die Salzbriicke wieder ausgebildet. Das y-
Phosphat des gebundenen ATP wird iiber Serin 236 in Schalter II, iiber das Mg*"-Ion, das
durch Serin 237 koordiniert wird sowie durch Glycin 457 in Schalter I in den
Ubergangszustand gebracht.

Dadurch wird die Hydrolyse des ATP katalysiert. Das nun vorliegende Myosin.ADP.P; hat
eine hohere Affinitit zu Aktin und bindet zundchst schwach, dann stark, wodurch sich
Schalter I in die offene Konformation bewegt (O/C Konformation, siche Abbildung 1.6 A
,state ¢ und d’). Dies fiihrt zur Zerstérung der Salzbriicke und zur Dissoziation des
anorganischen Phosphates. Dadurch ist die Wasserstoffbriickenbindung von Glycin 457 in
Schalter II nicht mehr vorhanden, wodurch sich Schalter II in die offene Konfiguration
bewegt, was zum als ,Kraftschlag’ bezeichneten Umklappen des Hebelarmes fiihrt
(Abbildung 1.6 A, ,statee’). Durch die anschlieBende Dissoziation des noch schwach
gebundenen Mg>*-ADP, was mit einer zusitzlichen Bewegung des Hebelarms verbunden ist
(Abbildung 1.6 A, ,state ), liegt das Myosin wieder im nukleotidfreien rigor Zustand (O/O)
Vor.

Obwohl dieses Modell den grundlegenden ATPase-Mechanismus fiir alle Myosine beschreibt,
gibt es doch einige wichtige Unterschiede, die aus der Anpassung verschiedener Myosine an
bestimmte Aufgaben und Funktionen resultieren. Bei nichtprozessiven Klasse I Myosinen ist
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt innerhalb des Zyklus die Dissoziation des
anorganischen Phosphates. Die anschlieBenden Schritte der ADP-Dissoziation und der
erneuten ATP-Bindung, die zur Dissoziation vom Aktinfilament fiihrt, werden sehr schnell
durchlaufen. Das liegt daran, dal durch die Aktinbindung eine effektive Schwichung der
Nukleotidbindung hervorgerufen wird. Man spricht dabei von der Kopplung zwischen Aktin-
und Nukleotidbindungsstelle, die fiir nichtprozessive und schnelle Myosine (z.B. Myosin-II
im Muskel) sehr groB3 ist. Im Gegensatz dazu haben prozessive Myosine eine sehr geringe
Kopplung. Die Phosphatfreisetzung geschieht bei prozessiven Myosinen sehr schnell und ist
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nicht geschwindigkeitsbestimmend. Durch die schwache Kopplung wird die ADP-Freisetzung
jedoch durch Aktin nicht sehr effektiv beschleunigt, wodurch das ADP lange gebunden bleibt.
Dadurch wird die ADP-Freisetzung zum langsamsten Schritt innerhalb des ATPase-Zyklus
von prozessivem Myosin-V und damit geschwindigkeitsbestimmend.

1.4.2. Mechanismus der Prozessivitit von Myosin-V

Die detaillierte Aufkldrung der molekularen und kinetischen Grundlagen fiir die prozessive
Bewegung von Klasse V Myosinen wiirde ein umfassendes Verstindnis der Funktionsweise
dieser Myosine ermdglichen und ist deshalb Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten und der
vorliegenden Arbeit.

Entsprechend ihres Mechanismus kdnnen Myosine funktionell in unterschiedliche Gruppen
eingeteilt werden; diese umfassen Myosine mit Ankerfunktion, spannungssensitive Myosine,
Myosine, die fiir eine schnelle oder langsame Bewegung optimiert sind, Myosine mit
Schalterfunktion als Bestandteil von Signaltransduktionswegen sowie prozessive Myosine,
die als einzelnes Molekiil den effektiven Transport von Vesikeln iiber ldngere Distanzen
ermOglichen [Altman et al., 2004; Cremo und Geeves, 1998; Nyitrai und Geeves, 2004].
Trotz der umfangreichen Studien iiber prozessives Myosin-V existiert bis heute noch kein
allgemein akzeptiertes Modell, mit dem alle Aspekte der Prozessivitit erklart werden konnten.
Vor allem ist umstritten, welche minimalen Voraussetzungen ein Myosin auf struktureller und
kinetischer Ebene erfiillen mufl, um prozessiv zu sein. Der kinetische Aspekt dieser
Fragestellung wird in der vorliegenden Arbeit untersucht. In diesem Kapitel wird deshalb der
Mechanismus der Prozessivitdt von Myosin-V diskutiert, wie er in den géngigen Modellen
vorgeschlagen wird.

Prozessive doppelkopfige Myosine wie Myosin-V binden mit beiden Kopfen an ein
Aktinfilament und fiithren mehrere aufeinanderfolgende Schritte aus, ohne zu dissoziieren
[Mehta et al., 1999; Walker et al., 2000]. Dabei bleibt ein Kopf immer an das F-Aktin
Filament gebunden, widhrend sich der zweite in einem 36 nm Schritt (eine Drehung des
Aktinfilamentes) nach einem hand-over-hand Mechanismus zur nédchsten Bindungsstelle
weiterbewegt [Yildiz et al., 2003; Warshaw et al., 2005]. Fir die Beschreibung dieses
Prozesses existieren verschiedene Modelle, die kontrovers diskutiert werden. Nach Veigel et
al. setzt sich dieser Schritt aus einem Kraftschlag von 25 nm mit anschlieBender Diffusion um
weitere 11 nm entlang des Aktinfilamentes zusammen [Veigel et al., 2002]. Dadurch kdnnte
die Diskrepanz zwischen der Lénge eines Kraftschlages (25 nm) und der Schrittlinge von
Myosin-V (36 nm) erklirt werden. Allerdings ist bisher nicht eindeutig geklért, ob die Lange
des Kraftschlages tatsdchlich nur 25 nm betrdgt oder ob die Ungenauigkeit der Messung zu
einer Unterschéitzung der Lange des Kraftschlages fiihrt [Brenner, 2006; Sleep et al., 2005;
Molloy et al., 1995]. Neuere Publikationen weisen der Diffusion eine weitaus gréf3ere Rolle
bei der prozessiven Bewegung zu [Shiroguchi und Kinosita, 2007; Okada et al., 2007].

Eine notwendige Voraussetzung fiir die prozessive Bewegung eines dimeren Myosin-V ist ein
ausreichend langer Hebelarm, der in der Lage ist, 35 nm lange Schrittweiten zu vollfithren
[Purcell et al., 2002]. Damit jedoch weiterhin eine effiziente und gerichtete Bewegung entlang
des Aktinfilamentes gewihrleistet wird, ist es notwendig, dal die zwei identischen
Myosinkopfe ihre Bewegungen koordinieren. Dies wird bei Myosin-V dadurch erreicht, daf3
intramolekulare Spannung dazu fiihrt, da der vordere Myosinkopf so lange am Aktin
gebunden bleibt, bis sich der hintere Kopf zur ndchsten Bindungsstelle am Aktinfilament
bewegt hat (s. Abbildung 1.7) [Purcell et al., 2005; Veigel et al., 2005].
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Dieser synchronisierende Effekt auf den chemo-mechanischen Zyklus der zwei Kopfe erhoht
die Wahrscheinlichkeit, da3 der hintere Myosinkopf zuerst dissoziiert und erh6ht gegeniiber
einem System ohne Spannungssensitivitdit die Anzahl an prozessiven Schritten vor der
Dissoziation des gesamten Molekiils.

1. A+ M-ADP-P, \C N

2. A\M-ADP

l /1;1\(
3. A-M*-ADP @

&) W‘l‘"ﬁ’f
ADP

4. A'M ) / by
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5. A-M-ATP
6. A+ M-ATP

Abb. 1.7: Intramolekulare Spannung koordiniert die Bewegung der zwei Myosinkopfe von prozessivem Myosin-
V. 1. Der vordere Myosinkopf befindet sich in der Konformation vor dem Kraftschlag (rot) und hat ADP und P;
gebunden. 2. Bei der Bindung an das Aktinfilament wird P; abgegeben und der Kraftschlag wird ausgefiihrt,
sobald der hintere Kopf vom Aktinfilament dissoziiert. 3. Dadurch wird der hintere Myosinkopf nach vorne
geschwungen. Der gebundene Kopf befindet sich nun in der Konformation nach dem Kraftschlag (griin).
4. Dadurch kann er ADP freisetzen und 5. anschlieend ein neues ATP Molekiil binden. 6. Das fiihrt zur
Dissoziation des Kopfes vom Aktinfilament und auch dieser Myosinkopf kann durch den Kraftschlag des
vorderen Kopfes zur ndchsten Aktinbindungsstelle geschwungen werden. Intramolekulare Spannung trigt dazu
bei, dal der Myosinkopf, der einer riickwértsgerichteten Kraft ausgesetzt ist (rot), ADP langsam freisetzt,
wahrend der hintere Kopf, der vorwértsgerichteter Kraft ausgesetzt ist (griin), das ADP schneller dissoziiert (aus
[Purcell et al., 2005]).

Eine mogliche Erklarung fiir den Einflu3 intramolekularer Spannung auf die Koordinierung
der Produktfreisetzung der zwei Myosinkdpfe wird im folgenden Modell basierend auf den
Arbeiten von Rosenfeld et al. gegeben. Hierzu wurde die Freisetzung der Hydrolyseprodukte
mit Hilfe von kinetischen Methoden untersucht [Rosenfeld ez al., 2005]. Es konnten
experimentelle Hinweise geliefert werden, dal3 die Produktfreisetzung von G. gallus Myosin-
Va in der Reihenfolge Phosphat — Magnesiumion — ADP geschieht. Da die Geschwindigkeit
der ADP-Freisetzung von der Konzentration an freiem Magnesium abhingig ist, wird
postuliert, da3 die innere Spannung des Dimers sich auf die Magnesium-Affinitit auswirkt:
Der hintere Myosinkopf des Dimers, der vorwértsgerichteter intramolekularer Spannung
ausgesetzt ist, setzt das Magnesiumion schnell frei, wodurch auch ADP schnell dissoziieren
kann. Im vorderen Myosinkopf sorgt riickwirtsgerichtete intramolekulare Spannung dafiir,
daBl das Magnesiumion stark gebunden bleibt und dadurch auch die Dissoziation des ADP
verlangsamt wird.

Mit Hilfe der atomaren Struktur der Motordomidne von Myosin-V sowie der
transientenkinetischen Untersuchung des Effektes von Magnesiumionen auf die Produkt-
freisetzung konnte ein Modell fiir die Korrelation von strukturellen und kinetischen Zustdnden
entwickelt werden, das im Folgenden beschrieben wird:

Die Kristallstruktur von G. gallus Myosin-Va wurde in Anwesenheit von einem ATP-Analog
bzw. ADP sowie in Abwesenheit von Nukleotid geldst [Coureux et al., 2003; Coureux et al.,
2004]. Zwischen diesen Zustinden muB es eine Vielzahl von Ubergangsstrukturen geben.
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Diese sind im ATPase-Zyklus nach dem Hydrolyseschritt einzuordnen und enthalten in der
Nukleotidbindungstasche ADP, Mg*" und/oder Phosphat. Diese Zustinde lassen sich auch
transientenkinetisch beschreiben, da sie nach dem Hydrolyseschritt durch eine zunehmend
hohere Aktin-Affinitdt und eine zunehmend niedrigere Nukleotid-Affinitdt gekennzeichnet
sind:

A'(M°D°Pi)weak - A'(M'D)intermediate Ad A'(M°D)strong g A'1\/Irigor

Die verschiedenen Zustidnde sind durch ihre relative Aktin-Affinitit charakterisiert, wie dies
durch die tiefgestellten Bezeichnungen gekennzeichnet wird (weak = schwachgebunden,
intermediate = mit mittlerer Affinitit gebunden, strong = stark gebunden, rigor = sehr stark
gebunden) [Rosenfeld und Sweeney, 2004]. Auch der Inhalt der Nukleotidbindungstasche
4dndert sich im Verlauf des Uberganges vom schwachgebundenen zum sehr stark gebundenen
Zustand: Direkt nach der ATP Hydrolyse enthlt sie ADP, Mg”" und Phosphat, wihrend die
Bindungstasche im rigor state leer ist. Es konnte kinetisch gezeigt werden, daB3 die
Produktfreisetzung sukzessive in der Reihenfolge Phosphat — Magnesiumion — ADP
stattfindet [Rosenfeld et al., 2005]. Dadurch ist jeder der oben gezeigten Zustdnde auch tiber
den Inhalt der Nukleotidbindungstasche definiert: ADP, Magnesiumion und Phosphat im
ersten; ADP und Magnesiumion im zweiten; nur ADP im dritten. Auch
rontgenkristallographische Erkenntnisse liefern Einblicke in diesen Mechanismus, da die
Struktur von Myosin-V mit schwach gebundenem ADP aber ohne Magnesiumion im
katalytischen Zentrum gel6st wurde [Coureux et al., 2004].

Das folgende Reaktionsschema zeigt die moglichen Wege der Produktfreisetzung nach der
Phosphatabgabe:

AM1 DMg*z *k+h- AMEDMQ‘Z *L.— AME + DMg&
K" ko'
Kq Kb Ko
Mgr+2 Mcr+2 Mgr+2
k K
AM,D +—' » AMD @4———» AM, + D
1 k-1 2 k_2 2

Abb. 1.8: Reaktionsschema der Produktfreisetzung von Akto.Myosin-V nach der Phosphatdissoziation. Der
obere Weg (schwarz) zeigt den Reaktionsverlauf, der zu einer gleichzeitigen Abgabe von ADP und Mg*" fiihrt.
Der untere Weg (rot) wird erreicht, wenn das Magnesiumion zuerst dissoziiert und danach ADP als kationenfreie
Spezies freigesetzt wird. M; und M, steht fiir verschiedene Konformationen der Myosin-V-Motordoméine, die
verschiedene Affinititen fiir ADP und Mg®" aufweisen. K, sind Gleichgewichtskonstanten fiir die Dissoziation
von Mg, k, bezeichnet Geschwindigkeitskonstanten (aus [Rosenfeld ez al., 2005)).

Bei Sattigung mit Magnesiumionen (oberer Weg, schwarz) betrigt die Geschwindigkeit der
Isomerisierung zwischen den zwei Akto.Myosin-V.ADP Zustinden 4.6 s’ (k,’). Die
anschlieBende Dissoziation des Mg ADP geschicht mit einer Rate von 28 s (k»’). Bei
niedrigen freien Magnesiumionen-Konzentrationen fiihrt der untere Weg (rot) iiber eine
schnelle Isomerisierung (k; = 40 s') zu einer sehr schnellen Freisetzung des nur noch
schwach gebundenen ADP mit k, = 141 5. Die Geschwindigkeiten der Riickreaktionen sind
—unter physiologischen ADP-Konzentrationen von <I mM— um mindestens den Faktor drei
geringer. Unter physiologischen Bedingungen an freiem Mg*" dissoziiert das Magnesiumion
zuerst (K, = 0,7 mM, physiologische Magnesiumionen-Konzentration 0,5 bis 1,2 mM [Satre
und Martin, 1985; Michailova und McCulloch, 2001]). Deshalb ist der untere Weg, bei dem
erst Mg®" und dann ADP abgegeben wird, der physiologisch relevante.
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Auller der Regulation der ADP-Freisetzung durch Magnesiumionen besitzen prozessive
Myosine der Klasse V weitere kinetische Anpassungen an ihre Aufgabe:

Prozessive Klasse V Myosine sind kinetisch und strukturell dafiir optimiert, sich als einzelne,
doppelkdpfige Molekiile fiir viele Schritte entlang von Aktinfilamenten zu bewegen. Die
einzelnen Myosinkdpfe befinden sich einen groflen zeitlichen Anteil des gesamten ATPase-
Zyklus fest an das Aktinfilament gebunden. Dieser Zeitanteil wird als duty ratio bezeichnet.
Die duty ratio kann berechnet werden, indem die Zeitdauer des stark gebundenen Zustandes
(Tstark) durch die Gesamtdauer eines ATP-Umsatzes (Tiora) geteilt wird:

dulj; rain = Tstark/ Ttotal

Myosin-V hat eine duty ratio von 0,7 bis 0,9. Das bedeutet, daf3 sich der einzelne Myosinkopf
fiir 70 bis 90 % der Zeitdauer eines ATP Umsatzes im stark aktingebundenen Zustand
befindet. Weiterhin wurde in kinetischen Untersuchungen gezeigt, da Myosin-V im
»schwach® bindenden Akto.Myosin.ADP Komplex eine sehr viel hohere Aktin-Affinitét als
nichtprozessive Myosine hat [De La Cruz ef al., 1999; Yengo et al., 2002]. Dieser Zustand
kann also fiir Myosin-V als stark bindend bezeichnet werden.

Die Dissoziation von ADP aus dem terndren Komplex ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt im ATPase-Zyklus prozessiver Klasse V Myosine. Durch die langsame ADP-
Dissoziation aus dem stark Aktin bindenden Akto.Myosin-V.ADP Komplex wird die
Zeitdauer des stark gebundenen Zustandes verlangert. Das trigt wiederum zu einer hohen duty
ratio bei. Die grofen Unterschiede in den kinetischen Eigenschaften zwischen prozessiven
und nichtprozessiven Myosinen spiegeln eine unterschiedliche Kopplung zwischen
Konformationsédnderungen in der Nukleotidbindungstasche und den Aktinbindungsdoménen
wieder. Diese Kopplung mull grundsitzlich fiir alle Myosine vorhanden sein, damit
Aktinbindung die Produktfreisetzung beschleunigt und verhindert wird, da3 der Kraftschlag
von Myosin im dissoziierten Zustand stattfindet. Die Stirke der Kopplung bietet allerdings
die Moglichkeit, den grundlegenden ATPase-Zyklus an die kinetischen Anforderungen an
verschiedene Myosine anzupassen. Wihrend schnelle Myosine, die in groBen Verbédnden
arbeiten (Myosin-II), eine starke Kopplung benétigen, sind Aktin- und ADP-Bindung bei
prozessivem Myosin-V nur schwach gekoppelt, um eine hohe Aktin-Affinitdt des
Akto.Myosin-V.ADP-Komplexes und eine langsame, geschwindigkeitsbestimmende ADP-
Dissoziation zu ermoglichen.

1.4.3. Regulation der Myosinaktivitit

Es gibt eine Vielzahl von verschiedenen Mechanismen, mit denen die Motoraktivitidt von
Myosinen reguliert wird. In Anlehnung an das Thema dieser Arbeit wird hier auf ganz
bestimmte Regulationsmechanismen unkonventioneller Myosine eingegangen.

Die Ca’"-abhingige Assoziation von leichten Ketten an die Nackendomine von Myosinen
moduliert die Festigkeit des Hebelarmes. Fiir Myosin-V wurde gezeigt, daB die Ca®'-
abhédngige Bindung und Dissoziation der leichten Ketten (Calmodulin) an die Nackendoméne
das Gleichgewicht zwischen einer aktivierten, entfalteten und einer inaktivierten, gefalteten
Konformation beeinflult [Trybus et al., 2007; Krementsov ef al., 2004; Nguyen und Higuchi,
2005; Thirumurugan et al., 2006; Liu et al., 2006].

Die Phosphorylierung der Motordoméine von Myosinen der Klasse I und VI ist ein weiterer
Regulationsmechanismus. Sie erfolgt an einem Serin- oder Threoninrest, der sich 16
Aminosduren upstream einer hochkonservierten Sequenz mit dem Konsensusmotiv DALAK
befindet. Diese Position liegt im Bereich der primédren Aktinbindungsstelle in einer
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Oberflachenschleife (CM-Schleife). Die durch die Phosphorylierung eingefiihrte negative
Ladung interagiert vermutlich mit positiv geladenen Aminosduren der Aktinoberflache. Sie
konnte aullerdem dazu fiihren, dall eine geordnete Struktur dieser Schleife stabilisiert wird,
die zur Aktinbindung beitrdgt. Alle anderen Myosine besitzen an dieser Stelle eine negativ
geladene Aminosdure wie Glutamat (E) oder Aspartat (D), weswegen diese Position auch als
TEDS-Stelle bezeichnet wird; sie sind ohne Phosphorylierung enzymatisch und mechanisch
aktiv [Bement und Mooseker, 1995].

In aktuellen Studien konnte eine neue Form der Regulation fiir Myosine aufgedeckt werden.
Die Motoraktivitit der D. discoideum Klasse I Myosine Myosin-ID und Myosin-IE wird
durch die Konzentration an freien Mg®" Tonen moduliert. Es konnte gezeigt werden, dal hohe
Konzentrationen an freiem Magnesium im Bereich der physiologischen Magnesiumionen-
Konzentration fiir beide Myosine die ADP-Freisetzung inhibieren [Fujita-Becker et al., 2004;
Diirrwang et al., 2005]. Dadurch wird einerseits die Bewegungsgeschwindigkeit von
Aktinfilamenten reduziert, zum anderen wird die Funktionalitit des Myosins auf die
Anforderungen an einen ,Anker’ oder Spannungssensor optimiert, da der spannungssensitive
Akto.Myosin.ADP Komplex stabilisiert wird.

Ein vergleichbarer Effekt von freien Magnesiumionen auf die ADP-Freisetzung wurde auch
fiir G. gallus Myosin-Va gezeigt [Rosenfeld et al., 2005; Hannemann et al., 2005]. Bei
diesem prozessiven Myosin verlingern hohe Konzentrationen an freiem Magnesium die
Zeitdauer, in der es sich im stark an Aktin gebundenen Zustand befindet (vgl. Kapitel 1.4.2.).

1.4.4. Direktionalitiit

Die meisten bis heute untersuchten Myosine bewegen sich in Richtung des (+)-Endes von
Aktinfilamenten. Fiir Myosin-VI konnte eindeutig gezeigt werden, da3 es sich ,,riickwérts™ in
Richtung des (-)-Endes von Aktinfilamenten fortbewegt [Wells et al., 1999]. Auch fiir
Myosin-IX existieren experimentelle Hinweise fiir riickwértsgerichtete Bewegung [Inoue et
al., 2002].

Fir Myosin-VI wurde zunédchst der Aufbau der Motordoméne selbst als Grund fiir die
Umkehr der Bewegungsrichtung angenommen [Homma et al., 2001]. Mit Hilfe von Protein-
Engineering konnte aber gezeigt werden, dal} sich die Bewegungsrichtung eines ,,vorwérts*
laufenden Klasse I Myosins durch Umorientierung des Hebelarmes um 180° umkehren 1463t
[Tsiavaliaris et al., 2004]. Dies lieferte den ersten Beweis dafiir, dal die Struktur der
Nackendoméne die Bewegungsrichtung des Myosins festlegt.

Mit Hilfe der atomaren Struktur von Myosin-VI sowie Untersuchungen mit Chiméren aus
Myosin V und VI konnte spéter tatsdchlich ein besonderes strukturelles Element im Bereich
der Nackendomine des Myosin-Kopfbereiches als Voraussetzung fiir die Umkehr der
Bewegungsrichtung von Myosin-VI identifiziert werden [Menetrey et al., 2005; Park et al.,
2007]. Dieses befindet sich zwischen der Motordomédne und dem einzigen IQ Motiv von
Myosin-VI und orientiert den Hebelarm im Verhéltnis zum Konverter um 120°-180° in die
entgegengesetzte Richtung [Bryant ez al., 2007]. Dariiber hinaus ist das 53 Aminosduren
lange Insert eine Bindungsstelle fiir ein Calmodulin-dhnliches Protein [Bahloul ef al., 2004].
Dieses dient nicht der Regulation der Aktivitdt von Myosin-VI, sondern ist ein struktureller
Bestandteil der Nackendomine und stabilisiert die entgegengesetzte Orientierung des
Hebelarmes. Auf dieses Insert folgt das IQ-Motiv und darauf eine flexible Doméne, die die
grof3e Schrittweite von Myosin-VI ermoglicht [Okten et al., 2004; Rock et al., 2005; Bryant et
al., 2007].

Die riickwirtsgerichtete Bewegung von Myosin-IXb wurde mit rekombinanten Konstrukten
nachgewiesen, denen der C-terminale Bereich fehlt [Inoue et al., 2002]. Neuere Studien mit
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endogenem Myosin-IXb zeigen jedoch eine zum (+)-Ende des Aktinfilamentes gerichtete
Bewegung [O’Connell et al.,, 2003]. Weitere Studien miissen also aufklidren, ob die
Schwanzdomine hier eine regulatorische Funktion fiir die Direktionalitdt hat und ob der
Mechanismus der Richtungsumkehr des verkiirzten Konstruktes dem von Myosin-VI &hnelt.

1.5. Fluoreszenzspektroskopische MeRBmethoden zur Aufklarung der
kinetischen Mechanismen von Myosinen

Als wesentliche Methoden zur Charakterisierung von enzymatischen Reaktionen dienen
spektroskopische MeBverfahren. Neben der Absorption zur Bestimmung von Konzentrationen
und Konzentrationsdnderungen in einer Losung wird die Fluoreszenz als Signal fiir
Konformationsdnderungen verwendet. Auch Lichtstreuung, Anisotropie oder Circular-
dichroismus sind spektroskopische MeBverfahren, die zur Aufkldrung kinetischer
Mechanismen sowie struktureller Information und Untersuchung zu Zusandsdnderungen von
Proteinen genutzt werden konnen. Im Folgenden wird auf die in dieser Arbeit angewendeten
Methoden nédher eingegangen.

1.5.1. Absorption

Mit Hilfe der Absorption konnte in der vorliegenden Arbeit die Konzentration der
aufgereinigten rekombinanten Myosine mit Hilfe von theoretisch fiir das jeweilige Myosin
und Konstrukt errechneten Extinktionskoeffizienten (mit dem Programm ,,Sednterp®
[www jphilo.mailway.com/download.htm]) in Lésung bestimmt werden. AuBlerdem wurde
die Absorptionsspektroskopie fiir die Bestimmung der ATPase-Geschwindigkeit der
Myosinkonstrukte eingesetzt (s. Kapitel 1.6.1.).

Wenn Licht einer bestimmten Wellenldnge ein Molekdil trifft, nimmt dieses die Energie auf
(Absorption). Die Energie wird anschlieBend thermisch, chemisch oder wiederum als
elektromagnetische Welle weitergegeben. Die Absorption entspricht dabei dem negativen
dekadischen Logarithmus des Verhéltnisses aus ausgestrahlter zu eingestrahlter
Lichtintensitét:

A=-logl/I

Da die Menge an absorbierter Lichtintensitét bei einer bestimmten Wellenldnge spezifisch fiir
jedes Molekiil ist, besitzt jedes Myosinkonstrukt abhidngig von seiner Zusammensetzung an
absorbierenden Aminosduren einen spezifischen Extinktionskoeffizienten bei einer
bestimmten Wellenldnge. Mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes kann bei Kenntnis des
Extinktionskoeffizienten aus der gemessenen Absorption die Konzentration einer (Protein-)
Losung berechnet werden:

A=¢g-c-d
Dabei ist ¢ die Konzentration der Substanz in der Losung, A die Absorption bei einer

bestimmten Wellenldnge, € der molare Extinktionskoeffizient bei dieser Wellenldnge und d
die Strecke, die das Licht durch die Losung zuriicklegt.
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1.5.2. Intrinsische und extrinsische Fluoreszenz

Kinetische Messungen sind eine einfache, schnelle und zugingliche Methode fiir die
Untersuchung der FEinzelschritte des ATPase-Zyklus von Myosinen. Fiir fluoreszenz-
spektroskopische Untersuchungen an Myosinen kann sowohl die intrinsische Fluoreszenz, die
von fluoreszierenden Aminosiduren des betrachteten Molekiils stammt, als auch die
extrinsische Fluoreszenz, die in Form von fluoreszierenden Gruppen eingebracht wird,
beobachtet werden. Hierzu wird in dieser Arbeit die stopped-flow Methode als schnelle
Mischmethode angewendet (s. Material und Methoden, Kapitel 2.7.2.).

Intrinsische Fluoreszenz

Bei der Charakterisierung von Myosinen mittels Fluoreszenzspektroskopie wird hauptsidchlich
die Fluoreszenz der Aminosdure Tryptophan gemessen. Die beiden anderen aromatischen
Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin werden aufgrund von niedriger Quantenausbeute
bzw. Fluoreszenzloschung kaum genutzt. Die Tryptophanfluoreszenz ist abhidngig von der
Polaritdt und der Anwesenheit von Wassermolekiilen in der direkten Umgebung. Deshalb ist
sie dazu geeignet, Konformationsdnderungen eines Molekiils zu beobachten, bei denen sich
die Umgebung von Tryptophanresten éndert. Dies ist bei den meisten Myosinen der Fall, da
sich der konservierte Tryptophanrest W501 (Position in der Sequenz von D. discoideum
Myosin-II) bei der ATP-Hydrolyse von einer wifirigen in eine 16sungsmittelfreie Umgebung
bewegt. Die Tryptophanfluoreszenz wird mit Licht einer Wellenldnge von 296 nm angeregt
und die Emission oberhalb einer Wellenlédnge von 320 nm durch einen 320 nm cut-off Filter
detektiert. Durch Anregung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz kann die Interaktion von
Myosin mit ATP beobachtet werden.

Extrinsische Fluoreszenz

Fiir die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung von biochemischen Prozessen wie
Nukleotid-Protein  Interaktionen, Protein-Protein Interaktionen oder Konformations-
anderungen von Proteinen werden hauptsichlich kovalent gebundene Fluorophore eingesetzt.
Diese werden an bestimmte Aminosdureketten gekoppelt, ihre Fluoreszenz ist stark von der
Umgebung abhingig. Zur Markierung werden die Farbstoffe mit reaktiven Gruppen wie
Iodoacetamid oder Isothiocyanat verkniipft, die dann in einer Kopplungsreaktion mit
spezifischen reaktiven Aminoséduren reagieren. Zu diesen zéhlen z. B. die Sulfhydrilgruppe
von Cystein oder die Aminogruppe von Lysin bzw. vom N-Terminus von Proteinen. Die
Funktionalitdt und die spezifischen Eigenschaften eines Proteins diirfen dabei durch die
Farbstoffgruppe nicht beeinflu3t werden.

Die Interaktion von Myosin mit Aktin kann durch Beobachtung der extrinsischen Fluoreszenz
von Pyren-Aktin beobachtet werden. Dazu wird Aktin durch Reaktion mit N-(1-
pyrenyl)iodoacetamid selektiv an Cystein 374 markiert. Pyren wird mit Licht einer
Wellenlédnge von 365 nm angeregt und die durch Fluoreszenz hervorgerufene Emission durch
einen 389 nm cut-off Filter detektiert.

Eine selektive Farbstoftkopplung ist aufgrund der oftmals groBen Anzahl an reaktiven
Gruppen in einem Protein sehr schwierig. Daher werden auch Substrate, die mit dem Protein
in Wechselwirkung treten, fluoreszenzmarkiert. Zur Untersuchung der Nukleotidbindung an
Myosin wird in dieser Arbeit N-Methylanthraniloyl-(mant)-markiertes ATP (s. Abbildung
1.9) oder ADP verwendet. Der Farbstoff ist an die 2’ oder der 3’ Hydroxylgruppe des
Nukleotids gebunden [Hiratsuka und Uchida, 1973; Hiratsuka, 1983].
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Abb. 1.9: Strukturformel von mant-ATP (2°/3’-(N-Methyl-anthraniloyl)-Adenosin-5’-triphosphat). Die fluoro-
phore mant-Gruppe wird mit Licht einer Wellenldnge von 355 nm angeregt, die Wellenlédnge des emittierten
Lichtes betragt 448 nm.

Alternativ kénnen auch Coumarin-Derivate der Nukleotide verwendet werden. Diese haben
andere Quantenausbeuten als die mant-Derivate. Des weiteren konnten bei unterschiedlichen
Myosinen mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen andere Konformationsianderungen oder
Zwischenschritte aufgelost werden [Webb und Corrie, 2001].

Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)

Zur Untersuchung der Bindung von mant-Nukleotiden an Myosin kann auller der direkten
Anregung der extrinsischen Fluoreszenz der Proze8 des Elektronentransfers angewendet
werden. Nach Anregung der Tryptophanfluoreszenz (Donor) findet ein strahlungsloser
Energietransfer auf die mant-Gruppe (Akzeptor) statt. Diesen Vorgang bezeichnet man als
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer. Die Fluoreszenzintensitét ist dabei geringer als bei
direkter Anregung der mant-Gruppe. Weil aber bei Verwendung des Nukleotids im
UberschuB nur myosingebundene Nukleotide angeregt werden, ist sowohl die relative
Fluoreszenzerhohung als auch die Sensitivitidt erhoht [Woodward et al., 1991]. FRET kann
iber eine Distanz von 1 bis 10 nm stattfinden [Berlman, 1973]. Voraussetzung dafiir ist, daf3
das Emissionsspektrum des Donors mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors iiberlappt. Da
die Energie fiir die Absorption im Akzeptor kleiner ist als fiir die Absorption im Donor, ist
der ProzeB gerichtet. Dieser strahlungslose Proze3 basiert auf der Dipol-Dipol-
Wechselwirkung der beiden Ubergangsdipole und liuft im Rahmen von Femtosekunden bis
Millisekunden ab [Forster, 1951; Xiao et al., 2003; Shih et al., 2000].

1.6. Kinetische Modelle und Reaktionsgleichungen zur Aufklarung der
molekularen Mechanismen von Myosinen

Die Enzymkinetik befalit sich mit der Geschwindigkeit und den Mechanismen von
Reaktionen, bei denen biologische Katalysatoren - Enzyme - wirken. Aus der Konzentrations-
anderung eines oder mehrerer Reaktionspartner lassen sich Riickschliisse auf die molekularen
Mechanismen des Enzyms ziehen. Dabei wird zwischen Steady State- und Transientenkinetik
unterschieden. Bei der Steady State-Kinetik befinden sich das freie Enzym (Myosin) und
seine Zwischenzustinde im FlieBgleichgewicht. Die Transientenkinetik hingegen beschreibt
den Reaktionsverlauf zweier oder mehrerer Reaktanten vom Zeitpunkt des Mischens bis zur
Einstellung eines Gleichgewichtes. Dabei konnen einzelne Reaktionsschritte anhand der
Anderungen des Fluoreszenzsignals mit einer zeitlichen Auflsung im Millisekundenbereich
detektiert werden.
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1.6.1. Aktin-aktivierte ATPase von Myosin

Fiir die Bestimmung der ATPase-Aktivitdit von Myosin im FlieBgleichgewicht wird das
Substrat ATP in groBem Uberschuf} eingesetzt. Mit der Einstellung des Gleichgewichtes der
Reaktion befindet sich das System im steady-state-Zustand, das heillt, daB die
Geschwindigkeit der Bildung der Zwischenprodukte gleich groB ist wie die ihres Zerfalls. Die
Konzentration der Intermediate bleibt also konstant, wihrend die der Edukte und Produkte ab-
bzw. zunimmt.

In Abwesenheit von Aktin kann die basale ATPase-Aktivitit von Myosin mit dem
Formalismus der Michaelis-Menten-Kinetik beschrieben werden [Michaelis und Menten,
1913]. Das Substrat (ATP) wird in groBem UberschuB3 eingesetzt, so daB das Enzym (Myosin)
mit Substrat gesittigt ist. Dadurch ist die maximale Reaktionsgeschwindigkeit anndhernd
unabhingig von der ATP-Konzentration, die Reaktion ist pseudo 1. Ordnung. Die Michaelis-
Menten-Gleichung bezogen auf die basale ATPase lautet unter diesen Bedingungen (fiir eine
detaillierte Herleitung dieser und der folgenden Gleichungen siche Lehrbiicher der Biochemie
oder [Fersht et al., 1985]):
Vou - LATP]

KM(ATP) +[ATP]

v =

Wie man der Gleichung entnehmen kann, besteht also ein hyperbolischer Zusammenhang
zwischen ATP-Konzentration und Geschwindigkeit v. Dabei ist vyax die maximal erreichbare
Geschwindigkeit und Kj, die Michaelis-Menten-Konstante; sie hat die Einheit mol/l und gibt
die ATP-Konzentration an, bei der die ATPase-Geschwindigkeit auf die Hilfte von v,y
aktiviert wird. Aufgrund der physiologischen ATP-Konzentration im millimolaren Bereich
innerhalb der Zelle besitzen Myosine einen Ky 47p) im mikromolaren Bereich (uM). Die
erreichbare maximale ATPase-Geschwindigkeit in Abwesenheit von Aktin liegt meist in der
GroBenordnung von 0,1 s™. Obwohl der Mechanismus der ATP-Hydrolyse durch Myosin ein
komplexer Reaktionsmechanismus ist, der aus mehreren transientenkinetisch aufldsbaren
Zwischenschritten besteht, folgt das kinetische Verhalten im FlieBgleichgewicht der
Michaelis-Menten-Kinetik. Tatsdchlich flieBen in die Konstanten v, und Ky
Geschwindigkeitsparameter von Reaktionen ein, die vor der Hydrolyse stattfinden. In
Abwesenheit von Aktin wird die Freisetzung von P; als der Schritt angenommen, der die
Umsatzrate limitiert (rate limiting step).

Durch Anwesenheit von F-Aktin (A) wird die Freisetzung der Hydrolyseprodukte
beschleunigt. Um jedoch in diesen Aktin-aktivierten ATPase-Zyklus eintreten zu konnen,
muss der Komplex M-ADP-P; zundchst einen Kollisionskomplex mit Aktin (A-M-ADP-P;)
bilden. Diese Reaktion kann dabei durch ein Gleichgewicht beschrieben werden, welches der
Freisetzung der Hydrolyseprodukte vorgelagert ist:

M-ATP —» M-ADP-P;,—
\ Kyiaxtin) Keat
Ae————2 AM-ADPP, ———> AM+P;+ADP

Sofern ATP im Uberschul vorliegt, kann die Aktin-aktivierte ATPase-Aktivitit nach dem
Formalismus der Michaelis-Menten-Kinetik beschrieben werden. Dabei wird das
Gleichgewicht zwischen dem Komplex M-ADP-P;, Aktin und A-M-ADP-P; durch die
Michaelis-Menten-Konstante Kjyyakin) beschrieben. Auch in diesem Fall beinhaltet K, weitere
Geschwindigkeitskonstanten von Reaktionsschritten, welche der Hydrolyse vorausgehen und
wird daher auch als apparente Konstante, Kippakin, bezeichnet. Die Geschwindigkeits-
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konstante des limitierenden Schrittes, k.., charakterisiert dabei die maximale Katalyserate der
gesamten Myosin-ATPase unter Séttigung mit F-Aktin. Die ATPase-Geschwindigkeit k47p
kann auch im Aktin-aktivierten Fall durch eine Michaelis-Menten-Gleichung beschrieben
werden:

K. [Aktin]
Kare = ;
KM(Aktin) +[Aktin]

Bei hohen Aktin-Konzentrationen [Aktin] >> Kjyakiny und damit Kjygakiny/[Aktin] << 1,
vereinfacht sich diese Gleichung zu kyrp = kcar. Ist der Wert kcqe bekannt, so 146t sich Kyakin)
iiber kc./2 graphisch bestimmen. k. kann héufig nicht direkt gemessen werden, da viele
Myosine mit gebundenem Nukleotid eine geringe Affinitdt zu F-Aktin besitzen. Aufgrund der
zunehmenden Viskositdt einer Losung mit hohen Aktin-Konzentrationen kann der
Séttigungsbereich [Aktin] >> Kjyakiny nicht erreicht werden, so dafl eine unabhédngige
Bestimmung beider Parameter ebensowenig moglich ist. Der geeignete Parameter fiir eine
Diskussion der katalytischen Aktivitit verschiedener Myosinkonstrukte beinhaltet beide
Konstanten, k., und Kygakin). Flir [Aktin] << Kjgakin), nimmt die obige Gleichung folgende
vereinfachte Form an:

k= —Xest [ Aktin]

M{(Aktin)

Es handelt sich bei der Konstanten kca/Kpakin) um eine Geschwindigkeitskonstante zweiter
Ordnung, die als eine apparente Aktinbindungskonstante (in Anwesenheit von ATP)
interpretiert werden kann.

Tabelle 1.1 zeigt exemplarisch die Groenordnung der steady-state-Parameter eines typischen
Klasse II und Klasse V Myosins im Vergleich. Die basale ATPase-Geschwindigkeit ist
vergleichbar hoch, sie wird jedoch durch Aktin unterschiedlich stark aktiviert. Myosin-V zeigt
eine hohere Maximalgeschwindigkeit ko von 15 s, die schon bei geringen Aktin-
Konzentrationen um 1 uM (Ky) erreicht wird. Die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung fiir
die Aktinbindung in ATP-Anwesenheit (kca/Kumakin) ist flir Myosin-V um mehr als den
Faktor 100 hoher.

Tab. 1.1: Typische Parameter der Aktin-aktivierten ATPase-Aktivitit exemplarischer Myosine im
FlieBgleichgewicht.

Myosin Myosin-II Myosin-V
basale ATPase (s™) 0,1 0,03
Fear (57) 2 15
Kwmiakiiny (UM) 50 1
keat/Kapp (uM's™) 0,03 15

1.6.2. Interaktion von Myosin mit Nukleotiden

Alle Myosine, die bisher untersucht wurden, folgen demselben grundlegenden Mechanismus
der ATP-Hydrolyse, der im Bagshaw-Trentham-Schema beschrieben wird [Bagshaw und
Trentham, 1974; Bagshaw et al., 1974]. Dieses 7-Schritt-Modell wurde fiir Myosin S1 aus
Kaninchen aufgestellt und 16st die einzelnen Schritte der Interaktion von Myosin und
Nukleotid auf. Es 148t sich auch auf andere Myosine iibertragen. Basierend auf intensiven
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kinetischen Studien mit D. discoideum Myosin-11 konnte dieses Modell zu einem ,,8-Schritt-
Modell* erweitert werden [Zeng et al., 2004]:

M*ATP~=M*ADP-P; switch 2 closed
3a 1{ wv 4
MEATP  MTADP-P—MT-ADP+P,; switch 2 open
2 "P 16
M+ATP—=M-ATP M-ADP--M+ADP  apo

Abb. 1.10: Reaktionsschema der Interaktion von Kaninchen Myosin S1 und Nukleotiden. M=Myosin,
P;=anorganisches Phosphat, Kreuz und Stern (}, *) bezeichnen Konformationséinderungen, die mit einer
Anderung der Tryptophanfluoreszenz einhergehen. Auf der rechten Seite ist der Zustand der Schalter 1 (switch
1) und Schalter 2 (switch 2) Elemente bei der Interaktion mit dem gebundenen Nukleotid angegeben [Zeng et al.,
2004; Bagshaw und Trentham, 1974].

Zunichst bildet sich diffusionskontrolliert (Schritt 1) ein bindrer Kollisionkomplex M.ATP.
Der nachfolgende Isomerisierungsschritt (2) ist schnell, das Gleichgewicht liegt sehr stark auf
Seiten des Produktes. Er geht mit einer Konformationséinderung (Offnen von Schalter II)
einher, die mit einer erhdhten Tryptophanfluoreszenz verbunden ist (M'.ATP). Durch die
anschlieBende, reversible Hydrolyse des ATP (Schritt 3a und 3b) kommt es zu einer weiteren
Fluoreszenzerh6hung (M*), weil ein fluoreszenzsensitives Tryptophan (Tryptophan 501 in D.
discoideum Myosin-II) in der Relay-Region seine Dielektrizititskonstante sehr stark dndert
[Malnasi-Csizmadia et al., 2000]. Die Hydrolyseprodukte bleiben zunichst gebunden, es
findet eine Konformationsinderung (Offnen von Schalter II, Schritt 4) statt, begleitet von
einer Verminderung der Tryptophanfluoreszenz, bevor dann Phosphat freigesetzt wird (Schritt
5). Auch die nachfolgende ADP-Freisetzung ist ein Zwei-Schritt-ProzeS mit einem
Isomerisierungsschritt (Schritt 6), der mit einer Fluoreszenzverminderung einhergeht, sowie
der anschlieBenden Dissoziation des ADP (Schritt 7).

Fiir Skelett-Myosin S1 setzt sich die Fluoreszenzerhohung bei der Interaktion mit ATP also
aus zwei Komponenten zusammen. Dies zeigt sich darin, daB die Amplitude der
Fluoreszenzidnderung bei hoheren ATP-Konzentrationen sinkt [Millar und Geeves, 1983]. Es
kann nur noch die Fluoreszenzédnderung des Hydrolyseschrittes beobachtet werden, da die
Bindungsreaktion zu schnell ablauft, um im Stopped-Flow-Spektrometer detektiert werden zu
konnen. Fir D. discoideum Myosin-Il  wird eine geringere Amplitude der
Fluoreszenzidnderung beobachtet, die bei steigender ATP-Konzentration konstant bleibt.
Deshalb wird diese dem Hydrolyseschritt zugeordnet [Ritchie et al., 1993; Kurzawa et al.,
1997]. Das Fehlen eines Fluoreszenzsignals fiir die ADP-Bindung an D. discoideum Myosin-
II sowie die Abwesenheit konservierter Tryptophanreste (W113 und W131 in Kaninchen
Myosin S1) in der Nukleotidbindungstasche von D. discoideum Myosin II (D112 und R130)
unterstiitzen diese Interpretation.

1.6.3. Interaktion von Myosin mit Aktin

Die Bindung von Aktin an Myosin kann als ein dreistufiger Prozef3 betrachtet werden [Geeves
et al., 1984; Geeves und Conibear, 1995].
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Ko K1 K2
A+M <= A~M +—= AM «<—= A-M

Kollisions-  A-Zustand R-Zustand
Komplex

Abb. 1.11: Reaktionsschema der Interaktion von Kaninchen Myosin S1 und Aktin. A=Aktin, M=Myosin [nach
Geeves und Conibear, 1995].

Zunichst bildet sich ein Kollisionskomplex aus Aktin und Myosin (Ky). Dieser Schritt beruht
auf elektrostatischen Wechselwirkungen und ist deshalb abhéngig von der Ionenstirke [Furch
et al., 1998]. Die nachfolgende Isomerisierung zum A-Zustand (attached state, K;) fithrt zur
Ausbildung von stereospezifischen, hydrophoben Interaktionen und somit einer schwachen
Bindung zwischen Aktin und Myosin. Der anschlieBende Ubergang zum stark
aktingebundenen R-Zustand (rigor-like state, K;) kann fluoreszenzspektroskopisch iiber eine
Verringerung der Pyren-Aktin Fluoreszenz beobachtet werden. Bei diesem Schritt schlief3t
sich die Spalte zwischen der oberen und der unteren 50 kDa Doméne, wodurch alle
Interaktionen in der Aktomyosin-Bindungsstelle ausgebildet werden [Conibear et al., 2003].
Wenn fluoreszenzspektroskopisch nicht mehrere Zustéinde aufgeldst werden kdnnen, kann die
Interaktion nach dem folgenden einfachen Ein-Schritt-Mechanismus beschrieben werden:

Kia
A+M <= A:M
K-a

1.6.4. Interaktion des Aktomyosinkomplexes mit Nukleotiden

Betrachtet man die Interaktion von Aktin und Myosin in Anwesenheit von Nukleotid, so kann
das oben gezeigte Modell durch Nukleotid zu einem kompetitiven Bindungsmodell ergidnzt
werden. Abbildung 1.12 zeigt das sogenannte 3G-Modell [Geeves, Goody und Gutfreund,
1984].

Ko K1 K2 KN
A+MN +—= A~M:N <= A-M:N <= AM-N <= A:M+N

Kollisions- A-Zustand R-Zustand
Komplex

Abb. 1.12: Zwei-Schritt Modell der Interaktion von Kaninchen Myosin S1 mit Nukleotid und Aktin. A=Aktin,
M=Myosin, N=Nukleotid [Geeves und Conibear, 1995; Geeves et al., 1984].

Dabei resultiert aus einer zunehmend stirkeren Bindung von Aktin eine schwéchere Bindung
des Nukleotides wund umgekehrt. Die Geschwindigkeit der Ausbildung des
Kollisionskomplexes (Kp) sowie der Isomerisierung zum A-Zustand (Kj) sind
nukleotidunabhiingig, wihrend der Ubergang zum R-Zustand sehr sensitiv fiir gebundenes
Nukleotid und in Anwesenheit des y-Phosphates von ATP signifikant verringert ist.

Mit transientenkinetischen Methoden konnten mehrere Aktomyosinzustinde in Anwesenheit
von Nukleotiden aufgelost werden, woraus das folgende Modell abgeleitet wurde [Millar und
Geeves, 1983; Siemankowski und White, 1984]:
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K1 Ki2 schnell
AM+T €« AeMeT === A-MT — A+ M-T
+D
.
A*M<D

Abb 1.13.: Modell der Interaktion von Akto.Myosin mit Nukleotiden. A=Aktin, M=Myosin, T=ATP, D=ADP
[Millar und Geeves, 1983; Siemankowski und White, 1984].

Der erste Schritt bei der Interaktion von ATP mit Akto.Myosin (Abbildung 1.13,
waagerechter Reaktionsverlauf) ist die schnelle Einstellung eines Gleichgewichtes mit der
Gleichgewichtskonstanten K;. Darauf folgt eine Isomerisierung des terniren Komplexes, die
geschwindigkeitsbestimmend fiir die Aktindissoziation ist (K+2).
Die Geschwindigkeitskonstante dieser Reaktion ist durch k., = Kiksz [ATP]/(1+K;[ATP])
definiert. Bei sehr kleinen ATP-Konzentrationen héngt die beobachtete Geschwindig-
keitskonstante linear von der ATP-Konzentration ab und die Gleichung vereinfacht sich zu
kops = Kiksz [ATP]. Kjks, gibt dabei die Steigung der Geraden an und definiert eine
Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung. Bei hoheren ATP-Konzentrationen zeigt ki, eine
Séttigung und der Proze kann mit einer Hyperbel beschrieben werden: ko =
ki2[ATP)/([ATP]+KY).
In Anwesenheit von ADP (Abbildung 1.13, senkrechter Reaktionsverlauf) konkurrieren beide
Nukleotide um die Bindung an Akto.Myosin, da auch ADP in schnellem Gleichgewicht mit
Akto.Myosin steht (Gleichgewichtskonstante Kap). Experimentell kann Kap ermittelt
werden, indem die Dissoziationsgeschwindigkeit des Aktomyosinkomplexes in Anwesenheit
steigender ADP-Konzentrationen gemessen und gegen die ADP-Konzentration aufgetragen
wird. Der Proze3 kann mit einer Hyperbel ks = ko/(1 + [ADP]/Kap) beschrieben werden,
wobei ky die beobachtete Geschwindigkeitskonstante in Abwesenheit von ADP ist und Kap
die Dissoziationsgleichgewichtskonstante von ADP definiert.
Die Kopplungen der Interaktionen zwischen Myosin, Aktin und ADP konnen nach dem
folgenden Schema interpretiert werden:
Kb
M <= M:D

Wff e

A M «——= A*MD
Kab

Abb. 1.14: Affinitit von Aktin und ADP fiir Myosin. A=Aktin, M=Myosin, D=ADP. Die Gleichgewichts-
konstanten in Anwesenheit von Aktin sind fett, in Abwesenheit von Aktin kursiv dargestellt [nach Ritchie et al.,
1993].

Die Anpassung verschiedener Myosine an ihre vielféltigen Aufgaben erfordert eine
Feineinstellung der Funktionalitidt der konservierten Motordoméne. Kleine Unterschiede in
der Primérsequenz und der atomaren Struktur gehen mit verdnderten kinetischen Parametern
einher.

Wie bereits in Kapitel 1.6.1. (Tabelle 1.1) gezeigt, duBlern sich diese Unterschiede zwischen
Myosin-II und Myosin-V z.B. darin, dal die maximale ATPase-Geschwindigkeit von
Myosin-V um eine GroBenordnung hoher ist als die von Myosin-II. Betrachtet man die
Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten der einzelnen Schritte des ATPase-Zyklus
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dieser Myosine, wird klar, dal feine Unterschiede in einzelnen Parametern eine sehr
unterschiedliche Funktionsweise ermdglichen.

Das Schema oben (Abbildung 1.14) zeigt die Interaktionen zwischen Aktin, Myosin und
ADP. Wie die meisten Myosine weisen auch Myosin-II und Myosin-V in Abwesenheit von
Nukleotiden eine sehr hohe Aktin-Affinitdt auf, K, liegt zwischen 1-20 nM. Die ADP-
Affinitdt in Abwesenheit von Aktin (Kp) zeigt groBere Unterschiede, sie liegt fiir Myosin-V
im Bereich von 0,1-1 uM, Myosin-II hat eine ADP-Affinitdt von 1-10 uM. Aufgrund der
starken Kopplung zwischen Nukleotid- und Aktinbindung bei Myosin-II und anderen
Myosinen, die fiir schnelle Bewegung optimiert sind, filhrt die Anwesenheit von ADP zu
einer Schwichung der Aktin-Affinitdt um den Faktor 10-20, so da3 Kpx im Bereich von 100-
500 nM liegt. Bei ATP-Anwesenheit liegt dieser Faktor bei ~10.000, so daB3 eine sofortige
Dissoziation des Komplexes stattfindet. Fiir Myosin-V bewirkt die ADP-Anwesenheit kaum
eine Schwichung der Aktin-Affinitit, so dal Kps hier ebenfalls bei 1-20 nM liegt. Eine der
wichtigsten kinetischen Anpassungen dufert sich in der Beschleunigung der ADP-Freisetzung
durch Aktin. Bei Myosin-II wird die Geschwindigkeit der ADP-Dissoziation von ~1 s im
aktinfreien Zustand (Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k) auf ~100 s in Anwesenheit
von Aktin (k.ap) beschleunigt. Dies hat auch eine 100-fache Schwichung der ADP-Affinitét
zur Folge, Kap liegt fiir Myosin-II bei ~200 uM. Die ADP-Dissoziation von Myosin-V wird
durch Aktin nur moderat beschleunigt und erreicht mit einer Geschwindigkeit von ~15-20 s™
die Grofenordnung der maximalen ATPase-Geschwindigkeit im FlieBgleichgewicht. Dadurch
wird dieser Schritt fiir Myosin-V geschwindigkeitsbestimmend. Die Affinitét fiir ADP sinkt in
Anwesenheit von Aktin nur unwesentlich und bleibt im mikromolaren Bereich (Kap = 1-10
uM).

Auch in den weiter oben beschriebenen Schritten gibt es einige Unterschiede zwischen
Myosin-V und D. discoideum Myosin-11. Die Geschwindigkeit der ATP-Hydrolyse (k+; + k.3)
ist fiir D. discoideum Myosin-II langsam (~30 s™), wihrend dieser Schritt fiir Myosin-V sehr
schnell ablauft (~750 s™). Dadurch kann Myosin-V nach der ATP-Bindung und Dissoziation
den Hydrolyseschritt sehr schnell durchlaufen und somit schnell wieder an Aktin binden. Die
Phosphatfreisetzung, die bei Myosin-II langsam und geschwindigkeitsbestimmend ist, erfolgt
fiir Myosin-V mit einer Geschwindigkeit von >250 s™.

Durch Anderungen in wichtigen Gleichgewichts- und Geschwindigkeitskonstanten um ein bis
zwel GrofBenordnungen werden also grundlegende Unterschiede in der Funktionalitét
verschiedener Myosine ermoglicht.

AuBer der kinetischen Beschreibung von Myosinen gibt es noch weitere Methoden, die fiir die
Charakterisierung der Funktion hilfreich sind. Die Bestimmung der Geschwindigkeit, mit der
Aktinfilamente in vitro liber immobilisierte Myosinkonstrukte bewegt werden, kann mit
fluoreszenzmarkierten  Aktinfilamenten —mikroskopisch im sogenannten in  vitro
Motilitdtsassay verfolgt und bestimmt werden (s. Kapitel 2.7.4.). Da prozessive Myosine wie
Myosin-V in der Lage sind, Aktinfilamente als einzelnes Molekiill zu bewegen, kann
untersucht werden, bei welchen minimalen Myosin-Konzentrationen noch Bewegung von
Aktinfilamenten beobachtbar ist. Zeigt ein Myosin auch bei sehr niedrigen
Oberflichenkonzentrationen noch Bewegung von Aktinfilamenten, so ist das ein erster
Hinweis auf mogliche Prozessivitit. Weitere direkte Methoden zur funktionalen
Charakterisierung von Myosinen sind Einzelmolekiil-Fluoreszenzmessungen zur direkten
Beobachtung der Laufweite von prozessiven Myosinen sowie Kraftmessungen und die
Bestimmung der Lange des Kraftschlages mit Hilfe optischer Laserfallen [Steffen und Sleep,
2004; Dantzig et al., 2006].
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1.7. D. discoideum als eukaryotischer Modellorganismus

Dictyostelium discoideum ist ein niederer Eukaryot, der als zelluldrer Schleimpilz bezeichnet
wird. Nach klassischer Taxonomie wird er zum Reich der Protisten, Stamm Amoebozoa,
Ordnung Dictyosteliida gezéhlt. Heute werden Schleimpilze als eigene Gruppe angesehen, da
sie phianotypische Eigenschaften sowohl von Pilzen (Lebenszyklus, Sporenbildung) als auch
von Protozoen (Bewegung) zeigen. Aufgrund der ausgeprégten Interaktionen der Individuen,
auch im einzelligen Amdben-Stadium, wird D. discoideum in der aktuellen Literatur als
soziale Amobe bezeichnet [Kessin, 2001].

Aufgrund ihres sehr dynamischen Zytoskeletts eignen sich die amoboiden Zellen von D.
discoideum besonders gut fiir Untersuchungen von Bewegungsprozessen [Schleicher ef al.,
1995]. Dictyostelium-Amdben weisen im Gegensatz zu Hefen keine Zellwand auf, verfiigen
iiber chemotaktische Aktivitit und besitzen die Fiahigkeit zur Differenzierung. Hierbei kénnen
durchaus Parallelen zu Entwicklungsvorgéngen in tierischen Organismen gezogen werden.

Im vegetativen Stadium lebt D. discoideum als einzellige Amdbe in Waldbdden und ernéhrt
sich durch Phagocytose von Bakterien und Hefen [Raper, 1935]. Das definierte
Differenzierungsprogramm von D. discoideum wird durch Nahrungsmangel ausgeldst und
fiihrt durch Aggregation der Amében zur Bildung von multizelluldren Strukturen. Im ersten
Stadium des Entwicklungszyklus sekretieren D. discoideum Zellen zyklisches Adenosin-3',5'-
monophosphat (cAMP), das als chemotaktisches Signal dient [Gerisch und Wick, 1975]. Die
Zellen bewegen sich entlang des cAMP-Gradienten und bilden ein Aggregat, das aus etwa 10°
Zellen besteht (s. Abbildung 1.15). Durch die Aggregation entsteht ein sogenanntes
Pseudoplasmodium (s/ug), ein wurméhnlicher Zellverband mit einer Lédnge von 1 bis 2 mm.
Gleichzeitig beginnt die Differenzierung in zwei Zelltypen, die Pra-Sporenzellen und die Pri-
Stielzellen [Firtel, 1995]. In diesem Stadium ist das Zellaggregat lichtempfindlich und bewegt
sich positiv phototaktisch zu einer giinstigen Umgebung, wo der néchste Entwicklungsschritt,
die Kulmination, eingeleitet wird. Uber das Zwischenstadium des mexican hat wird aus dem
Zellklumpen ein Fruchtkorper mit Basalplatte, Stiel und Sporenkopf gebildet. Die Zellen des
Stiels und der Basalplatte sind stark vakuolisiert, bilden eine Zellwand und sterben im fertigen
Sporentrdger ab. Die Sporenzellen bilden ebenfalls eine Zellwand, verlieren Wasser und
werden metabolisch inaktiv [Loomis, 1975]. Der Differenzierungsproze3 von D. discoideum
ist 24 bis 30 h nach Beginn der Aggregation beendet. Bei Berithrung des Sporenkopfes
werden die Sporen freigesetzt und beginnen unter geeigneten Bedingungen mit der Keimung.
Dadurch bilden sich wieder einzelne Amoben und der Entwicklungszyklus von D. discoideum
ist damit geschlossen.

D. discoideum verfiigt als Modellorganismus iiber praktische Vorteile gegeniiber anderen,
komplizierteren Zellsystemen. Da der Organismus nicht pathogen ist, 148t er sich einfach im
Labor handhaben. Er ist seit der Einfiilhrung von axenischen Mutationen nicht nur auf
Bakterienrasen, sondern auch in fliissigen Medien einfacher Zusammensetzung zu kultivieren
[Sussman und Sussman, 1967; Watts und Ashworth, 1970; Loomis, 1971]. Bei den axenisch
wachsenden Zellen handelt es sich um spezifisch modifizierte Dictyostelium-Stimme (AX2,
AX3), die nicht auf feste Nahrungsbestandteile angewiesen sind. Auf diese Weise konnen
Zelldichten bis 107 Zellen/ml erreicht werden. Eine Kultivierung in dieser Form ermdglicht
es, D. discoideum unter anderem als Proteinexpressionssystem einzusetzen, dhnlich den
prokaryotischen Expressionssystemen [Manstein und Hunt, 1995].

Ein weiterer Vorteil ist die leichte molekularbiologische Manipulierbarkeit. Vor kurzem
wurde die vollstindige Sequenzierung des Genoms von D. discoideum abgeschlossen
[Kreppel et al., 2004; Eichinger et al., 2005]. Es ist auf 6 Chromosomen verteilt und mit
34 Mbp nur etwa zehnmal gréBer als das von Bakterien. Es liegt in der Regel haploid vor,
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wodurch die Isolierung von Mutanten im Vergleich zu anderen gentechnisch manipulierbaren,
eukaryotischen Zellsystemen erleichtert wird.

Abb. 1.15: Entwicklungsszyklus von Dictyostelium discoideum. Die Metamorphose von D. discoideum beginnt
mit der Aggregation (vorne rechts) und lduft (im Uhrzeigersinn) iiber die Stadien first finger und
Pseudoplasmodium zum mexican hat. Aus diesem wird der Fruchtkorper differenziert. Die
elektronenmikroskopische Aufnahme stammt von M. J. Grimson und R. L. Blanton, Texas Technical University,
USA.

Des Weiteren ist D. discoideum fiir die Bearbeitung von Fragestellungen beziiglich der
Zellmotilitit besonders geeignet. Der Organismus zeigt neben intrazelluldrer und amoboider
Bewegung auch Bewegungserscheinungen des gesamten Organismus und exprimiert aus
diesem Grund eine wesentliche grofere Anzahl verschiedener Myosinklassen als niedrigere
Eukaryoten [Kollmar, 2006]. Dariiber hinaus wird D. discoideum fiir die Untersuchung von
Signaltransduktion, Zellentwicklung und Zell-Zell-Adhésion verwendet [Soldati, 2003].

Die Arbeit mit D. discoideum hat fiir das Gebiet der Myosinforschung eine herausragende
Bedeutung. Ein groBer Teil der heute verfiigbaren Kristallstrukturen von Myosinen, auch in
unterschiedlichen Zustdnden, konnte anhand von D. discoideum Myosin-11 Konstrukten geldst
werden [Smith und Rayment, 1995; Gulick et al., 1997; Bauer et al., 1997; Reubold et al.,
2003]. Auch die einzige bisher verfligbare atomare Struktur eines Klasse I Myosins stammt
von D. discoideum Myosin-IE [Kollmar et al., 2002]. Mit Hilfe des Expressionssystems D.
discoideum ist es auBerdem gelungen, unkonventionelle Pflanzenmyosine rekombinant zu
exprimieren, was deren kinetische und funktionale Charakterisierung ermoglichte [Hachikubo
et al., 2007; Ito et al., 2003]. D. discoideum exprimiert 13 Myosine aus mindestens vier
Klassen [Kollmar, 2006]. Bisher sind bereits Myosin-II und Myosin-IB, -ID und -IE kinetisch
und funktional charakterisiert [Manstein et al., 1989; Ritchie et al., 1993; Woodward et al.,
1995; Anson et al., 1996; Kurzawa et al., 1997; Fujita-Becker et al., 2005; Diirrwang et al.,
2006; Tsiavaliaris et al., eingereicht]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die funktionale und
kinetische Charakterisierung eines weiteren Myosins aus D. discoideum, Myosin-Vb,
abgeschlossen, sowie die Grundlage fiir die Charakterisierung von D. discoideum Mysoin-1C
gelegt werden. Somit ist absehbar, da3 in ndchster Zukunft die kinetischen und funktionalen
Eigenschaften aller Myosine aus D. discoideum erfafit sein werden. Dadurch wird die erste
Charakterisierung des gesamten ,,Myosoms* eines Organismus zuginglich sein.
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Im folgenden wird ndher auf die zwei Myosine eingegangen, die im Rahmen dieser Arbeit
untersucht wurden.

1.7.1. D. discoideum Myosin-Vb

D. discoideum Myosin-Vb weist Sequenzhomologien zu pflanzlichen Klasse XI Myosinen
und zu Klasse V Myosinen auf [Peterson et al., 1996]. Basierend auf Sequenzvergleichen von
Motordominen wird es den Klasse V Myosinen zugeordnet [Kollmar, 2006]. Die schwere
Kette von Myosin-Vb besteht aus 2249 Aminosduren und hat eine molekulare Masse von 258
kDa. An die Motordoméne schlieit sich die Nackenregion mit sechs IQ-Motiven an, die
zugehorigen leichten Ketten sind nicht bekannt. Es wird allerdings vermutet, da3 es sich um
Calmodulin oder Calmodulin-dhnliche Aminosdureketten handelt. Die Schwanzregion enthélt
Bereiche, die superspiralisierte Strukturen ausbilden konnen und damit fiir die Dimerisierung
geeignet sind.

Die mRNA von Myosin-Vb hat eine GroBle von 7,8 kb und kann wéhrend des gesamten
Lebenszyklus von D. discoideum nachgewiesen werden. In der vegetativen Wachstumsphase
ist die mRNA-Konzentration sehr hoch, mit Beginn der chemotaktischen Aggregation fillt sie
stark ab [Hammer III. und Jung, 1996]. In Myosin-Vb knock-out-Mutanten konnte keine
offensichtliche Verdnderung des Phénotyps festgestellt werden. Entwicklung, Pinozytose,
Aktin- und Calmodulinverteilung, Osmoregulation und Phagozytose sind normal [Peterson et
al., 1996]. Da Myosin-Vb sechs Bindungsstellen fiir Calmodulin pro schwerer Kette besitzt,
konnte es die intrazelluldre Lokalisation von Calmodulin -dhnlich wie das Klasse V Myosin
Myo2 aus S. cerevisiae- beeinflussen [Hammer III. und Jung, 1996]. Es wurde deshalb
vermutet, dal Myosin-Vb bei der Funktion der kontraktilen Vakuole eine Rolle spielt, weil
Calmodulin in der Membran der kontraktilen Vakuole hoch konzentriert vorliegt und auch
Klasse I Myosine mit der Funktion der kontraktilen Vakuole in Verbindung gebracht werden
[Doberstein ef al., 1993]. Mit fluoreszenzmarkiertem Myosin-Vb konnte die Lokalisierung an
der kontraktilen Vakuole bestitigt werden [Tsiavaliaris et al., unverdffentlicht]. Erste
Ergebnisse weisen darauf hin, da3 ein konditional lethaler Phénotyp der Myosin-Vb knock-
out-Zellen besteht und diese einen osmotischen Schock nicht tiberleben.

1.7.2. D. discoideum Myosin-1C

Myosin-IC ist eines von sieben Klasse I Myosinen aus D. Discoideum und ist mit A.
castellanii Myosin-1A verwandt [Foth et al., 2006]. Es gehort zusammen mit Myosin-IB und
Myosin-ID zur Unterklasse IC, die auch ,amoeboid’ genannt wird und deren Mitglieder im
aktinreichen Zellcortex in migrierenden Zellen, an Zell-Zell-Kontaktstellen und in Filopodien
lokalisiert sind [Morita et al., 1996; Peterson et al., 1995; Fujita-Becker ef al., 2005]. Myosin-
IC ist ein monomeres Myosin mit 1181 Aminosduren und hat eine molekulare Masse von 133
kDa [Peterson et al., 1995]. Im Bereich der Nackendoméine besitzt es drei IQ-Motive, bei den
anderen Klasse I Myosine aus D. discoideum sind es nur ein bis zwei. In der Schwanzregion
von Myosin-IC befinden sich polybasische Bereiche, die zur Interaktion mit anionischen
Phospholipiden dienen, sowie eine nukleotidunabhingige Aktinbindungsdoméne [Doberstein
und Pollard, 1992; Novak und Titus, 1998]. Myosin-IC knock-out-Zellen weisen keinen
Phénotyp auf, allerdings konnte in Doppelmutanten gezeigt werden, dal myoB/myoC” Zellen
Defekte in der Pinocytose aufweisen [Novak ef al., 1995].
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1.8. Ziel der Arbeit

Fiir Myosin-V aus Wirbeltieren wurde in kinetischen und direkten funktionalen Experimenten
die Fahigkeit zur prozessiven Bewegung entlang von Aktinfilamenten nachgewiesen. Im
Gegensatz dazu konnten bei Klasse V Myosinen aus D. melanogaster oder den niederen
Eukaryoten D. discoideum und S. cerevisiae bisher keine Hinweise flir einen @hnlichen
prozessiven Mechanismus wie er fiir Wirbeltier Myosin-V existiert, beschrieben werden. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersucht werden, ob ein Klasse V Myosin
aus der sozialen Amobe D. discoideum die kinetischen, strukturellen und funktionalen
Voraussetzungen erfiillt, um als einzelner prozessiver Motor zu arbeiten. Um dieses Ziel zu
erreichen, sollte eine umfassende kinetische Charakterisierung der Einzelschritte des ATPase-
Zyklus von Myosin-Vb aus D. discoideum durchgefiihrt werden. Aus den Ergebnissen sollte
abgeleitet werden, ob die notwendigen kinetischen Voraussetzungen fiir Prozessivitit
zwischen Klasse V Myosinen konserviert sind, oder ob fundamentale Unterschiede in den
molekularen Mechanismen bestehen.

Die Regulation der Motoraktivitdt durch freie Magnesiumionen wurde in jiingster Zeit fiir
einige wenige unkonventionelle Myosine beschrieben. Die zugrundeliegenden kinetischen
Mechanismen wurden bisher jedoch nur unzureichend untersucht. Deshalb sollten diese in
einer umfassenden Untersuchung des Einflusses von freien Magnesiumionen auf die
kinetischen Parameter einzelner Schritte des ATPase-Zyklus von D. discoideum Myosin-Vb
aufgekldrt werden. Daraus sollten Hinweise auf den Mechanismus der Regulation und
Prozessivitit von Myosin-V gewonnen werden.

Ein weiterer bekannter Regulationsmechanismus von Myosinen ist ihre Phosphorylierung an
einer konservierten Position der Motordomédne. Fiir Klasse V Myosine ist bisher keine
Regulation durch Phosphorylierung bekannt. Deshalb sollten Phosphorylierungsassays
etabliert und damit die Phosphorylierung von Klasse V Myosinen untersucht werden. Durch
die Identifikation einer putativen Phosphorylierungsstelle sollte die Grundlage fiir die
Charakterisierung der Regulation von Myosin-V durch Phosphorylierung gelegt werden.
Zusétzliche Erkenntnisse zur Phosphorylierung der Motordomine von Myosinen sollten
durch die Untersuchung eines weiteren Vertreters der Myosinklasse I, namentlich Myosin-IC,
gewonnen werden.

Durch die Untersuchung kinetischer, struktureller und funktionaler Grundlagen fiir
Prozessivitdt, Phosphorylierung und Doménenarchitektur sollten neue Aspekte der Struktur-
Funktions-Verkniipfung von unkonventionellen Myosinen aufgedeckt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Alle Chemikalien werden in hochster verfiigbarer Reinheit von den Herstellern bezogen, falls
anderes nicht ausdriicklich vermerkt ist.

Chemikalie Hersteller

Aceton J. T. Baker, Deventer, NE
Acrylamid: N,N'-Methylenbisacrylamid (30:0,8), 40%ig Sigma-Aldrich, Steinheim
Adenosin-5'-triphosphat, Na-Salz (ATP) Sigma-Aldrich, Steinheim
Agar (Agar Bacteriological) Oxoid Ltd., Basingstoke, UK
Agarose (TopVision LE GQ Agarose) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich, Steinheim
Ampicillin Sigma-Aldrich, Steinheim
Benzamidin-Hydrochlorid Merck, Darmstadt

Bradford Reagenz Sigma-Aldrich, Steinheim
Bromphenolblau Merck, Darmstadt

CaCl, Merck, Darmstadt
Coomassie Brilliant Blue G250 Serva, Heidelberg
Coomassie Brilliant Blue R250 Serva, Heidelberg
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Steinheim
Essigsédure J. T. Baker, Deventer, NE
Ethanol J. T. Baker, Deventer, NE
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Steinheim
Ethylendiamintetraacetat (EDTA, “Titriplex II”") Merck, Darmstadt

Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether)-N,N'-tetraessigsaure Merck, Darmstadt
(EGTA, “Titriplex VI”)

Geneticin (G418-Sulfat) Calbiochem, Darmstadt

Glycerin Sigma-Aldrich, Steinheim

Glycin Sigma-Aldrich, Steinheim

Guanidiniumhydrochlorid Merck, Darmstadt

Salzsédure, 37 %ig Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt (“BactoYeast Extract™) Becton Dickinson, Sparks, USA

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonséure Sigma-Aldrich, Steinheim

(HEPES)

Imidazol BDH Laboratory Supplies, Poole,
UK

Isopropanol (2-Propanol) Merck, Darmstadt

K>HPO4 Sigma-Aldrich, Steinheim

Kaliumacetat Merck, Darmstadt

KCl1 Merck, Darmstadt

KH,PO4 Merck, Darmstadt

Kalilauge Merck, Darmstadt

Leupeptin Sigma-Aldrich, Steinheim

Magnesiumacetat Merck, Darmstadt
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2-Mercaptoethanol (B-Mercaptoethanol)
Methanol

MgClz -6 H2O

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

MnClz

2-(N-Morpholino)-ethansulfonsdure (MES)
NaQCO3

NazHPO4

NaCl

NaH,PO4

NaHC03

NaN3

Natronlauge

Natriumacetat

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

NiSO4 - 6 H,O
Penicillin-Streptomycin-Ldsung

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

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

Phosphorséure, 85%

Proteose-Pepton

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

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)  Sigma-Aldrich, Steinheim
Ng-Tosyl-L-Lysinchlormethylketonhydrochlorid (TLCK) Sigma-Aldrich, Steinheim
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid, reduziert (NADH) Roche, Mannheim

N-Tosyl-L-Phenylalaninchlormethylketon (TPCK)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

2.1.2. Gerite

Gerit Hersteller

FPLC-Anlage Akta purifier 10 Amersham Pharmacia, Freiburg
Saulen: XK16/20 Amersham Pharmacia, Freiburg
Sadulenmaterial Ni-NTA superflow Qiagen, Hilden

Saulenmaterial ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel Sigma-Aldrich, Steinheim
Anionenaustauschersdule HiTrap ResourceQ Amersham Pharmacia, Freiburg
Gelfiltrationsséule HiLoad 26/60 superdex 200 PG Amersham Pharmacia, Freiburg
Superloop 50 und 150 ml Amersham Pharmacia, Freiburg
Sampleloop 7.8 ml Amersham Pharmacia, Freiburg
Peristaltische Pumpe Minipuls 2 Gilson, WI, USA

Pipetten 2-1000u1 Gilson, WI, USA
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Spannungsquelle Power-Pac 300
SDS-PAGE Apparatur Mini-Protean
Western-Blot-Apparatur Trans-Blot SD
Semidry Transfer Cell
Geldokumentationssystem Chemidoc
Phosphoimager BAS-1500 Imager

Phosphoimagerplatten BAS-MP 2040S Imaging Plate

Eraser
Mikroskop CK 2
Fluoreszenzmikroskop IX 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
Ultraschallgerdt 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

Zentrifuge Biofuge fresco

Zentrifuge Biofuge pico
Zentrifuge Megafuge 1.0 R

2.1.3. Antibiotika

Biorad, Miinchen
Biorad, Miinchen
Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Fujifilm

Fujifilm

Raytest

Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg
Biorad, Miinchen

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,
Fullerton, CA, USA
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Folgende Antibiotika werden in der angegebenen Endkonzentration eingesetzt. In Stock-
Losungen werden die Antibiotika in 500-facher bis 2000-facher Endkonzentration in dH,O
geldst und tiber einen 0,4 um-Filter steril filtriert.

Tab. 2.1: eingesetzte Antibiotika

Antibiotikum Hersteller Endkonzentration
Geneticin (G418-sulfat) Calbiochem, Darmstadt 10 pg / ml
Penicillin Gibco, Paisley, UK 10U/ ml
Streptomycin Gibco, Paisley, UK 10 pg / ml
Ampicillin Gibco, Paisley, UK 50 pg / ml
Kanamycin Sigma-Aldrich, Steinheim 100 pg / ml
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2.1.4. Enzyme und Antikorper

Tab. 2.2: Verwendete Enzyme und Antikérper

Enzym/ Antikorper/ Protein Hersteller
RNAse A Serva, Heidelberg
Alkalische Phosphatase (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, CIAP) | Roche, Mannheim
Monoklonaler Maus IgG-Antikorper Anti-(His)s, 0,2 mg / ml, BSA- | Qiagen, Hilden
frei
Ziege anti-Maus IgG, Peroxidase-gekoppelt Biorad, Miinchen
Restriktionsendonukleasen MBI Fermentas,
St. Leon-Rot
New England
Biolabs, Frankfurt/
Main
Myosinschwerkettenkinase (MIHCK) Edward Korn,
NHLBI, Bethesda,
MD, USA
Katalytische Domédne der MIHCK Heiner Wolfes,
MHH, Hannover
A-Phosphatase New England
Biolabs, Beverly,
MA, USA
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich,
Steinheim

2.1.5. Organismen

2.1.5.1. Bakterienstamm

XL1-Blue (Stratagene, Heidelberg)
Genotyp: recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F’proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)]

2.1.5.2. Zelllinie

Fiir die Proteinexpression wird der Stamm AX3-ORF' des Schleimpilzes D. discoideum
verwendet [Manstein et al., 1989]. Dabei handelt es sich um einen Stamm, der in axenischem
Néhrmedium kultiviert werden kann und eine ins Genom integrierte Kopie des Ddp2 ORF-
Gens trigt. Dessen Genprodukt ermoglicht die Replikation von den verwendeten Derivaten
des Vektors pDXA-3H [Manstein et al., 1995].
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2.2. Mikrobiologische Methoden

2.2.1. Transformation von E. coli

Der in 2.1.5.1. aufgefiihrte Escherichia coli-Stamm wird flir die Amplifikation von Plasmiden
benutzt. Hierzu werden die Bakterien 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:

Ca. 200 pl Bakteriensuspension (-70°C) werden aufgetaut und mit 0,1-1 pg Plasmid-DNA
20 min. auf Eis und anschlieend 60 sek. bei 42°C inkubiert. Anschliefend koénnen noch
500 pl LB-Medium hinzugegeben und 30 min bei 37°C inkubiert werden. Nach
Abzentrifugieren der Zellen bei 2000 Upm fiir 4 min. werden die Zellen auf einer (bei Bedarf
Amp-haltigen) Agarplatte ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Luria Bertani-Kulturmedium (LB) fiir E.coli

1% (W/v) Pepton
1% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (wW/v) NaCl
pH 7,0
LB"™-Agarplatten:
1% (w/v) Pepton
1% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) NaCl
2% (W/V) Agar
50 pg/ml Ampicillin
pH 7,0

2.3. Zellbiologische Methoden

2.3.1. Transformation von D. discoideum

Die Zellen werden bei einer Dichte von 3-5 x 10° Zellen/ml durch Zentrifugation bei 1100 g
fir 5 Minuten geerntet, zweimal mit kaltem Elektroporationspuffer gewaschen und
anschlieBend in einer Dichte von 1 x 107 Zellen/ml in EP-Puffer resuspendiert.

AnschlieBend werden in einem 1,5 ml-Reaktionsgefdl 0,8 ml der Zellsuspension mit
15-30 pg DNA auf Eis gemischt und in eine gekiihlte 0,4 cm Elektroporationskiivette
iiberfithrt. Nach flinfminiitiger Inkubation auf Eis werden die abgesetzten Zellen
aufgeschiittelt, die Kiivette von aulen getrocknet und sofort bei 1,2 kV, 10 uF 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 gekiihlt. Es werden
200 und 600 pl auf je eine Petrischale iiberfiihrt 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 pg/ml).
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HL5c¢-Medium

10 g/l Protease-Pepton
5¢g/l Bacto yeast extract
10 g/l Glucose

1,2 g/l KH2PO4

0,4 g/l NazHPO4

auf pH 6,6 mit 2 N NaOH einstellen

EP-Puffer (Elektroporationspuffer)

3,8 g/l NaH,PO, pH 6.3

17,1 g/1 Sucrose
Bonner’s Losung

0,6 g/l NaCl

0,75 g/l KCl

0,3 g/l CaCl,

2.3.2. Kultivierung von D. discoideum

D. discoideum-Zellen werden entweder in Gewebekultur-Petrischalen oder in
Schiittelkulturen bei 20°C kultiviert. Dem Kulturmedium HLS5c werden zur Verhinderung von
Bakterienwachstum 10 U/ml Penicillin und 10 pg/ml Streptomycin zugesetzt. Um auf
transformierte Zellen Selektionsdruck auszuiiben, wird dem Medium G418 zugesetzt. Die in
dieser Arbeit benutzten pDXA-Vektoren enthalten das neoR-Gen, so dass die Transformanten
mit 10 bis 20 ug/ml G418 selektiert werden kénnen. Nicht transformierte AX3 Orf’-Zellen
werden ohne Zugabe von G418 kultiviert.

Auf den Petrischalen ldsst man die Zellen konfluent wachsen und kann sie dann fiir die
analytische Proteinpriparation mit Medium abwaschen. Die verbleibenden Zellen werden
durch Zugabe von frischem HL5c-Medium weiter kultiviert. Es ist moglich, die Platten bei
Bedarf bei 4°C fiir einige Wochen zu lagern.

Fiir die priparative Proteinaufreinigung werden die Zellen in Erlenmeyer-Kolben (100 ml bis
5 1) in Schiittelkultur angezogen. Die Kolben werden maximal bis zur Hélfte mit Medium
gefiillt und bei 180 rpm geschiittelt. Bevor die Zellen eine Dichte von 1x 107 Zellen/ml
erreichen, werden sie auf minimal 1 x 10° Zellen/ml verdiinnt.

Die benutzten Wildtyp- und transformierten Dictyostelium discoideum-Zellen haben eine
Generationszeit von 8-24 Stunden.

2.3.3. Konservierung von D. discoideum Sporen

Rekombinante Zellen von D. discoideum konnen in Form von Sporen bei -80°C fiir mehrere
Jahre gelagert werden.

Fiir die Erzeugung von Sporen werden 50 bis 100 mL Zellsuspension einer Schiittelkultur bei
einer Zelldichte von etwa 5 x 10° Zellen/ml durch Zentrifugation bei 1000 g (2700 Upm in
einer Heraeus Megafuge 1.0R mit Rotor #2704) fiir 5 min bei 4°C pelletiert. AnschlieBend
werden sie dreimal mit MES-Puffer durch Resuspendierung und Zentrifugation gewaschen.
Schlieflich werden sie in 1 ml MES-Puffer resuspendiert und auf einer MES-Agarplatte
ausplattiert. Die Platten werden zunédchst ohne Deckel getrocknet und anschlieBend zwei Tage
tiber Kopf bei 20°C inkubiert. Dann hat sich der Fruchtkorper von D. discoideum gebildet, 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 um-filtriertem
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Glycerin abgespiilt werden. 100 pL-Aliquote dieser Suspension werden bei -80°C eingefroren
und gelagert.

Um die Sporen wieder zum Keimen zu bringen, werden 100 uLL Suspension in einer
Petrischale mit 11 mL HL-5¢ mit Penicillin und Streptomycin versetzt. Selektierendes
Medium mit Geneticin wird bei transformierten Zellen erst nach 24 h zugesetzt.

MES-Puffer
20 mM MES pH 6,8
2 mM MgCl,
0,2 mM CaClz
MES-Agar
2 % (w/v) Agar in MES-Puffer

2.3.4. Cryo-Konservierung von vegetativen Zellen

Vegetative D. discoideum Zellen konnen auch ohne Sporenbildung eingefroren werden. Dazu
werden die Zellen mit kalter Bonner’s Losung gewaschen und mit einer Zelldichte
> 10® Zellen/ml in HL5-¢c Medium mit 10% DMSO resuspendiert. Aliquots dieser Suspension
werden zunéchst flir 2h bei -20°C gekiihlt, wobei durch Umwickeln mit einem Handtuch der
Kiihlungsprozess verlangsamt wird. Dies ist wichtig fiir ein gleichméBiges Einfrieren der
Zellen. AnschlieBend werden die Zellen auf -80°C iiberfiihrt, wobei hier eine Styropor”-Box
ebenfalls fiir ein langsames Abkiihlen sorgt. Die Zellen konnen dann bei -80°C gelagert
werden.

Das Auftauen der gefrorenen Zellen sollte rasch erfolgen (in der Hand), anschlieBend werden
die Zellen sofort in eine Petrischale mit frischem Medium iiberfiihrt. Nachdem sich die Zellen
abgesetzt haben (ca. 5-15 min.), wird das Medium zur Entfernung des DMSO gewechselt.

2.4. Molekularbiologische Methoden

2.4.1. Plasmidpriparation

Fiir Plasmidprédparationen aus E.coli werden Materialien und Vorschrift der Firma Qiagen
(Qiagen, Hilden) verwendet. Hierbei handelt es sich um die Kombinationen der alkalischen
Extraktionsmethode [Birnboim und Dory, 1979] mit anschlieBender sdulenchromato-
graphischer Aufreinigung der DNA, wodurch die Abtrennung der Plasmid-DNA von
chromosomaler DNA, RNA und Proteinen moéglich wird. In Abhédngigkeit vom
Kulturvolumen werden verschiedene, jedoch nur leicht unterschiedliche Protokolle verwendet
(Puffervolumina sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt):

Minipréparation:

4 ml LB Medium werden mit einer E. coli Kultur angeimpft und iiber Nacht bei 37°C im
Schiittler inkubiert. Am néchsten Tag werden die Zellen bei 3500 g pelletiert und in Puffer P1
resuspendiert. Durch fiinfminiitige Inkubation mit Puffer P2 wird der alkalische Zellaufschluf3
durchgefiihrt. Nach Zugabe von Puffer N3 (Neutralisation) und nachfolgender fiinfminiitiger
Inkubation auf Eis werden die préazipitierten Proteine und chromosomale DNA durch
zehnminiitige Zentrifugation (9000 rpm) abgetrennt. Das klare Lysat enthélt die Plasmid-
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DNA. Es wird auf eine QIAprep-spin-Sdule gegeben, an die die Plasmid-DNA bindet und
durch Waschen mit Puffer PE gereinigt wird. Durch Zugabe von Puffer EB wird die DNA
eluiert.

Midi- und Maxipréparation:

Bei Midipriparationen betridgt das Kulturvolumen 100 ml, bei Maxipréparationen 250 bzw.
500 ml. Die Resuspension und der ZellaufschluB3 erfolgen analog zur Minipridparation. Die
Neutralisation und Prézipitation geschehen durch Zugabe von Puffer P3 und anschliefender
15-20 miniitiger Inkubation auf Eis. Es folgt eine 30 miniitige Zentrifugation bei 6000 g und
4°C. Zur Isolierung der Plasmid-DNA werden Qiagen tip-100- bzw. tip-500-Sédulen benutzt.
Diese miissen vor Gebrauch mit Puffer QBT é&quilibriert werden und binden die Plasmid-
DNA des klaren Lysats. Nach Waschen mit Puffer QC wird die DNA mit Puffer QF eluiert,
mit Isopropanol gefillt und fiir 30 Minuten bei 6000 g sedimentiert. Das Pellet wird nochmals
mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in EB-Puffer aufgenommen.

Mengenangaben fiir eingesetzte Puffer in Mini-, Midi- und Maxipréparationen:

Mini-Priép. Midi-Prip. Maxi-Prép.
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] 2x 10 2x30

Puffer PE [ml] 2x0,75 - -

Puffer QF [ml] 5 15
Isopropanol [ml] - 3,5 10,5
Ethanol 70% [ml] - 2 5
Puffer EB [pl] 50 150 250

2.4.2. Restriktionsspaltung

Restriktionsspaltungen von (Plasmid-)DNA werden fiir analytische und préparative Zwecke
durchgefiihrt. Hierbei werden DNA-Fragmente aus Vektoren herausgeschnitten bzw.
Vektoren geodffnet (linearisiert).

Fiir eine Restriktionsspaltung werden, je nachdem ob es sich um einen analytischen oder
préiparativen Ansatz handelt, 0,5 bis 5 pg DNA, Puffer (Ansatzgrofe: 10 bis 50 pl) und 5 bis
30 U Enzym eingesetzt. Der Spaltansatz wird 1 bis 4 Stunden oder {iber Nacht bei der vom
Hersteller angegebenen Temperatur inkubiert, anschlieBend mit 5 bis 25 pl Stoppuffer
versetzt und auf einem Agarosegel analysiert.

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

2.4.3. Dephosphorylierung von DNA

Um nach der Restriktionsspaltung von DNA eine Ligation durchfithren zu konnen, ist es
notwendig, dall zumindest auf einer der beiden zu verkniipfenden Seiten des DNA-Stranges
eine Phosphatgruppe vorhanden ist. Um nach dem Restriktionsverdau die Religation des
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Plasmids zu verhindern, miissen die Phosphatgruppen entfernt werden. Die bendtigten
Phosphatgruppen fiir die Ligation werden dann vom Insert bereitgestellt. Diese
Spaltungsreaktion wird mit der Alkalischen Phosphatase (Calf Intestine Alkaline
Phosphatase, CIAP) durchgefiihrt, welche in den géngigen Restriktionsendonukleasepuffern
arbeitet, so daB} sie direkt im Anschluf3 an eine Restriktionsspaltung der Reaktionsmischung
zugesetzt werden kann. Alternativ kann der Spaltungsansatz auch iiber eine QIAquick-spin-
Sdule aufgearbeitet und anschlieBend nach Zugabe eines CIAP-Reaktionspuffers
dephosphoryliert werden. Man verwendet 1 U CIAP/20 pmol DNA und inkubiert 30 min. bei
37°C. AnschlieBend wird die Phosphatase durch 20miniitiges Erhitzen auf 85°C inaktiviert
oder die DNA sofort im Anschluf3 an die Inkubation iiber ein Agarosegel aufgetrennt.

CIAP-Puffer 10x
0,1 M Tris/HCI, pH 7,5 bei 25°C
0,1 M MgCl,

2.4.4. Ligation linearer DNA

Etwa 100 bis 400 ng linearisiertes Plasmid und Insert werden im molaren Verhéltnis
Rahmen:Insert ~ 1:1 bis 1:5 gemischt, mit Ligasepuffer und 2 bis 10 U Ligase versetzt. Der
Ansatz wird 1-2 Stunden bei 37°C (oder alternativ vier Stunden bei Raumtemperatur oder 16
Stunden bei 16°C) inkubiert. Die Gesamtmenge des Ligationsansatzes kann direkt zur
Transformation von kompetenten Bakterien eingesetzt werden.

T4 DNA Ligase-Puffer 10x

400 mM Tris/HCI, pH 7,8
100 mM MgCl,

100 mM DTT

5mM ATP

2.4.5. Agarose-Gelelektrophorese

Agarosegele eignen sich zur priparativen und analytischen Auftrennung von DNA einer
Grofle > 250 bp. Bei Standardgelen, die zur Qualitédtskontrolle von Plasmidprédparationen oder
Restriktionsverdaus oder zur préparativen Trennung von Restriktionsfragmenten dienen, wird
1 g Agarose in 100 ml 1 x TAE-Puffer (= 1%iges Agarosegel) durch Aufkochen gelst und in
eine horizontale Gelkammer gegossen. Plexiglaskimme formen die Probentaschen aus.
Nachdem das Gel opak geworden ist, wird es mit TAE-Puffer iiberschichtet. Der Gellauf
erfolgt liber etwa eine Stunde bei 70-100 mA. Nach Firbung mit 0,04% Ethidiumbromid
(10 min) und anschlieBender Entfiarbung in Wasser (15 min) wird das Gel unter UV-Licht
(312 nm) betrachtet und mit einem Videosystem dokumentiert.

TAE-Puffer (1x) Auftragspuffer fiir Agarosegele (MBI) 6x
40 mM Tris-Base 50 mM EDTA
20 mM Essigsdure 0,25% (w/v) Bromphenolblau
2 mM EDTA 0,25% (w/v) Xylencyanol FF

pH 8,0 einstellen 30% (v/v) Glycerin
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Langenmarker fiir Agarosegele
GeneRuler 1 kb DNA-Leiter, MBI-Fermentas
Der Marker enthilt 14 definierte Fragmente mit einer Lange von 10000, 8000, 6000,
5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500 und 250 Basenpaaren.

2.4.6. DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Bei dem hier beschriebenen Vorgehen handelt es sich um eine Abwandlung des QIAquick
Gel Extraction Kit Protokolls:

Das zu isolierende DNA-Fragment wird unter UV-Licht aus einem Ethidiumbromid-geféarbten
Agarosegel ausgeschnitten und in ein 2 ml-Reaktionsgefdl {iberfithrt (max. 400 mg). Pro
100 mg Gel werden 300 pl Puffer QG zugegeben und das Gemisch bis zur vollstindigen
Auflosung des Gels bei 50°C inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl Isopropanol/100 mg Gel
wird der Ansatz auf eine QIAquick-spin-Saule iiberfiihrt, eine Minute zentrifugiert (10.000 g)
und auf der Sdule mit 700 ul PE-Puffer gewaschen. Die DNA wird mit 30-50 ul EB-Puffer
oder ddH,O eluiert. AnschlieBend kann mit einer 1:100-Verdiinnung mittels eines UV-
Spektrums die Konzentration der erhaltenen DNA-Losung bestimmt werden
(c=Ea260*50*Verdiinnungsfaktor).

2.4.7. Priparation genomischer DNA aus D. discoideum

Die Préparation von genomischer DNA aus D. discoideum erfolgt nach einem Protokoll von
Charette und Cosson [Charette und Cosson, 2004]. Die isolierte genomische DNA wird als
Template fiir pridparative PCRs eingesetzt, um Gene von D. discoideum Myosinen zu
amplifizieren und diese in Expressionsvektoren zu klonieren.

Die D. discoideum Zellen einer Schiittelkultur mit einer Zellzahl von 0,5-10 * 10° Zellen/ml
werden pellettiert und in gleicher Konzentration in frischem HL5c¢c Medium oder Wasser
resuspendiert. Dazu wird ein gleiches Volumen an Lysis-Puffer gegeben und diese Mischung
fir 10 min. bei RT inkubiert. Im Anschlul wird die Suspension zur Inaktivierung der
Proteinase K fiir 1 min. auf 95°C erhitzt. Das Lysat kann direkt fiir die PCR eingesetzt werden
(1ul Lysat fiir eine 25ul PCR Reaktion).

Lysis-Puffer

10 mM TRIS-HCI pH 8,3
50 mM KCl

2,5 mM MgCl,

0.45% NP40

0.45% Tween 20

1 pg/pl Proteinase K

2.4.8. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels Polymerase Chain Reaction (PCR) 14t sich DNA spezifisch in vitro amplifizieren.
Die PCR wird im analytischen Malstab zum screenen nach positiven Klonen bei
Klonierungen und préparativ fiir PCR-Klonierung eingesetzt.
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Fiir die analytischen PCR-Ansdtze wird die Tag-Polymerase der Firma MBI-Fermentas
eingesetzt. Die Taq-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 107,

Fiir Klonierungen ist eine geringe Fehlerrate der Polymerase sehr wichtig, deshalb werden
hierfiir proofireading-Polymerasen, zum Beispiel aus Pyrococcus furiosus (Pfu-Polymerasen)
oder kommerziell erhéltliche Mischungen aus Taq (mit 5°->3" Polymerase Aktivitdt) sowie
einer thermostabilen 3°->5" proofreading Polymerase (Pwo) wie das Expand High Fidelity
plus PCR System (Roche) eingesetzt.

Analytische PCRs werden tiblicherweise in 25 pl Volumen durchgefiihrt. Fiir priparative
Ansitze kann das Volumen auf bis zu 50 ul erhoht werden.

Tab. 2.3: Beispiele typischer PCR-Ansétze

Substanz Screen-PCR préaparative PCR
Template-DNA <50 ng <50 ng

dd H,O 13,9 ul 28,5 ul

10x PCR-Puffer 2,5 ul 5,0 ul

dNTPs (2mM) 2,5 ul 5,0 ul

5'Primer 2,5 pul (10 pmol/pl) 5,0 pl (10 pmol/pl)
3 'Primer 2,5 pul (10 pmol/pl) 5,0 pl (10 pmol/pl)
Polymerase 0,1 ul (1,0 U Taq) 0,5 ul (1,5 U Pfu)

Die Bedingungen der PCR-Reaktion variieren sehr stark und sind abhdngig vom eingesetzten
Template, dem Primer-Paar und dem verwendeten Enzym.

Tab. 2.4: Parameter der durchgefiihrten PCRs

PCR-Schritt T [°C] Zeit [s]

1. Einleitende Denaturierung 94 120

2. Denaturierung 94 40

3. Annealing 42-68 60

4. Elongation 72 60
Anzahl Zyklen 28-30

5. AbschlieBBende Elongation 72 300

6. Endtemperatur 4 0

Die gewihlte Annealingtemperatur hingt von den Schmelzpunkten der eingesetzten Primer ab
und muf3 gegebenenfalls fiir jedes Primerpaar optimiert werden.
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2.4.9. Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz

J-BamHI 5’-GGATCCACCACATCAACAATTGAAAATGGAGC-3’
SZ15 5’-GCACCAATAATTTGGCCCATTTCATTAAAATG-3’
SZ14 5’-GAAATGGGCCAAATTATTGGTGCAAAAATTTTAGC-3’
J-Xhol 5’-CTCGAGCACTACGATCCAATTGCTCCAATCTC-3’

MJ-STED-mut-fwd 5’-GAAGAAGATTCATCATCATCAATAAATGGAATTAATACATCATCTG
ACGGTATTCC-3’
MIJ-STED-BstXI-rev 5’-GCACCAATAATTTGGCCCATTTC-3’

T341E-New-rev 5’-GGTACATTATATTGTTCACCTCTTTGATTAC-3’

MyolIC-1 5’-GTCGGATCCGCACAACAAAAACCAGAATGGGGAAAT-3’

MyolIC-head-as 5’-TAATGCATCTCGAGTTCTTGGCATTTCAAGCTCACGAGTTTCTTCGA
GAGA-3’

MIC-long head-as 5’-TAATGCATCTCGAGTTCTTGGCATTTCAAGCTCTTGGAATAATTGTTC-3’

MIC-head-1Q-as 5’-TAATGCATCTCGAGTTCTTGGCATTTCAAGCTCACGGGTTTGAGCAC
AACG-3’

2.4.10.DNA-Aufreinigung

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

2.4.11. TOPO-cloning und Blue-white screening

Um mittels PCR erzeugte DNA-Fragmente fiir die weitere Umklonierung sequenzieren und
amplifizieren zu konnen, wird das TOPO-TA cloning kit (Invitrogen) und das pGEM-T Easy
cloning kit (Promega) benutzt. Hierbei wird das erhaltene PCR-Produkt entweder iiber den 3’-
A Uberhang (bei Verwendung der Tag-Polymerase) mit dem TOPO-Vektor oder blunt-end
(bei Verwendung von proofreading Polymerasen) mit dem pGEM-Vektor ligiert. Die
Plasmide liegen im kit linearisiert vor und sind mit dem Enzym Topoisomerase I verkniipft,
das die Ligation des DNA-Fragments erleichtert.

Der Klonierungserfolg kann iiber das blue-white-screening iiberpriift werden. Die Einfiigung
eines DNA-Fragments in den Vektor fiihrt zu einer Unterbrechung des lacZ Genes, das fiir
das Enzym B-Lactamase codiert. Religierte Vektoren ohne Insert exprimieren funktionale [3-
Lactamase, die auf mit X-Gal (Substratanalog der B-Galactosidase) versehenen Agarplatten
fir die Entstchung von blau gefirbten Kolonien sorgt. E.coli-Klone mit erfolgreich
insertiertem PCR-Fragment hingegen bleiben weill. Die Expression der (-Lactamase steht
unter der Kontrolle des /ac Operons, so dass den Agarplatten nicht nur 20 mg/ml X-Gal
sondern auch 200 mg/ml IPTG zur Induktion der Expression zugegeben werden.
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2.5. Verwendete Vektoren

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Vektoren handelt es sich um Derivate des
extrachromosomalen D. discoideum-Vektors pDXA [Manstein et al., 1995]. Zur Ampli-
fikation dieser Vektoren wurde der Escherichia coli Stamm XL1-Blue (Stratagene,
Heidelberg) verwendet.

Die Vektoren dienen zur Expression und Aufreinigung von Proteinen in D. discoideum. Sie
tragen den Replikationsursprung (ori) des D. discoideum high-copy-number Plasmids Ddp2.
Die Expressionskassette aller Vektoren enthélt den starken, konstitutiven Aktin-Promotor
actl5, ein Startcodon upstream der multiple cloning site sowie C- oder N-terminale
Sequenzen fiir Affinitits-Tags. AuBerdem besitzen sie die act6 Tn5 neo® Kassette fiir die
Resistenz gegen G418 zur Selektion positiver Transformanten. Downstream der MCS folgen
D. discoideum Polyadenylierungs- und Terminationssignale. Zur Plasmidproduktion und
Selektion in E. coli besitzen die Vektoren einen high-copy-number E. coli Plasmid
Replikationsursprung sowie das bakterielle Ap®-Gen. Diese Vektoren werden zur Expression
von Myosinkonstrukten in D. discoideum genutzt. Nachfolgend ist eine Plasmidkarte des
Ursprungsvektors pDXA zu sehen:

Abb. 2.1: Plasmidkarte des Vektors pDXA [Manstein ef al., 1995].

2.5.1. Der Vektor pDXA-3H

Dieser Vektor [Manstein ef al., 1995] enthdlt zusdtzlich zu den bereits aufgefiihrten
Merkmalen eine downstream der MCS gelegene Sequenz, die fiir ein Histidin-Oktamer
codiert. Somit konnen C-terminal His-tag-haltige Fusionsproteine zur Aufreinigung mit Ni*'-
NTA-Agarose exprimiert werden.
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2.5.2. Der Vektor pDXA-3Flag

Dieser Vektor [Knetsch et al., 2002] enthélt anstelle des His-tags des pDXA-3H einen FLAG-
Tag ist, der aus dem hydrophilen Oktapeptid DYKDDDDK besteht und vom monoklonalen
Anti-Flag-Antikdrper M2 gebunden wird, so daB auch hier das Protein iiber
Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden kann.

2.5.3. pDXA-3H basierte Expressionsvektoren

In die oben beschriebenen Vektoren kann downstream der MCS und upstream des C-
terminalen Affinitétstags die DNA-Sequenz flir zwei a-Aktinin-Molekiile einkloniert werden.
Das exprimierte Myosinkopffragment besitzt dadurch einen kiinstlichen Hebelarm aus zwei
a-Aktinin-Molekiilen mit einem C-terminalen Affinititstag [Anson et al., 1996]. Des
Weiteren kann noch die Sequenz fiir die Exprimierung des yellow fluorescent proteins (YFP)
downstream der a-Aktinin-Sequenz einkloniert werden. Die so markierten Proteine konnen
fiir die Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt werden.

2.6. Proteinbiochemische Methoden

2.6.1. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Konzentration von Proteinlosungen 148t sich durch die Methode von Bradford bestimmen
[Bradford, 1976]. Das Bradford-Farbereagenz enthédlt den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue
G250, dessen Absorptionsmaximum sich in Gegenwart von Proteinen von 465 zu 595 nm
verschiebt. Der Farbstoff bindet dabei relativ unspezifisch an kationische und hydrophobe
Seitenketten. Der Vorteil gegeniiber alternativen Methoden zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wie z. B. dem BCA-Assay ist die hohere Sensitivitit und
Unempfindlichkeit besonders gegeniiber Reduktionsmitteln. Nachteilig ist allerdings die
hohere Abhédngigkeit der gemessenen Absorption von der Aminosduresequenz.

Fiir die Messung wird eine kleine Menge der Losung (iiblicherweise 1-20 pl) in einer 1 ml
Einwegplastikkiivette mit 950 pl Bradford-Reagenz versetzt und das Volumen wird mit
Wasser auf 1 ml ergéinzt. Nach Mischen und fiinfminiitiger Inkubation wird die Absorption
bei 595 nm in einem Spektrophotometer bestimmt. Durch Erstellen einer Eichgeraden mit
einer Proteinlosung einer bekannten Konzentration kann die Proteinkonzentration der
gemessenen Losung berechnet werden.

2.6.2. Bestimmung der Proteinkonzentration durch UV-Absorptionsmessung

Die Proteinkonzentration kann zusitzlich durch Messung der Lichtabsorption bei 280 nm
bestimmt werden, welche im Wesentlichen durch die Aminosduren Tryptophan und Tyrosin
verursacht wird. Der Extinktionskoeffizient eines bekannten Proteins kann daher auf Grund
seiner Sequenz mit Hilfe des Programms SEDNTERP berechnet werden. Allerdings wird die
Messung durch verschiedene Pufferkomponenten gestort, was sich wegen der starken
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Absorption oft auch nicht durch Substraktion eines Leerwertes des gleichen Puffers ohne das
Protein ausgleichen lédsst. Falls die Konzentration eines Fusionsproteins mit YFP (yellow
fluorescent protein, gelb fluoreszierendes Protein) bestimmt werden soll, kann auch die
Absorption des Fluorophors gemessen werden. Dabei ist zu beachten, dass unter Umstinden
wegen der Anregbarkeit durch sichtbares Licht bereits vor der Messung eine Ausbleichung
stattgefunden haben kann.

2.6.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-PAGE [Laemmli, 1970] wird sowohl fiir die Uberpriifung der Expression bei der
analytischen  Proteinprdparation als auch zur Reinheitsbestimmung bei der
Proteinaufreinigung eingesetzt. Das Analysegel besteht aus einem Trenngel und dem darauf
aufpolymerisierten Sammelgel. Die Zusammensetzung der Teilgele ist in 2.6.4. angegeben. Es
wird eine Minigelkammer benutzt. Die Proben werden vor dem Auftragen mit
Laemmliauftragspuffer versetzt und 2-5 min. auf 95°C erhitzt. Der Gellauf erfolgt iiber ca. 1,5
Stunden bei einer konstanten Stromstirke von 30 mA. Das Gel wird nach dem Gellauf
entweder fiir Western-Blots eingesetzt oder durch Aufkochen mit Coomassie-Férbelosung
angefarbt, in 7%iger Essigsdure unter Aufkochen entfarbt und mit einem Videosystem
dokumentiert.

2.6.4. Puffer und Losungen fiir SDS-Polyacrylamidgele nach Laemmli

Trenngel (10%); 10 ml Volumen:

3,3ml 30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid
2,8 ml 1,5M Tris-HCI-Puffer, pH 8,8
1 ml 1% SDS
2,9 ml ddH,O
30 pl TEMED
30 pl 40% APS
Sammelgel (5%); 1,5 ml Volumen:
250 pl 30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid
190 pul IM Tris-HCI-Puffer, pH 6,8
150 pl 1% SDS
960 ul ddH,O
S5ul TEMED
S5ul 40% APS

Proteinstandard (MBI Fermentas Protein Ladder, 10-200 kDa):
enthilt 14 Fragmente definierter Grofe: 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):
enthélt zehn Fragmente definierter GroBe: 170, 130, 100, 70(rot), 55, 45, 35, 25, 15, 10 kDa

Blot-Proteinstandard (Amersham Pharmacia Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker):
enthdlt zehn Fragmente definierter GroBe:
250 (blau), 160(rot), 105(griin), 75(gelb), 50(violett), 35(blau), 30(braun), 25(griin), 15(blau), 10(rosa)

kDa

Laufpuffer (10x)
250 mM Tris/HCI, pH 8,3
1,9M Glycin

1% SDS



50 Material und Methoden

Coomassie-Féarbelosung
0,2% (W/v) Coomassie Blue R 250
0,05% (w/v) Coomassie Blue G 250

42,6% EtOH

5% MeOH

10% Essigsdure
Entfarbeldsung

7% (v/v)Essigséure
Laemmliauftragspuffer (LAP) 6x

0,2M Tris-Base

50% Glycerin

3% SDS

auffiillen auf 60 ml; pH 6,8 cinstellen,

3,2% B-Mercaptoethanol

1,6%0 (W/V) Bromphenolblau

2.6.5. Western-Blot

Zur Detektion der rekombinanten Proteine nach einer analytischen Protein-Mini-Priaparation
werden Western-Blots nach dem Verfahren des Semi Dry - Blottings durchgefiihrt.

Hierzu wird das Acrylamidgel nach der Elektrophorese fiir einige Minuten in Blotpuffer
gelegt und eine Nitrocellulose-Membran (Fluorotrans®W Membran, 2Micron, PALL oder
Immobilon®-P, Millipore) passgenau auf die GroBe des Gels zurechtgeschnitten. 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 getrankte Whatman-
Papiere. Die Blotkammer wird geschlossen und die Proteine bei 14 V fiir 45-60 Minuten auf
die Membran geblottet. Zur Kontrolle der Blot-Effizienz kann das Gel anschliefend mit
Coomassie gefarbt werden. AuBBerdem kann die Membran mit einer Losung aus 2 % Ponceau
S in 3 % TCA gefirbt werden, um die Uberfiihrung der Proteine zu iiberpriifen.

Die Membran wird nun fir 30 min. bei RT in 10-12 ml TBST-Puffer mit 5 %
Magermilchpulver inkubiert und anschliefend dreimal fiir 10 min. mit TBST gewaschen. Die
Inkubation mit dem priméren Antikdrper (in TBST-Puffer mit 5 % Magermilchpulver
verdiinnt) erfolgt bei 4°C {iber Nacht. Unspezifisch gebundener Antikdrper wird anschlieBend
durch Waschen mit TBST entfernt (dreimal 10 min.). Die Inkubation mit dem sekundiren
Antikorper erfolgt bei RT fiir eine Stunde. Es folgen wiederum drei Waschschritte in TBST
fiir je 20 min. Der sekundére Antikdrper ist mit Horseradish Peroxidase 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.

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
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2.6.6. Analytische Proteinpriparation

Um transformierte D. discoideum-Kulturen auf die Expression des gewlinschten Proteins zu
untersuchen, wird eine analytische Protein-Mini-Préparation durchgefiihrt.

Hierzu wird das Medium einer konfluent gewachsenen Petrischale abgenommen, die Zellen
mit 10-15 ml Bonner’s Losung gewaschen und in Iml Bonner’s Losung resuspendiert. Nach
Uberfilhrung in ein Eppendorf-Reaktionsgefil und vierminiitiger Zentrifugation bei
2500 upm (Eppendorf Tischzentrifuge 5415C) wird der Uberstand verworfen und das Pellet
nochmals mit 1 ml Lysis-Puffer gewaschen. AnschlieBend wird das Zellpellet in 500 pl
Resuspensionspuffer resuspendiert und die Zellen nachfolgend durch Zugabe der gleichen
Menge Zell-Lysis-Puffer und 45miniitige Inkubation auf Eis lysiert.

Fiir die Untersuchung von rekombinanten Myosinkonstrukten wird nach Zentrifugation fiir
30 min bei 13.000 Upm bei 4°C der Uberstand (cytosolische Fraktion) abgenommen und das
Pellet (Zelltrimmer, Aktin, Myosin, rekombinante Myosinproteine) gewaschen, indem es in
500 pl Lysis-Puffer resuspendiert und nochmals pelletiert wird. Rekombinantes Myosin wird
aus dem Pellet durch Homogenisierung mit einem Mikropistill in 40-50 pl Extraktionspuffer
(enthilt Mg**-ATP) extrahiert. Um die Extraktion von Myosinkonstrukten mit hoher Aktin-
Affinitét zu verbessern, kdnnen dem Extraktionspuffer 100-500 mM Salz (KCI oder NaCl)
zugesetzt werden. Nach 20miniitiger Zentrifugation bei 13.000 upm und 4°C wird der
Uberstand (ca. 40 pl) mit 10 pl Laemmliauftragspuffer versetzt, fiir 2 Minuten auf 95°C
erhitzt und anschlieBend werden 10-20 ul auf einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert.

Zur Uberpriifung der Effektivitit der Extraktion wird das Pellet in 40 pl dH,O resuspendiert,
mit 6x Laemmliauftragspuffer aufgekocht und ebenfalls auf ein SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen.

2.6.7. Puffer und Losungen fiir die analytische Proteinpriparation

Bonner's Standard Solution

NaCl 0.6g
KCl1 0.75¢g
CaCl, 0.3g
H,O ad. 1000 ml

Steril filtrieren

Lysis-Puffer

50mM Tris-HCI, pH 8,1
2,5mM EDTA

ImM DTT

SmM Benzamidin

Resuspensionspuffer = Lysis-Puffer mit:
2 bis 5 U Alkalische Phosphatase
0.02% NaN;
Proteaseinhibitormischung 1 & 2

Zell-Lysis-Puffer = Lysis-Puffer mit:
1% Triton-X100
Proteaseinhibitormischung 1 & 2

Extraktionspuffer = Lysis-Puffer mit:
Proteaseinhibitormischung 1 & 2
10mM ATP
12mM MgCl,
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Proteaseinhibitormischung 1 (100x in Ethanol)

10 mg/ml TAME

8 mg/ml TPCK

0,2 mg/ml Pepstatin A

0,5 mg/ml Leupeptin
Proteaseinhibitormischung 2 (1.000x in Ethanol)

100 mM PMSF

200 mM o-Phenanthrolin

2.6.8. Aufreinigung von Aktin aus Kaninchenmuskeln

Das fiir biochemische Assays und kinetische Experimente benétigte Aktin wird aus
Neuseeland-Kaninchen gewonnen. Da ein sehr groer Gewichtsanteil des Muskelfleisches
von Kaninchen aus Aktin und Myosin II besteht, konnen diese Proteine relativ einfach und in
grolen Mengen daraus aufgereinigt werden. Es wird fiir die Préparation ausgenutzt, dass
Aktin bei hohen Salzkonzentrationen in Form von filamentdsem F-Aktin vorliegt, Myosin II
hingegen erst bei geringeren Salzkonzentrationen prézipitiert [Spudich und Watts, 1971]. Die
gesamte Priparation wird bei 4°C im Kiihlraum durchgefiihrt und alle Puffer werden
vorgekiihlt. Fiir die Priparation wird ein junges Neuseeland-Kaninchen geschlachtet und das
Muskelfleisch von Riicken und Beinen wird sofort nach der Préparation auf Eis gekiihlt. Dazu
wird es in Plastiktiiten verpackt, in einer Lage ausgebreitet und ca. 30 min auf Eis stehen
gelassen. Die Sehnen werden mdglichst entfernt und das zerkleinerte restliche Fleisch wird
gewogen und in einen Fleischwolf gegeben. Spitere Mengenangaben beziehen sich immer auf
dieses Gewicht. Das Homogenat wird in 3 Volumina Guba-Straub-Puffer extrahiert (3 1 pro
kg Fleisch). Wéhrend der Extraktion wird die Suspension die ganze Zeit langsam geriihrt.
Unter kréftigem Riihren werden 12 Volumina Wasser zugegeben und die Suspension wird
anschlieBend durch ein Mulltuch filtriert. Der Riickstand, welcher das Aktin enthélt, wird in
Carbonatpuffer A aufgenommen. Das Filtrat kann fiir die Priparation von Myosin verwendet
werden.

Der resuspendierte Riickstand wird 30 min lang geriihrt. Nach Abfiltrieren durch ein feines
Baumwolltuch wird der Riickstand in 1 1 Carbonatpuffer B erneut resuspendiert und nach
10 min mit 10 I destilliertem, 20°C warmem Wasser verdiinnt. Die festen Bestandteile werden
abfiltriert, mit 2,5 I Aceton versetzt, erneut abfiltriert und wieder mit Aceton versetzt. Nach
erneutem Filtrieren wird das Aceton ein bis zwei Tage lang unter der Sterilwerkbank bei
Raumtemperatur abgedampft und das Pulver getrocknet. GroBBere Gewebebestandteile werden
schlieBlich durch Sieben entfernt. Das so gewonnene Aceton-Pulver kann mehrere Monate bei
-20°C gelagert werden.

Guba-Straub-Puffer (pH 6,6)

0,3 M KCl

0,1 M KH,PO,

0,05 M K,HPO,
Carbonatpuffer A

4 % (w/v) NaHCO;

0,1 mM CaCl,
Carbonatpuffer B

10 mM NaHCO;

10 mM N32CO3

0,1 mM CaCl,
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2.6.9. Priparation von F-Aktin

Aus dem Acetonpulver kann reines F-Aktin durch wiederholtes Depolymerisieren und
Polymerisieren gewonnen werden [Lehrer und Kerwar, 1972]. Es wird ausgenutzt, dass Aktin
bei niedriger lonenstarke als monomeres G-Aktin und bei hoher lonenstérke als polymeres F-
Aktin vorliegt. Zur Extraktion des G-Aktins werden 5 g Aceton-Pulver in 120 ml kaltem
Aktinpuffer 30 min bei 4°C geriihrt. Die Fasern werden dabei mehrmals mit einem Spatel
zerkleinert. Anschlieend werden faserige Bestandteile des Aceton-Pulvers entfernt, indem
die Suspension durch ein Mulltuch filtriert und gepresst wird. Darauf folgt eine
Zentrifugation, um restliche unlosliche Bestandteile abzutrennen (1 h, 70.000 g, 4°C,
Beckman Optima LE 80k Ultrazentrifuge, Rotor 70 Ti: 30.000 rpm). Die Konzentration der
Aktinlésung wird durch Messung der Absorption bei 280 nm abgeschitzt (ex30 = 46*10° cm™
M™, 41,7 kDa). Die Polymerisierung des Aktins wird ausgeldst, indem die Losung auf eine
Endkonzentration von 100 mM KCI und 2 mM MgCl, gebracht und 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert wird. Danach sollte sie so viskos sein, dass Luftblasen nicht mehr aufsteigen. Durch
Zentrifugation kann das F-Aktin als Pellet isoliert werden (3 h, 70.000 g, 4°C, Beckman
Optima LE 80k Ultrazentrifuge, Rotor 70 Ti: 30.000 rpm). Ist es nicht vollstindig klar, deutet
dies auf Verunreinigungen hin. Zum Depolymerisieren wird das F-Aktin-Pellet zun4chst in 50
- 100 ml Depolymerisierungspuffer mit einem Glashomogenisator resuspendiert. Durch
Dialyse gegen 5 1 desselben Puffers iiber Nacht bei 4°C wird das Salz entfernt und es kommt
zur Depolymerisierung. Unlosliche Bestandteile werden durch Zentrifugation abgetrennt (1 h,
70.000 g, 4°C, Beckman Optima LE 80k Ultrazentrifuge, Rotor Ti-70: 30.000 rpm) und die
Konzentration des G-Aktins wird photometrisch bestimmt.

Fir Experimente, die eine hohere Reinheit erfordern, wie zum Beispiel in vitro-
Motilititsassays, wird das G-Aktin wie beschrieben weitere ein bis zwei Male polymerisiert
und depolymerisiert. Der letzte Polymerisierungsschritt wird in dem fiir das Experiment
gewlinschten Puffer durchgefiihrt. Falls das F-Aktin kein freies ATP enthalten soll, wird im
letzten Schritt ein Puffer ohne ATP verwendet. G-Aktin kann nach Zugabe von 3 %
Saccharose und 1 mM DTT bei -80°C gelagert werden. Nach dem Auftauen wird die
Polymerisierung durch Zugabe von 3 M KCI und 1 M MgCl, bis zu den Endkonzentrationen
von 100 mM KCI und 2 mM MgCl, ausgeldst. Um lange Filamente zu erhalten, wird dieser
Schritt iiber Nacht oder ldnger bei 4°C durchgefiihrt.

Aktinpuffer
10 mM Tris-HCI, pH 8
0,2 mM CaCl,
1 mM DTT (frisch)
0,5 mM ATP (frisch)
Depolymerisierungspuffer
5 mM Tris-HCL pH 7,5
0,2 mM CaCl,
1 mM NaN;
0,1 mM ATP (frisch)

2.6.10. Priparation von Pyren-markiertem F-Aktin

Fiir kinetische Messungen der Aktin-Myosin-Interaktion wird fluoreszenzmarkiertes Aktin
benotigt. Die Pridparation von Pyren-markiertem F-Aktin (Pyr-Aktin) wird nach einer
Methode von Criddle et al. (1985) durchgefiihrt. Eine ungefihr 1 mg/ml konzentrierte F-
Aktinlésung wird mit N-(1-pyrenyl)iodoacetamid (5 mg/ml in DMF geldst) in einem
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Verhiltnis von ungefahr 0,9 % (v/v) Pyren/Aktin unter Riihren versetzt. Die Losung wird 14 h
bei RT im Dunkeln geriihrt. Uberschiissiger, beziehungsweise unldslicher Farbstoff wird
daraufhin bei 8000 upm 1h bei 4 °C abzentrifugiert. Das erhaltene Aktin-Sediment wird dann
im gewiinschten Experiment-Puffer aufgenommen und gegen diesen iiber Nacht dialysiert.
Um eventuell vorhandene Feststoffe zu entfernen, kann das Dialysat 4 min bei 13000 upm in
einer Tischzentrifuge zentrifugiert werden.

Die Konzentration von Pyr-Aktin wird entsprechend unmarkiertem Aktin bestimmt, wobei
jedoch zusdtzlich die Absorption von Pyren bei 280 nm beriicksichtigt werden muf3. Dazu
wird zunéchst die Pyren-Konzentration am Absorptionsmaximum bei 344 nm (€ 344 = 2,33-104
M'em™) bestimmt [Kouyama et al., 1981]. Darauthin kann mit Hilfe des molaren
Extinktionskoeffizienten bei 280 nm € 250 = 2,2:10* M lem™ 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 %.

2.6.11. Priparative Aufreinigung von Myosinkonstrukten aus D. discoideum

Fiir die Aufreinigung von rekombinanten Myosinen aus D. discoideum im praparativen
MaBstab wird im Wesentlichen entsprechend der analytischen Proteinpriaparation
vorgegangen (vgl. Kapitel 2.6.6.), wobei allerdings mehr Zellmaterial eingesetzt wird
[Manstein et al., 1995]. Im Anschluss an die Auftrennung unter Ausnutzung des rigor-
Komplexes findet eine Affinititsaufreinigung statt. Bei Bedarf werden weitere
sdulenchromatographische Trennverfahren angewandt.

12- bis 16 1 Suspensionskultur der exprimierenden Zelllinie werden bei einer Dichte von
5%10° Zellen / ml durch Zentrifugation geerntet (7 min, 4.000 rpm in Beckman Avanti J-HC
Zentrifuge). Bei hoheren Zelldichten sinkt die Aktivitit des in pDXA-Vektoren vorhandenen
act15-Promotors und damit auch die Konzentration des rekombinanten Myosins.

Alle weiteren Schritte erfolgen bei 4°C oder auf Eis und werden durch die Analyse von
Proben durch SDS-PAGE tiberpriift. Die vereinigten Zellpellets werden in 0,5 1 kaltem PBS
gewaschen und erneut unter gleichen Bedingungen abzentrifugiert. AnschlieBend wird das
Nassgewicht der Zellen bestimmt (typischerweise zwischen 20 und 60 g aus 12 1
Schiittelkultur) und das Pellet wird in 4 — 8 ml Lysepuffer pro Gramm Zellen vollstindig
resuspendiert. Zu der Suspension werden pro Gramm Zellen 2 — 4 ml Lysepuffer mit 1 %
(w/v) Triton-X100, 15 pg / ml RNAse A und 100 U alkalischer Phosphatase gegeben. Darin
werden die Zellen durch Ultraschallbehandlung fiir 1 min mit dem Gerét Sonoplus der Firma
Bandelin electronic, Berlin, aufgeschlossen (3/4 Zoll Spitze, 40% ,,power setting*, 50 % ,,duty
cycle®). Das Lysat wird 45 min. lang auf Eis inkubiert, danach sollten unter dem Mikroskop
keine intakten Zellen mehr sichtbar sein. AnschlieBend wird abzentrifugiert (1 h, 45.000 Upm
in Beckman 45 Ti Rotor), wobei zu beachten ist, dass die Zentrifugationsgefdlle vollstindig
gefiillt sein miissen. Die vereinigten Pellets, welche Aktinfilamente mit daran gebundenem
Myosin enthalten, werden mit 60 — 100 ml Extraktionspuffer gewaschen und unter gleichen
Bedingungen erneut 45 min lang zentrifugiert. Das Pellet wird in mindestens 1,6 ml
Extraktionspuffer pro Gramm Zellen mit 15 mM ATP mit Hilfe eines Glashomogenisators
resuspendiert. Die Aktinfilamente werden durch Zentrifugation entfernt (1h, 60.000 rpm in
Beckman 70 Ti Rotor) und der Uberstand wird nach Sterilfiltration durch einen Filter mit
0,45 uM PorengroBe fiir die sdulenchromatographische Auftrennung eingesetzt. Entsprechend
dem verwendeten Affinitits-tag wird der Extraktionsiiberstand entweder (bei Konstrukten mit
(His)s-tag) auf eine selbst gepackte Ni-NTA-Saule (Nickel-Nitriltriacetat, Qiagen) oder (bei
Konstrukten mit FLAG-tag) auf eine selbst gepackte a-FLAG-Siule (ANTI-FLAG® M2
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Affinity Gel, Sigma-Aldrich) aufgetragen. Es werden XK-16/20 Leersdulen der Firma
Amersham Pharmacia mit einem Innendurchmesser von 1,6 cm und einer Fiillh6he von 5 bis
15 cm verwendet, so dass sich ein Sdulenvolumen (column volume, CV) von 10 — 30 ml
ergibt.

Fiir den Betrieb der a-FLAG-Sdule wird eine peristaltische Pumpe (Minipuls 2, Gilson)
eingesetzt, alle anderen sdulenchromatographischen Trennschritte werden mit dem
Fliissigchromatographiesystem AKTApurifier 10 der Firma Amersham Biosciences
durchgefiihrt.

Ni-NTA-Affinitdtschromatographie

Die Sdule wird zundchst durch Spiilen mit jeweils einem Volumen Imidazol- und Ni-NTA-
Hochsalzpuffer und 10 Volumina Ni-NTA-Niedrigsalzpuffer dquilibriert. Die Proteinlosung
wird mit Hilfe eines 50 oder 150 ml Superloops (Amersham Pharmacia) mit einer Flussrate
von 1 ml/min auf die Sdule geladen. Nach Waschen mit 10 CV Ni-NTA-Niedrigsalzpuffer
und 5 CV Ni-NTA-Hochsalzpuffer sowie 5 CV Ni-NTA-Niedrigsalzpuffer mit 10 %
Imidazolpuffer (entspricht 50 mM Imidazol) mit einer FluBrate von 3 ml/min wird das Protein
durch einen Gradienten mit einem Anteil von 10 — 100 % Imidazolpuffer liber 4 CV, welcher
dem Ni-NTA-Niedrigsalzpuffer zugesetzt wird, bei einer Flussrate von 2 ml/min eluiert und
in Fraktionen zu 1,5 ml aufgefangen. Die Fraktionen, die laut Analyse mittels SDS-PAGE das
rekombinante Myosin enthalten, werden vereinigt und iiber Nacht gegen den fiir den nichsten
Schritt erforderlichen Puffer dialysiert.

o-FLAG-A ffinitdtschromatographie

Vor der Benutzung wird die Sdule mit 1 CV TBS, dann mit 3 CV 0.1 M Glycin-HCI, pH 3.5
und anschliefend mit weiteren 5 CV TBS éaquilibriert. Um optimale Bedingungen fiir die
Bindung an das Séulenmaterial zu erreichen, wird der Salzgehalt der Proteinlosung zunéchst
auf 150 mM KCI eingestellt, dann wird die Losung mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe mit
einer Flussrate von 1 ml/min auf die Sdule geladen. Nach Waschen mit 15 CV FLAG-
Waschpuffer wird das gebundene Protein durch kompetitive Verdrangung mit 5 CV FLAG-
Elutionspuffer eluiert und es werden Fraktionen zu je 5 ml gesammelt. Nach Analyse mittels
SDS-PAGE werden die proteinhaltigen Fraktionen vereinigt und iiber Nacht gegen den
Puffer, der fiir den nichsten Reinigungsschritt benétigt wird, dialysiert.

Ionenaustauschchromatographie (ion exchange, IEX)

Eine weitere Aufreinigung der Proteinlosung durch Anionenaustauschchromatographie ist oft
sinnvoll, da das Protein dabei gleichzeitig aufkonzentriert wird. Dazu wird eine fertig
gepackte Anionentauscher-Sdule von Amersham Biosciences genutzt (HiTrap Resource Q,
6 ml Séulenvolumen). Diese Séule wird nach Herstellerangaben &quilibriert und bei einer
Flussrate von 1 ml/min mit der iiber Nacht gegen IEX-Niedrigsalzpuffer dialysierten
Proteinlosung beladen. Die Séule wird mit 5 CV IEX-Niedrigsalzpuffer und 2 CV 5 % IEX-
Hochsalzpuffer gewaschen. Zur Elution wird ein Gradient von 5 % bis 100 % IEX-
Hochsalzpuffer tiber 2-6 CV genutzt. Die aufgefangenen 250 pl-Fraktionen werden mit Hilfe
einer SDS-PAGE analysiert und die gewiinschten Fraktionen werden vereinigt und iiber
Nacht gegen den erforderlichen Puffer dialysiert.

GroBenausschluBchromatographie (Gelfiltration)

Soll das Protein fiir die Kristallisation eingesetzt werden, ist eine hohere Reinheit erforderlich.
In diesem Fall folgt als letzter Reinigungsschritt eine Gelfiltration. Dazu wird gegen 2 1 [IEX
Niedrigsalzpuffer mit 150 mM KCIl iiber Nacht dialysiert. Fiir die Gelfiltration wird eine
fertig gepackte Sdule HiLoad™ 26/60 Superdex™ 200 prep grade (320 ml Bettvolumen),
Amersham Biosciences, eingesetzt. Die Trennung erfolgt mit IEX Niedrigsalzpuffer mit
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150 mM KCI als Laufmittel bei einer Flussrate von 2 ml/min. Maximal 5% des
Sdulenvolumens an Proteinlésung werden mit Hilfe eines 7,8 ml Sampleloops aufgetragen.
Die Peaks werden in Fraktionen zu je 0,5 ml aufgefangen und nach Analyse mit SDS-PAGE
entsprechend vereinigt.

Konzentrierung und Lagerung der Proteinlésung

Nach dem letzten Reinigungsschritt erfolgt abschlieBend eine Dialyse liber Nacht gegen 2 1
IEX Niedrigsalzpuffer mit 3 % (w/v) Saccharose sowie ein Aufkonzentrieren der Probe mit
Hilfe von Vivaspin Konzentratoren (MWcut-off = 50 kDa, Vivascience AG, Hannover). Fiir
kinetische und funktionale Untersuchungen wird die Myosinldsung auf eine Konzentration
von 2-4 mg/ml, fiir Kristallisationsansétze auf 7,5-15 mg/ml eingestellt. Soll das Myosin im in
vitro-Motilititsassay verwendet werden, wird die Salzkonzentration der Proteinldsung auf
mindestens 25 mM KCI eingestellt und es werden 30 % (w/v) Saccharose zugesetzt.
AbschlieBend wird das Protein in geeigneten Aliquots entweder in 0,2 ml
PlastikreaktionsgefdBlen oder in Tropfenform (~40 pl) in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei —80°C gelagert.

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (Phosphate-buffered saline, PBS)

8 mM Na,HPO,
1,8 mM KH,PO,
140 mM NaCl
2,5mM KCl1
pH 7,4
Lysepufter
50 mM Tris-HCI, pH 8,0
2 mM EDTA
0,2 mM EGTA
1 mM DTT (frisch zugeben)
5mM Benzamidin (frisch zugeben)
40 pg/ml TLCK (frisch zugeben)
1 % (v/v) Proteaseinhibitormischung 1
0,1 % (v/v) Proteaseinhibitor 2

Proteaseinhibitormischung 1 (100x in Ethanol)

10 mg/ml TAME
8 mg/ml TPCK
0,2 mg/ml Pepstatin A
0,5 mg/ml Leupeptin
Proteaseinhibitor 2 (1.000x in Ethanol)
100 mM PMSF
Extraktionspuffer
50 mM HEPES, pH 7,3
30 mM Kaliumacetat
15 mM Magnesiumacetat
7 mM 2-Mercaptoethanol (frisch zugeben)
5SmM Benzamidin (frisch zugeben)
(15 mM ATP)

(0-500 mM KCl)

Ni-NTA-Niedrigsalzpuffer
50 mM HEPES, pH 7,3
30 mM Kaliumacetat
3 mM Benzamidin (frisch zugeben)
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Ni-NTA-Hochsalzpuffer
50 mM
300 mM
3 mM

Imidazolpuffer
50 mM
30 mM
500 mM
3mM

Tris-gepufferte Kochsalzlosung (Tris-buffered saline, TBS)

50 mM
150 mM

Glycin-HCI
0.1 M

FLAG-Waschpuffer
50 mM
150 mM
3 mM

FLAG Elutionspuffer
50 mM
150 mM
100 pg/ml
3 mM

IEX-Niedrigsalzpuffer
50 mM
0,5 mM
0,2 mM
1 mM
1 mM
1 mM

IEX-Hochsalzpuffer

50 mM
500 mM
0,5 mM
0,2 mM

1 mM

1 mM

1 mM

2.6.12. Phosphorylierung von Myosinen mit MIHCK

HEPES, pH 7,3
Kaliumacetat
Benzamidin (frisch zugeben)

HEPES, pH 7,3
Kaliumacetat

Imidazol, pH 7,3
Benzamidin (frisch zugeben)

Tris-HCI, pH 7,4
NaCl

Glycin-HCI, pH 3,5

HEPES, pH 7,3
Kaliumacetat
Benzamidin

HEPES, pH 7,3
Kaliumacetat
FLAG Peptid
Benzamidin

Tris-HCL, pH 7,5

EDTA

EGTA

Magnesiumacetat

DTT (frisch zugeben)
Benzamidin (frisch zugeben)

Tris-HCI, pH 7,5

KCl1

EDTA

EGTA

Magnesiumacetat

DTT (frisch zugeben)
Benzamidin (frisch zugeben)

Um verschiedene Myosinkonstrukte zu phosphorylieren, wird eine Myosin I Schwerketten-
Kinase aus Acanthamoeba castellanii verwendet (MIHCK [Brzeska et al., 1999], durch
FLAG-Affinitatschromatographie gereinigt; zur Verfligung gestellt von E. D. Korn).
Alternativ wird mit der katalytischen Doméne der MIHCK (zur Verfiigung gestellt von H.

Wolfes) gearbeitet.

Die Autophosphorylierung der Kinase erfolgt durch Mischen gleicher Volumina an
Kinaselésung und Autophosphorylierungspuffer und einer Inkubation der Mischung fiir 20
min bei 30 °C. AnschlieBend wird die Kinase im Verhiltnis 1:50 (w/w) mit Myosinen der
Klasse I bzw. 1:20 (w/w) mit Klasse V Myosinen in Phosphorylierungspuffer inkubiert. Fiir
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analytische Ansdtze (Kinase-Assay) reichen 1-3 ug Protein aus, fiir die préparative
Phosphorylierung koénnen bis zu 0,5 mg Protein in einem Ansatz eingesetzt werden. Die
Inkubation erfolgt fiir 1 h bei 30°C oder iiber Nacht (16 h) auf Eis. Bei analytischen Ansdtzen
wird die Reaktion durch Mischen mit Laemmli-Auftragspuffer und Erhitzen auf 95°C
gestoppt, bei priparativen Ansidtzen kann das phosphorylierte Myosin entweder direkt
eingesetzt werden (in vitro Motilitits-Assay) oder es wird iiber eine lonenaustauscherséiule
von der Kinase getrennt (kinetische Messungen).

Autophosphorylierungspuffer (2x)

4 mM EGTA

200 mM Imidazol, pH 7,0

12 mM MgCl,

8 mM ATP
Phosphorylierungspuffer:

20 mM MOPS, pH 7,0

2 mM ATP

2 mM MgCl,

1 mM EGTA

100mM KCl1

2.6.13. Dephosphorylierung von Myosinen mit A-Phosphatase

Um aufgereinigte Myosinkonstrukte zu dephosphorylieren wird A-Phosphatase (New England
Biolabs, 400 U/ul = 0,5 pg/ul) eingesetzt. Fiir 10 ug Myosin werden 0,1 pg A-Phosphatase
eingesetzt. Die Inkubation erfolgt in A-Phosphatase-Puffer (mit MnCl,) fiir 45 min. bei 30°C.

1x A-PPase Puffer:

50 mM Tris-HCI pH 7.5
100 mM NaCl

2 mM MnCl,

2 mM Dithiothreitol
0.1 mM EGTA

0.01 % Brij 35

2.6.14. Kinase-Assay zur Untersuchung der Phosphorylierung von Myosinen

Um den Phosphorylierungsstatus von aufgereinigten Myosinen nach Behandlung mit MIHCK
oder A-Phosphatase detektieren zu konnen, wird ein Kinase-Assay durchgefiihrt. Dazu wird
die Phosphorylierung oder Dephosphorylierung des Myosins in Anwesenheit von radioaktiv
markiertem ATP (y->P-ATP; 0,1 pCi pro 1 pg Protein) durchgefiihrt. AnschlieBend werden
die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Das SDS-Gel wird getrocknet und iiber Nacht
gegen eine sensitive Phospo-Imager Platte exponiert. Im Phospho-Imager (Phosphoimager
BAS-1500, Fujifilm) kdnnen phosphorylierte, also radioaktive Banden, detektiert werden.
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2.6.15. Probenvorbereitung fiir die massenspektrometrische Untersuchung von
Myosinen

Um nach der Detektion einer Phosphorylierung des Myosins mit Hilfe des Kinase-Assays die
Phosphorylierungsstelle zu identifizieren, bietet sich eine massenspektrometrische
Untersuchung an. Ein direkter Vergleich von phosphoryliertem mit dephosphoryliertem
Myosin ermoglicht dabei die Zuordnung der Peptidfragmente. Hierzu wird die
Phosphorylierung/ Dephosphorylierung wie in 2.6.12. und 2.6.13. beschrieben mit jeweils
50 pg Myosin durchgefiihrt und das (de)phosphorylierte Protein iiber SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach Firben des Gels mit Coomassie-Féarbelosung und Entfarben in 7%iger Essigsédure
werden die Myosinbanden ausgeschnitten.

Die weitere Probenaufbereitung und die massenspektrometrische Analyse wird in
Kooperation von T. Reinl und Dr. L. Jidnsch (Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung,
Braunschweig) durchgefiihrt. Die Probenaufbereitung umfasst die Carbamidomethylierung
der Cystein-Seitenketten, einen in-Gel-Verdau mit Trypsin, die Peptidextraktion aus dem
PAA-Gel und das Entsalzen der extrahierten Pepetide (C18-uZipTip). Die anschlieBende
Anreicherung phosphorylierter Peptide sowie die Abreicherung nicht phosphorylierter Peptide
geschieht  mittels IMAC  (Immobilized  Metalion  Affinity ~ Chromatography,
Affinitdtschromatographie mit immobilisierten Metallionen) mit dem Phosphopeptide
Isolation Kit (Pierce Biotechnology). Hierbei werden die extrahierten Peptide unter sauren
Bedingungen an ein Gallium-Sdulenmaterial gebunden, gewaschen und unter basischen
Bedingungen eluiert.

IMAC

=

1 C

. Gallium-Resin .

v v

1.) Auftrag-Fraktion 1.) Auftrag-Fraktion
2.) Waschfraktion 2.) Waschfraktion
3.} Eluat-Fraktion 3.) Eluat-Fraktion

=

PPase

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Aufreinigungsstrategie phosphorylierter und unphosphorylierter Peptide.

Die Auftrags-, Wasch- und Eluatfraktion werden dann mittels nHPLC (normal phase liquid
chromatography) nach Hydrophobizitit mit einem Acetonitril-Gradienten getrennt und
massenspektrometrisch  untersucht (nESI-Q-TOF-MS/MS, upQ-TOF, Waters). Die
Auswertung der Messdaten geschieht automatisiert (Mascot-Algorithmus, MatrixScience)
sowie manuell (MassLynx; Pepseq-Tool, Protein-Editor).
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2.7. Biophysikalische Methoden

2.7.1. steady-state-Kinetik

Wihrend der durch Myosin katalysierten Umsetzung von ATP zu ADP bleiben die spektralen
Eigenschaften von Edukten und Produkten unverdndert. Aus diesem Grund muf} dieser
Prozef3 an eine Indikatorreaktion gekoppelt werden, die zum Verbrauch oder zur Bildung von
chromophoren Produkten fiihrt. Eine grundlegende Voraussetzung hierfiir ist, dal keine der
sekunddren Reaktionsschritte geschwindigkeitsbestimmend ist, sondern die Gesamtgeschwin-
digkeit stets durch den zu untersuchenden Reaktionsschritt limitiert ist. Die ATPase-Aktivitit
von Myosin (M) wird im FlieBgleichgewicht mit Hilfe von Pyruvatkinase (PK) und
Laktatdehydrogenase (LDH), welche den ATP-Verbrauch mit der Oxidation von NADH
koppeln, gemessen [Trentham et al., 1972; Furch et al., 1998]:

ATP —— ADP

ADP + PEP ~——  ATP + Pyruvat

Pyruvat+ NADH =———  Lactat + NAD"

Die Oxidation von NADH zu NAD" wird dabei durch Messung der Lichtabsorption bei
340 nm verfolgt (€340, Napu = 6220 L Mm! cm'l). Die Messungen im FlieBgleichgewicht
werden bei 21°C durchgefiihrt, die Zusammensetzung der Probelosung ist unten aufgefiihrt.
Die Bestandteile werden gemischt und nach Zugabe von ATP in eine Kiivette mit 0.5 oder
1 cm Lichtweg iiberfiihrt. Die Reaktion wird bis zu 600 s lang photometrisch verfolgt.

25mM HEPES, pH 7.3
25 mM KCl1

1-5 mM MgCl,

0,5 mM DTT

0,2 mM NADH

0,5 mM PEP

0,02 mg/ml LDH
0,05 mg/ml PK

0-80 uM F-Aktin
0,1-1 uM Myosin
1 mM ATP

Aus der zeitabhidngigen linearen Abnahme der Absorption wird bei bekannten
Konzentrationen der Reaktionspartner die Reaktionsgeschwindigkeit des Myosins berechnet.
Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz kann aus der gemessenen zeitlichen
Absorptionsinderung AA pro Minute die Anderung der NADH-Konzentration mit der Zeit
berechnet werden. Die Anderung der NADH-Konzentration entspricht der Anderung der
ATP-Konzentration.

AA = gxapn * AINADH] * d
A[NADH] =AA/ (SNADH * d)
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Bei bekannter Myosin-Konzentration 148t sich nun die Geschwindigkeitskonstante des ATP-
Umsatzes berechnen.
- AA

ATPase= ————
60s*s*d*c

2.7.2. Stopped-Flow-Messungen

Aus steady-state-Untersuchungen des Aktin-Myosin-ATPase-Zyklus erhdlt man keine
mechanistischen Informationen und kann auch keine einzelnen Zwischenschritte beobachten.
Mit Hilfe von transientenkinetischen Messmethoden lassen sich diese Einzelschritte auflosen.
Da ein einziger Zyklus der Aktin-Myosin-Interaktion bereits in weniger als 50 ms vollendet
sein kann, sind die Einzelreaktionen zu schnell, um mit einem konventionellen Spektrometer
oder Fluorimeter gemessen werden zu konnen. Die Bestimmung der Geschwindigkeiten der
einzelnen Reaktionen geschieht durch die Messung der zeitlichen Anderung der
Konzentration eines oder mehrerer Reaktionsteilnehmer. Entscheidend dafiir ist, die
Ausgangsstoffe entweder mdoglichst schnell und homogen zu durchmischen oder die
Bedingungen in der Reaktionsmischung schnell so zu verdndern, dass eine Reaktion initiiert
wird. Zur Untersuchung schneller Reaktionen mit Halbwertszeiten unter 1 s wurden
besondere Methoden entwickelt. Es lassen sich zwei Techniken unterscheiden:

e Schnelle Mischmethoden, zu denen die continous-flow, stopped-flow und quench-
flow-Methode gehoren.

e Relaxationsmethoden, dazu gehdren Temperatursprung-, Drucksprung-, Konzen-
trationssprung (flash photolysis)-, elektrischer Feldsprung- und kernmagnetische Re-
sonanzverfahren.

Im Folgenden wird die in dieser Arbeit angewandte Stopped-Flow-Technik erldutert [Chance
et al., 1964; Eccleston et al., 1987]: Ein Stopped-Flow-Gerit ist im Wesentlichen ein
Spektrometer mit einer zusitzlichen Einheit, die ein schnelles Mischen der Reaktanden zulaf3t.
Die Apparatur ist schematisch in Abb. 2.3 gezeigt.

H F

B T—
= E

[ |
D

Abb. 2.3: Schematische Darstellung einer Stopped-Flow-Apparatur. Erlduterungen im Text [verdndert nach:
Applied Photophysics n*-180 Spectrometer User Handbook, 2003].
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In dieser Arbeit wird parallel mit zwei verschiedenen Stopped-Flow-Apparaturen gearbeitet:
Applied Photophysics Pi-Star 180 und Hi-Tech Scientific SF-61SX2.

Zwei Spritzen (B) werden aus Vorratsgefdlen mit den Reaktanden befiillt. Der Fluss durch
flexible Verbindungsschlduche (G) und Konnektoren (I) zu oder aus diesen Spritzen wird
durch Teflon-3-Wege-Ventile kontrolliert. Die Spritzenstempel werden synchron mittels eines
pneumatischen Antriebs (A) bewegt. Die Druckluft driickt die Reaktanden in die
Mischkammer (D) und von dort weiter in die MeBzelle (E). Der Fluss der Reaktionslosung
wird schlieBlich in der Stoppspritze (F) abgebremst. Der Kolben der Spritze 16st bei diesem
Vorgang iiber einen Mikroschalter (H) die Aufzeichnung des Signals mit Hilfe eines
Photomultipliers aus. Ein externes Wasserbad erlaubt es, sowohl die Spritzen, als auch die
Misch- und Messzellen zu temperieren. Die obere Auflosungsgrenze wird durch die Totzeit,
also der Zeit zwischen dem Mischen der Losungen und dem Auslésen der Aufzeichnung,
bestimmt, die bei den verwendeten Instrumenten zwischen 1,3 und 1,5 ms liegt. Es konnen
also Reaktionen mit Geschwindigkeiten bis zu 650 s' beobachtet werden, schnellere
Reaktionen sind bereits in der Totzeit vollstindig abgelaufen.

Als optisches Signal wird die zeitliche Anderung der extrinsischen oder intrinsischen
Fluoreszenz eines Reaktanden wihrend der Reaktion verfolgt. Als Lichtquelle dient dazu eine
75 W Hg/Xe -Lampe. Das emittierte Licht wird durch einen Monochromator und einen
Quarz-Lichtleiter zur Beobachtungszelle geleitet. Hier wird das Licht zur Anregung einer
spezifischen Fluoreszenz genutzt, der Excitationsweg betrdgt 2 oder 10 mm. Das von dem
Fluorophor emittierte Licht wird mit Hilfe eines passenden Filters von der
Anregungsstrahlung diskriminiert und iiber einen Photomultiplier detektiert. Fiir die
Tryptophanfluoreszenz wird ein WG320-Filter verwendet, der nur Licht einer Wellenlénge
groBer als 320 nm durchlésst. Das eingestrahlte Licht (296 nm) wird herausgefiltert und nur
das emittierte Licht bei 348 nm vom Photomultiplier detektiert. Die Fluoreszenz des an Aktin
gebundenen Pyrens beziehungsweise die der mant-Nukleotide wird bei 365 nm angeregt und
das  Emissionslicht nach Durchgang durch einen KV389 Filter registriert.
Lichtstreumessungen konnen bei jeder Anregungswellenldnge (250-700 nm) durchgefiihrt
werden, bei der die Hg/Xe Lampe eine hohe Lichtintensitit besitzt.

Das Signal des Photomultipliers wird elektronisch gefiltert und von einem PC aufgezeichnet.
Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhiltnisses der Messungen und um Artefakte zu
vermeiden, werden mindestens drei Messungen pro Losung durchgefiihrt und anschlieBend
gemittelt. Jeder Mischvorgang erfordert 35-50 pl von jeder der Losungen. Die Reaktanden
werden im Verhiltnis 1:1 gemischt, ihre Konzentrationen halbieren sich also beim Mischen.
Die Auswertung der Messungen, d.h. die Anpassung von Exponentialfunktionen an den
Signalverlauf und die Ermittlung der Geschwindigkeitskonstanten und Amplituden wird
sowohl mit der Software der jeweiligen Stopped-Flow-Apparatur (KinetAsyst 2.0, Hi-Tech
Scientific bzw. n*-ProData fitting tool, Applied Photophysics) als auch mit dem Programm
Origin 7.0 durchgefiihrt.

2.7.3. flash photolysis Experimente

Die zweite transientenkinetische Methode, die in dieser Arbeit angewendet wird, ist die zu
den Relaxationsmethoden gehdrende Flash Photolysis-Methode [Weiss ef al., 2000]. Mit ihr
kann die Kinetik der ATP-induzierten Dissoziation des Aktomyosinkomplexes sowie die
Umsatzgeschwindigkeit &, untersucht werden.
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Die Apparatur
Der Lichtblitz fiir die Photolysereaktion von caged ATP (cATP) wird von einem 347 nm

Rubinlaser (Strahldurchmesser 6 mm, Pulsenergie bis 300 mJ, Pulsdauer 20 ns) erzeugt. Der
Laserstrahl wird dabei mit Hilfe einer Quarzlinse von unten in eine Quarzkiivette fokussiert,
welche ein Minimalvolumen von 10 pl fasst. Die Absorption des photolysierten aci-nitro
Zustandes bei 405 nm wird iiber den Photomultiplier 1 mit vorgeschaltetem Monochromator
detektiert. Zur Messung der Streulichtintensitit wird auBerdem weilles Licht iiber eine
Halogenlampe in die Probe eingestrahlt. Ein vorgeschalteter Filter, der keine Wellenlédngen
unter 389 nm durchlisst, verhindert dabei die vorzeitige Photolyse der ATP-Kéafigverbindung
durch den UV-Anteil des Lichtes. Durch den Laserpuls freigesetztes ATP induziert die
Dissoziation des Aktomyosinkomplexes, welche mit einer Abnahme der iiber den
Photomultiplier 2 im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl detektierbaren
Streulichtintensitdt einhergeht.

Mit Hilfe von 2 digitalen Oszilloskopen werden die Signale der Photomultiplier in
unterschiedlichen Zeitbereichen wiedergegeben. Die gemessenen Signale werden iiber eine
GPIB-Schnittstelle auf einen Computer iibertragen. Der schematische Aufbau der Flash
Photolysis-Apparatur ist in Abbildung 2.4 dargestellt.

10 pl
Kuvette

Blende Lampe

Filter 1

Strahlteiler
Dampfer
Rubinlaser
347 nm, 300 mJ, 20 ns

Joule Meter

Filter 2

Oszilloskop
LeCroy 9310C

Abb. 2.4: Aufbau der Flash Photolysis-Apparatur (verdndert nach Weiss ef al., 2000). PM: Photomultiplier

Vorbereitung der Proben
Zur Messung der Aktomyosin-Dissoziationskinetik wird der folgende Reaktionsansatz mit
einem Volumen von 25 pl pipettiert:

25 mM HEPES, pH 7,3

25 mM KCl1

5mM MgCl,

10 mM DTT

1 uM Myosin

1 uM F-Aktin (Phalloidin-stabilisiert)
0,5 mM cATP

Vor Beginn der Messung wird die Probenldsung in der 1 mm Kiivette fiir einige Sekunden bei
10.000 Upm zentrifugiert, um eventuelle Luftblasen und/oder Aggregate zu entfernen.

Photochemische Freisetzung von ATP aus cATP
Die ATP-Kifigverbindung cATP (caged ATP), die zu der Aktomyosin-Probe gegeben wird,
ist ein inerter Vorlaufer von ATP, der mittels eines kurzen Laserblitzes in ATP und
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Nitroacetophenon photolysiert wird (sieche Abbildung 2.5). Die Reaktion verlduft {iber einen
instabilen angeregten Zustand (aci-nitro Zustand), dessen Absorption bei 405 nm
photometrisch gemessen werden kann. Da diese Zwischenstufe in einer protonenkatalysierten
Reaktion vollstdndig in ATP und Nitroacetophenon zerfillt, kann aus der gemessen
Absorption auf die Konzentration an freigesetztem ATP riickgeschlossen werden. Es wird die
Abnahme der Absorption beim Zerfall verfolgt. Dabei ist die Amplitude des Signals
proportional zur freigesetzten Konzentration an ATP. Der experimentell bestimmte
Proportionalititsfaktor betrdgt 1400 pM ATP pro OD4psnm.
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Abb. 2.5: Photolyse von cagedATP. Nach Einstrahlung eines Laserblitzes (347 nm Wellenlidnge, Dauer 20 ns)
geht das cATP in den angeregten aci-nitro Zustand iiber, der eine erhohte Absorption bei einer Wellenldnge von
405 nm hat. Dieser Ubergangszustand zerfillt in die Endprodukte ATP und Nitroacetophenon. Erliuterungen
sieche Text (verdndert nach Weiss et al., 2000).
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Durch das so freigesetzte ATP wird die Aktomyosin-Dissoziation ausgelost. Um die
Dissoziationskinetik des Aktomyosinkomplexes auf diese Weise untersuchen zu konnen, ist
Voraussetzung, dass die ATP-Freisetzung schneller stattfindet als die Aktomyosin-
Dissoziation. Die Freisetzungsrate von ATP aus cATP betrigt dabei 1,25-10°[H] s
Demnach findet die Freisetzung von ATP mit einer Geschwindigkeit von 63 s™ bei einem hier
verwendeten pH-Wert von 7,3 statt und ist damit schneller als die Dissoziation des
Aktomyosinkomplexes.
Zur Berechnung der pro Laserpuls freigesetzten ATP-Konzentration aus cATP wird die
folgende Exponentialfunktion mit Hilfe des Programmes Origin 7.0 an die jeweilige
Absorptionskurve bei 405 nm angepasst :
(x—x¢)

y=yy+d e "
A, ist dabei die Amplitude der ATP-Freisetzung und entspricht multipliziert mit dem oben
erwihnten Proportionalititsfaktor von 1400 der ATP-Konzentration.

Messung der ATP-induzierten Aktomyosin-Dissoziation

Durch das aus cATP freigesetzte ATP wird die Dissoziation des Aktomyosinkomplexes
ausgelost. Der Aktomyosinkomplex zeigt ein starkes Lichtstreusignal, welches bei
Dissoziation des Komplexes zunehmend kleiner wird. Diese Anderung der
Lichtstreuintensitdt kann detektiert und so die Reaktion zeitlich verfolgt werden. Ist die
Dissoziation des Aktomyosinkomplexes abgeschlossen, dann ist das Lichtstreusignal an
seinem Minimum angelangt. Myosin hydrolysiert das ATP zu ADP und Phosphat. Dabei
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bleibt die Streuintensitdt konstant. Ist ATP vollstindig abgebaut, beginnt die Reassoziation
des Aktomyosinkomplexes, welche unter Zunahme des Lichtstreusignals stattfindet. Auch
diese Anderung der Lichtstreuintensitiit wird detektiert, so daB die Reaktion zeitlich verfolgt
werden kann. Aus der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation kann die
Bindungskonstante zweiter Ordnung K;k;, berechnet werden.

In Abbildung 2.6 ist der typische Verlauf des Streulichtsignals von Aktomyosin nach ATP-
Freisetzung in Abhdngigkeit der Zeit dargestellt.
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Abb. 2.6: Exemplarisches Streulichtsignal von Aktomyosin in Abhéngigkeit der Zeit nach der Freisetzung von
ATP aus cATP durch einen Laserpuls.

Zur Bestimmung der apparenten Dissoziationskonstanten kg,s und der Amplitude des
Streulichtsignals wird an die Dissoziationskurve eine Exponentialfunktion angepasst. Der
Parameter A; entspricht dabei der Amplitude der Streulichtintensitdt, 1/t; gibt die apparente
Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation, kops, an. Die Auftragung von ks gegen die
jeweils freigesetzte ATP-Konzentration ergibt eine Gerade, deren Steigung der ATP-
induzierten Dissoziationsgeschwindigkeit K;k;, entspricht.

Bestimmung von k., durch die Reassoziationsgeschwindigkeit

Mit der Hydrolyse des freigesetzten ATP im FlieBgleichgewicht wird der Uberschuss an ATP
gegeniiber Aktin und Myosin abgebaut. Die Bildung des Aktomyosins verlduft daher nicht in
einer Reaktion pseudo-erster Ordnung, und es gibt kein Modell, das diese Reaktion
beschreibt. Trotzdem kann aus der Reassoziationsreaktion die Umsatzgeschwindigkeit der
Gesamtreaktion bestimmt werden. Dies geschieht durch Anpassung einer Kurve, die
phédnomenologisch den sigmoiden Kurvenverlauf der Reassoziation beschreibt. Dabei ist der
Zeitpunkt bei halbmaximaler Reassoziation ty s interessant, weil aus seiner Abhingigkeit von
der umgesetzten ATP-Menge und der Enzymkonzentration die Umsatzgeschwindigkeit k..
bestimmt werden kann. Diese ist proportional zur Menge des umgesetzten ATP bezogen auf
die Enzymkonzentration.

tO 5~ z-cat m = [T]
' Ml ke [M]

2.7.4. In vitro-Motilitatsassays

Zur Bestimmung der Geschwindigkeit, mit der Aktinfilamente in vitro iber Myosinkonstrukte
bewegt werden, wird im Wesentlichen nach einem Protokoll von Anson et al. [Anson, 1992]
verfahren. Die Durchfiihrung des Versuchs erfolgt in einer transparenten Durchflulzelle.
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Dazu wird ein 22 mm x 50 mm x 0,15 mm Deckglas iiber Abstandshalter kontaktfrei auf
einem Objekttriger befestigt. Zur besseren Haftung der Myosinkonstrukte auf der
Glasoberflache des Deckglases wird dieses mit einer Nitrocellulosemembran beschichtet.

Zur Nitrocellulose-Beschichtung wird 1 Tropfen einer Losung von 1 % (v/v) Nitrocellulose in
Amylacetat vorsichtig auf die Wasseroberflache eines randvoll gefiillten 21-Becherglases
gegeben. Die Wasseroberfldche wird zuvor mittels eines Parafilmstreifens, der vorsichtig von
Hand iiber die Wasserschicht gezogen wird, von Staubpartikeln befreit. Auf eine so
vorbereitete Fliche werden flinf Deckglédser blasenfrei fiir einige Minuten gelegt und danach
mit einer Pinzette aus dem Filmverband geldst. Die beschichteten Deckgléser werden bei RT
getrocknet und innerhalb von 12 h benutzt. Zur Konstruktion der Durchflufizelle wird ein
beschichtetes Deckglas mit zwei Streifen doppelseitigen Klebebandes auf einem Objekttrager
platziert.

Die zu untersuchenden Myosinldsungen werden vor dem Einsatz im in vitro Motilititsassay
durch eine Aktin-Affinititsaufreinigung von toten Myosinkdpfen befreit. Dazu wird die
Losung nach Zugabe von 0,2 — 0,5 mg/ml nicht markiertem F-Aktin, 2 mM ATP und
10 mM DTT fiir 10 min bei 100.000 x g (54.000 Upm in Beckman TLA 120.1 Rotor)
zentrifugiert. Dadurch wird nicht-funktionelles Myosin, das durch ATP nicht dissoziiert wird,
entfernt, so dal} es den Test nicht storend beeinflussen kann.

Zur Herstellung von fluoreszenzmarkiertem F-Aktin wird dieses auf eine Konzentration von
2 uM verdiinnt und mit 3 uM TRITC-Phalloidin versetzt. Das Phalloidin lagert sich dabei an
Aktin in seiner filamentdren Form an und ist kovalent mit dem Fluorophor
Tetramethylrhodamin-B-isothiocyanat verkniipft. AnschlieBend wird die Mischung gevortext
und tiber Nacht unter Lichtausschluf3 auf Eis inkubiert.

Fiir die Durchfiihrung des Gleitfilamentassays kann die DurchfluBzelle zunidchst mit
Antikdrper beschichtet werden, um eine bessere und gerichtetere Bindung der
Myosinmolekiile zu erreichen. Dazu werden 10 pl einer Losung von 0,05 mg/ml oHiss-
Antikérper in AB-Puffer in die DurchfluBBzelle gegeben und fiir 5 min. inkubiert.
AnschlieBend werden 2 Volumina einer Blockierungslosung (V) mit 10 mg/ml BSA
zugegeben, um eine Adsorption der Myosine an ungebundene Nitrozellulose zu vermeiden.
Weitere 2 min spater wird mit 2 Volumina BSA-Losung (I) gespiilt.

Zum Beladen werden 10 pl einer Myosinlésung mit einer Konzentration von 0,1-1 mg/ml in
die Durchflusszelle gegeben. Im Falle einer vorherigen Antikdrperbeschichtung wird nach 5
min, ansonsten nach 2 min mit 2 Volumina BSA-Losung (I) gespiilt. Denaturierte
Myosinkopfe werden durch 2-miniitige Inkubation mit 2 Volumina einer Losung von 2 uM
unmarkiertem F-Aktin in BSA-Losung und anschlieendem Spiilen mit 2 Volumina einer
ATP-Losung (IV) und 2 Volumina BSA Losung (I) blockiert. Danach werden 2 Volumina
einer 1:100-Verdiinnung des TRITC-markierten F-Aktins mit BSA-Ldsung hinzugegeben und
2 min spater wird mit je 2 Volumina BSA-Losung (I) und Antibleichlosung (II) gespiilt. Jetzt
wird die Dekoration der Oberfliche mit fluoreszierenden Aktinfilamenten unter dem
Fluoreszenzmikroskop iiberpriift. Nach Infusion einer ATP-haltigen Antibleichlosung (III)
kann die Bewegung der Filamente mikroskopisch beobachtet werden.

Fiir den in vitro-Motilitdtsassay wird das Fluoreszenzmikroskop IX 81 von Olympus mit dem
Objektiv PlanApo 100x mit einer numerischen Apertur von 1,4 genutzt. Die Aufnahmen der
Gleitfilamentassays werden mit den CCD-Kameras ,,C8484“ und ,,EB-CCD C7190% der
Firma Hamamatsu Photonics, Herrsching gemacht. Zur Beobachtung von TRITC- oder YFP-
Fluoreszenz werden ein Excitationsfilter mit maximaler Transparenz bei einer Wellenldnge
von 545 nm bzw. 500 nm und die Kombinationen ,,Cy3/Cy5“ bzw. ,,CFP/YFP* aus
Emissionsfilter und dichroischem Spiegel verwendet.

Die erhaltenen Bildsequenzen werden mit dem Programm DiaTrack 3.0 der Firma Semasopht
aus Chavannes (Schweiz) ausgewertet. Die mittleren Geschwindigkeiten der Filamente
entlang der Trajektorien (,,Flugbahn* der Mittelpunkte der Filamente) werden in einem
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Histogramm dargestellt und eine Gaullfunktion daran angepasst. Der Mittelpunkt der
GauBkurve entspricht dabei der Bewegungsgeschwindigkeit der Aktinfilamente entlang der
immobilisierten Myosinmolekiile, wihrend die Halbwertsbreite der Verteilung zur
Abschdtzung der oberen Grenze des Fehlers genutzt wird. Der tatséchliche Fehler liegt
allerdings in den meisten Fallen erheblich darunter.

AB-Puffer
25 mM Imidazol (pH 7,4)
25 mM KCl
0-10 mM MgCl,
1 mM EGTA
10 mM DTT

BSA-Losung (1)
0,5 mg/ml BSA in AB-Puffer

Antibleichlosung (IT)
5 mg/ml Glucose
0,1 mg/ml Glucoseoxidase

0,02 mg/ml Katalase
in BSA-L&sung (I)

Antibleichlosung mit ATP (III)
4 mM ATP
in Antibleichlosung (IT)

ATP-Loésung (IV)
2 mM ATP
in BSA-L&sung (I)

Blockierungslosung (V)
10 mg/ml BSA
in AB-Puffer

2.7.5. Kristallisationsansitze

Die Kristallisation verschiedener Myosinkonstrukte erfolgt bei 4°C {iber Dampfdiffusion im
Sitting-Drop- und im Hanging-Drop-Verfahren. Zur Bestimmung der Kristallisations-
bedingungen wird ein High-Throughput Myosin-Fusions-Screen (MFS-HT, Fedorov et al.,
nicht publiziert) eingesetzt. Auf einer 96-well-Platte von Hampton-Research, Aliso Viejo,
USA, wird dabei zeitgleich eine grofe Anzahl von Pufferkonditionen getestet. 1-2 pl
Proteinldsung einer Konzentration von 8-15 mg/ml werden dazu mit der gleichen Menge der
Reservoir-Losung gemischt. Im Hanging-Drop-Verfahren werden gro3ere Proteinmengen mit
5 pl Losung eingesetzt.

Kristalle werden nach Eintauchen in Cryoprotectant-Losung in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Aufnahme der Rontgenstreuung erfolgt am Synchrotron DESY/EMBL,
Hamburg, Beamline X-11 sowie am Synchrotron ESRF, Grenoble, Beamline ID 13 und 14-2.
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3. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den kinetischen Mechanismus des ATPase-Zyklus von
D. discoideum Myosin-Vb aufzukldren. Es sollte untersucht werden, ob Myosin-Vb die
kinetischen Voraussetzungen erfiillt, als prozessives Myosin zu funktionieren. Auf der
Grundlage der erhaltenen Daten sollte ein kinetisches Modell der Prozessivitit von Klasse V
Myosinen entworfen werden, mit dem die gingigen Modelle getestet und erweitert werden
kdnnen.

Dazu wurden zunidchst entsprechende Motordomanenkonstrukte und Motordoménen-
konstrukte mit kiinstlichem Hebelarmen mit Hilfe des Molecular-Modeling entworfen.
AnschlieBend wurden entsprechende Expressionsvektoren kloniert, in Dictyostelium
discoideum Zellen exprimiert und mittels unterschiedlicher chromatographischer Verfahren
aufgereinigt. Mit diesen Konstrukten wurde zuerst die ATPase-Aktivitit von Myosin-Vb im
FlieBgleichgewicht charakterisiert und anschlieBend wurden die Geschwindigkeits- und
Gleichgewichts-konstanten ~ der  wesentlichen  Einzelschritte des  ATPase-Zyklus
transientenkinetisch bestimmt. Mit der Modifikation der Prozessivitdt von Myosin-Vb durch
die Konzentration an freien Magnesiumionen sowie durch Phosphorylierung wurden
mogliche Regulationsmechanismen untersucht.

3.1. Homologien von Myosinen der Klasse V mittels Primar-
sequenzanalyse

Das in dieser Arbeit untersuchte Genprodukt des Dictyostelium discoideum myoJ Gens
(DictyBase ID: DDB0185050; www.dictybase.com [Kreppel et al., 2004]) ist bisher nicht
funktional oder kinetisch charakterisiert worden. Lokalisierungsstudien weisen auf eine
Funktion an der kontraktilen Vakuole hin. Das Myosin wurde aufgrund von phylogenetischer
und struktureller Zuordnung als Myosin der Klasse V bzw. XI klassifiziert [Hammer III. und
Jung, 1996; Peterson et al., 1996]. Basierend auf einem multiple sequence alignment von iiber
1700 Myosin-Motordominen wird es nach einer neueren Studie als Myosin-Vb bezeichnet
[Kollmar, 2006]. Es hat eine dhnliche Dominenstruktur wie die bekannten Myosine der
Klasse V sowie die der Klasse XI zugehorigen Pflanzenmyosine (siche Abbildung 3.1). Da
sich Dictyostelium allerdings nach den Pflanzen vom Stammbaum der Pilze/ Metazoen
separiert hat und aufgrund der Sequenzanalyse ndher mit den Myosinen der Klasse V
verwandt ist, wird Myosin-Vb der Klasse V zugeordnet.

SH3 Motordoméane 1Q coiled-coil
8 O ] —

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von D. discoideum Myosin-Vb. Die Primirsequenz
hat eine Lange von 2249 Aminosduren, auf die Motordoméne entfallen die Aminosduren 1 bis 839.

Um eine weitere Klassifizierung von D. discoideum Myosin-Vb zu ermoglichen, wurde eine
umfassende vergleichende Primérsequenzanalyse mit einem Multiple Alignment durchgefiihrt
und diese mit Informationen aus Sekundirstruktur-Daten erginzt. Dazu wurde die
Primérsequenz der Motordoméne von D. discoideum Myosin-Vb auf Sequenzhomologien mit
den Motordomédnen von D. discoideum Myosin-Va [Titus et al., 1994; Kreppel et al., 2004],
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H. sapiens Myosin-Vb, G. gallus Myosin-Va, S. cerevisiae Myosin-2p und Myosin-4p sowie
D. melanogaster Myosin-V und Myosin-VIIb untersucht. G. gallus Myosin-Va und D.
melanogaster Myosin-VIIb dienen dabei als Beispiele fiir prozessive Motoren, wéihrend D.
melanogaster Myosin-V sowie beide Klasse V Myosine aus Hefe bisher als nicht prozessive
Myosine eingestuft werden.

D. discoideum Myosin-II ist ein kinetisch umfassend untersuchtes konventionelles Myosin. Es
ist kinetisch dafiir optimiert, im Verband mit vielen Molekiilen als nichtprozessives Myosin
zu funktionieren. Daher wurde die Sequenz der Motordoméne von Myosin-II ebenfalls in das
Multiple Alignment mit einbezogen, um die wesentlichen sequentiellen Unterschiede
hervorzuheben.

Die Abbildungen 3.2-3.4 zeigen Ausziige aus dem Multiple Alignment von D. discoideum
Myosin-Vb (Dd _MVb, rot markiert) und heben besondere Sequenzbereiche hervor. Der
Schleife-1-Bereich von D. discoideum Myosin-Vb ist 18 Aminosduren linger als der von D.
discoideum Myosin-Va und sogar zwischen 22 und 30 Aminosduren lédnger als die Schleife-1
der anderen Klasse V Myosine. Er befindet sich im Bereich der Nukleotidbindungstasche an
der Proteinoberfliche der upper 50 kD Doméne und wird mit der Modulation der ADP-
Freisetzung in Verbindung gebracht [Spudich, 1994; Sweeney et al., 1998; Kurzawa-Goertz
et al., 1998; Murphy und Spudich, 1998; Clark et al., 2005].

p-Schleife Schleife-1
Dd_MII 179 GESGAGKTENTKKVIQYLASVAG----RNQANGSG--—-————————————————————— VLEQQILQANPILEAFGNAK
Dd MVb 174 GESGAGKTETTKFLLQYFAAMGNMIKESTSSSSINGINTSSDGIPVTPPPSPMKKSPVDKSVEERVLESTPLLEAFGNAK
Dd_MVa 154 GESGAGKTETTKFLLQYFAAMGEKGNGVNTS------—=—=—=————-— LISEEDIVEGNNIETQVIKSTPILEAFGNSK
Hs_MVb 163 GESGAGKTVSAKYAMRYFATVG------GSASSE---—--———————————————————— TNIEEKVLASSPIMEAIGNAK
Gg_Mva 163 GESGAGKTVSAKYAMRYFATV------SGSASEAN--—--———=—————————————————— VEEKVLASNPIMESIGNAK
Sc_Mdp 165 GESGAGKTVSAKYIMRYFASVQE--—---- NREGEVEMSQIESQILATNPIMEAFGNAK
Sc_M2p le4 GESGAGKTVSAKYIMRYFASVEEE TVQHQVEMSETEQKILATNPIMEAFGNAK
Dm_MV 164 GESGAGKTVSAKYAMRYFAAVG------GSESE----—-—-—-——-——-————————————— TQVERKVLASSPIMEAFGNAK

Dm_MVIIb 159 GESGAGKTESTKLILQYLAAIS------GKH-----—--—-————-——————————— = SWIEQQIIEANPIMEAFGNAK

Abb. 3.2: Vergleich der Sequenzen der Motordoménen von D. discoideum Myosin-1I, Klasse V Myosinen
verschiedener Organismen sowie D. melanogaster Myosin-VIIb im Bereich von Schleife-1.

Die in der primdren Aktinbindungsstelle im Bereich der CM (cardiomyopathy)-Schleife
liegende TEDS-Stelle, 16 Aminosduren upstream der hochkonservierten DALAK Sequenz,
enthilt bei allen hier aufgelisteten Myosinen eine negativ geladene Aminoséure (Glutamat,
beil D. discoideum Myosin-1I Aspartat) [Bement und Mooseker, 1995]. Sie werden demnach
in ihrer konstitutiv aktivierten Form exprimiert und bendtigen keine Phosphorylierung der
TEDS-Stelle. Im Bereich von Schalter II haben alle Klasse V Myosine ein hochkonserviertes
Tyrosin. Es wird vermutet, dal dieses eine wichtige Rolle bei der Koordinierung des
Mg ADP in der Nukleotidbindungstasche spielt (unveroffentlichte Daten). D. discoideum
Myosin-II tragt an dieser Stelle ein Serin, D. melanogaster Myosin-VIIb ein Phenylalanin.

TEDS-Stelle DALAK Schalter II
Dd_MII 387 SVLEKALMEPRILAGRDLVAQHLNVEKSSSSRDALVKALYGRLFLWLVKKINNVLCQERKA-————— YFIGVLDISGFEI
Dd_MVb 415 DELLNSMLTRKVVTGKESYISHNTKERAENARDSLSMFLYGMMFDWLVVKINSSMS-ISTQQKSKS--FIGVLDIYGFES
Dd_MVa 415 DSLKSTFCSRKMKAGNESYTINHTVEQASQARDSLSMFLYSRLFDWLVVRINQSIDKIGTEKKDNSFLFIGILDIYGFES
Hs MVb 370 SOMEHWLCHRKLVTTSETYVKTMSLQQVINARNALAKHIYAQLFGWIVEHINKALHTSLKQ-—-—-—-— HSFIGVLDIYGFET
Gg_Mva 369 EEMAHWLCHRKLATATETYIKPISKLHAINARDALAKHIYANLEFNWIVDHVNKALHSTVKQ-—----— HSFIGVLDIYGFET
Sc_Mdp 376 FNFAKWIVKKQIVTRSEKIVTNLNYNQALTIARDSVAKFIYSTLFDWLVDNINKTLYDPELDQQDHVFSFIGILDIYGFEH
Sc_M2p 377 YNFAKWVTKKQIITRSEKIVSNLNYSQALVAKDSVAKFIYSALFDWLVENINTVLCNPAVN--DQISSFIGVLDIYGFEH
Dm_MV 379 DDLRRWLLMRKIESVNEYVLIPNSIEAAQAARDALAKHIYAKLFQYIVGVLNKSLNNGSKQ-—-——— CSFIGVLDIYGFET
Dm_MVIIb 367 SALNAALTQRTIFVHGEHVTTSLSKEAAIEGRDAFVKSLYDGIFVRIVRRINETINKQVDQP----MNSIGVLDIFGFEN

Abb. 3.3: Vergleich der Sequenzen der Motordoménen von D. discoideum Myosin-1I, Klasse V Myosinen
verschiedener Organismen sowie D. melanogaster Myosin-VIIb im Bereich von CM-Schleife und Schalter II.
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Der Schleife-2-Bereich, der wie die CM-Schleife ebenfalls im Bereich der Aktin-bindenden
Regionen liegt, ist in allen Klasse V Myosinen verlédngert. Die Sequenzen von Schleife-2 sind
wenig konserviert. Klasse V Myosine besitzen in Schleife-2 eine groBBe Anzahl positiv
geladener Aminosduren (Arginin, Lysin), die, wie aus einigen Interaktionsstudien mit
Mutationskonstrukten hervorgeht, mit negativ geladenen Aminosdureresten von F-Aktin
interagieren [Furch et al., 1998; Joel et al., 2003; Yengo und Sweeney, 2004; Krementsova et
al., 2006]. Die hohe und konzentrierte positive Nettoladung in diesem Bereich, welche
zwischen +3 und +5 variiert, ist fiir die hohe Affinitdt zu Aktin maBgeblich. Allerdings ist
dieser Zusammenhang bei einigen unkonventionellen Myosinen nicht nachweisbar, da z. B.
Myosion-VIIb im Schleife-2 Bereich eine Nettoladung von -1 trdgt und dennoch eine sehr
hohe Aktin-Affinitdt von 35 nM (in Anwesenheit und Abwesenheit von ADP) aufweist.

Schleife-2 X Ladung
Dd MII 609 TELFN-—-—-——=—————————— D-—————-—- PNIASRAKKGANFITVAAQYKEQLASLMATLETTNPHFVRCI +3
Dd_MVb 637 KVLMSHSD----KFTQSPGGHPQGNGGPTSSNTKGTSGSSSMKFLSVGSQFSTSLATLMKTISTTTPHYVRCI +3
Dd MVa 640 TNLFQILS--—--KEKMNGGGGTSGGGGAGGNKASSSAAGKSTFKFTSVSSQFKESLNSIMTTINSTNPHYIRCI +5
Hs MVb 589 ADLFHDDK---DPVPATTPGKGSSSKISVRSARPPMKVSNKEHKKTVGHQFRTSLHLLMETLNATTPHYVRCI +3
Gg_Mva 590 PELFODEEKAISPTSATPSGRVPLSRTPVKPAKARPGQTSKEHKKTVGHQFRNSLHLLMETLNATTPHYVRCI +4
Sc_Mdp 603 KQILD------——-- NRELRSDDAPEEQNTEKKIMIPARLSQKKPTLGSMFKKSLGELMAIINSTNVHYIRCI +1
Sc_M2p 602 INILEGLE---K--AAKKLEEAKKLELEQAGSKKPGPIRTVNRKPTLGSMFKQSLIELMNTINSTNVHYIRCI +3
Dm_MV 598 KQVMTLEE--IDTLCVDSAKSSTLGGRVVISAGRKQVVPSKOHRKTVGSQFQESLASLISTLHATTPHYVRCI +4
Dm_MVIIb 589 VDIFP-—-—-————————————— - ———————— HEMPMDTAKKQPTLCVKFRNSLDMLMRTLSQAHPYFIRCI -1

Abb. 3.4: Vergleich der Sequenzen der Motordoménen von D. discoideum Myosin-1I, Klasse V Myosinen
verschiedener Organismen sowie D. melanogaster Myosin-VIIb im Bereich von Schleife-2. Basische
Aminoséduren (positiv geladen, Lysin und Arginin) sind rot markiert und grau hinterlegt, saure Aminoséuren
(negativ geladen, Aspartat und Glutamat) sind blau markiert. Rechts ist die Nettoladung aller Aminosduren im
Schleife-2-Bereich angegeben.

Die dritte Kontaktstelle zum F-Aktin liegt in einem Helix-Schleife-Helix Bereich der unteren
50 kDa Doméne, der konservierte negative Ladungen trdgt, die von hydrophoben Bereichen
flankiert werden. Wéhrend bei D. discoideum Myosin-1I hier nur zwei negativ geladene
Aminosduren liegen (D530, ES531, Q532), tragen alle Klasse V Myosine sowie D.
melanogaster Myosin-VIIb an dieser Position das gleiche Triplett negativ geladener
Aminosduren (DEE). Durch Mutationsstudien wurde gezeigt, dal negative Ladungen in
diesem Bereich die Affinitdt zu Aktin stark erhohen [Milligan, 1996; Furch et al., 2000].

Anhand der Sequenzvergleiche 146t sich vermuten, daf3 es sich bei D. discoideum Myosin-Vb
um ein ungewohnliches Klasse V Myosin handeln kdnnte. Der vergroflerte Schleife-1-Bereich
1aBt sich in keinem anderen Klasse V Myosin finden. Es ist daher von Interesse, inwiefern
dieser Bereich EinfluB auf die Geschwindigkeit der ADP-Freisetzung und die
Bewegungsgeschwindigkeit von Aktinfilamenten hat. Fiir Myosin-II konnte gezeigt werden,
dall Mutationskonstrukte und Chimédren mit lingeren Schleife-1-Bereichen eine hohere ADP-
Freisetzungsgeschwindigkeit und Motoraktivitidt aufweisen [Spudich, 1994; Sweeney et al.,
1998; Kurzawa-Goertz et al., 1998]. Die ungewohnliche Verteilung der Ladungen in der
zweiten Oberflachenschleife, dem aktinbindenden Schleife-2 Bereich, konnte ebenfalls ein
besonderes kinetisches Verhalten im Vergleich zu anderen Klasse V Myosinen zur Folge
haben. Eine umfassende kinetische Charakterisierung von D. discoideum Myosin-Vb wird
zeigen, ob aus diesen sequentiellen Unterschieden auch Anderungen bei der Interaktion mit
Nukleotiden und Aktin resultieren.
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3.2. Darstellung der Expressionsvektoren fiir D. discoideum Myosin-Vb

Fiir die Klonierung der Expressionsvektoren der Myosin-Vb Konstrukte wurde zunichst die
fiir die Motordoméne codierende DNA mittels PCR aus frisch isolierter genomischer DNA
von D. discoideum AX2-Zellen amplifiziert. Die Gesamtsequenz wurde dazu in zwei Teilen
amplifiziert, die liber eine BstXI Schnittstelle ligiert werden konnten. Als Primer wurden fiir
den 5’ Teil (950 bp) die Oligonukleotide J-BamHI und SZ15, fiir den 3’ Teil (1740 bp) SZ14
und J—Xhol eingesetzt (s. 2.4.9.). Die PCR-Produkte wurden zunéchst in einen pGEM-Vektor
kloniert. Dies erleichterte das spitere Umklonieren sowie die Sequenzierung der PCR-
Produkte. Die Sequenzierung von mehreren unabhingigen Klonen ergab folgende
Abweichungen zu den zwei verdffentlichten Sequenzen des myoJ-Gens (NCBI accession
number: U42409 bzw. DictyBase ID: DDB0185050), das fiir Myosin-Vb in D. discoideum
codiert [Hammer III. et al., 1996 (NCBI)/ Kreppel et al., 2004 (DictyBase)]: L/F191F,
S/S276Q, A/T284A, G/R291R und N/K550K.

Die fiir die Motordomine codierende Sequenz (2690 bp) wurde iiber die Schnittstellen BamHI
und X#ol in die Vektoren pDXA-3H und pDX-3FLAG kloniert, um C-terminal mit einem
Hisg- bzw. FLAG-tag fusionierte Myosinkopfkonstrukte exprimieren zu konnen [Manstein et
al., 1995; Knetsch et al., 2002]. Die exprimierten Myosin-Motordomédnen bestehen aus den
Aminosduren 1 bis 839 und dem jeweiligen Affinitits-tag. Sie werden als MVb-His bzw.

MVDb-FLAG bezeichnet, um zu kennzeichnen, dall es sich um Motordomadnenkonstrukte
handelt.

Fiir in vitro Motilitdtsmessungen wurde ein Konstrukt mit einem Hebelarm benétigt. Dies
wurde bestehend aus einer Motordoméne und zwei Wiederholungen des Proteins a-Aktinin
mittels Molecular-Modeling entworfen und kloniert (vgl. Kapitel 1.3.3.). Jede a-Aktinin-
Untereinheit besteht aus 121 Aminosdureresten und hat eine superspiralisierte Struktur, die
aus drei a-Helices besteht und eine sehr dichte und stabile Einheit von etwa 6 nm Lénge
bildet [Parry ef al., 1992; Kliche et al., 2001].

Fiir die Klonierung wurden die Vektoren fiir die Expression der Motordoméinenkonstrukte
(s.0.) mit XAol und Sphl geschnitten und ein DNA-Fragment aus dem Vektor pM765-2R, das
fiir zwei a-helikale Wiederholungen (,,2R*) des Proteins a-Aktinin codiert und durch
Restriktionsverdau mit Xiol und Sphl erhalten wurde, einkloniert [Anson et al., 1996].
Zusitzlich wurde ein Konstrukt verwendet, das einen verlingerten Hebelarm aus zwei o-
Aktinin-Wiederholungen sowie einem Spektrin-Rest (,,3R) trigt und das am C-terminalen
Ende mit YFP markiert ist. Die exprimierten Myosinkonstrukte werden der Einfachheit halber
als MVb-2R bzw. MVb-3R-YFP bezeichnet.

An der TEDS-Stelle befindet sich bei Myosin-Vb ein Glutamat (s.o0.). Die TEDS + 1 Position
enthdlt des weiteren einen Serinrest, der eine potentielle Phosphorylierungsstelle darstellt.
Durch Phosphorylierung lieBe sich in diesem Bereich eine weitere negative Ladung
einbringen. Um die Folgen einer moglichen Phosphorylierung untersuchen zu kénnen, wurde
mittels zielgerichteter Mutagenese ein Konstrukt generiert, bei dem das Serin 432 zu
Glutamat verdndert wurde (MVb-S432E-His).

Es wurden weiterhin Vektoren mit einem Resistenzgen fiir G418 fiir die Expression der
Motordoméne von D. discoideum Myosin-II (M761-FLAG) sowie der Motordoméne mit
einem kiinstlichen Hebelarm (M765-2R-His), die mit einem entsprechenden Affinitdtstag
versehen wurden, eingesetzt, um die entsprechenden Proteine rekombinant exprimieren und
aufreinigen zu konnen.

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Expressionsvektoren und das jeweils
exprimierte Protein in Anlehnung zum jeweiligen experimentellen Vorhaben.
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Tab. 3.1: Ubersicht der verwendeten Expressionsvektoren

Bezeichnung Exprimiertes Protein Verwendung
pMVb-His Motordoméne von Myosin-Vb Kinetik
pMVDb-FLAG Motordoméne von Myosin-Vb Kinetik, flash-photolysis-

Experimente, Kristallographie

pMVb-2R-His Motordoméne von Myosin-Vb mit 2 | Kinetik, in vitro Motilitit,
a-Aktinin-repeats Kristallographie

pMVb-2R-FLAG | Motordomédne von Myosin-Vb mit 2 | Kinetik, Kristallographie
o-Aktinin-repeats

pMVDb-3R-YFP- | Motordoméne von Myosin-Vb mit 2 | Kinetik, in vitro Motilitit

His o-Aktinin-repeats, einem Spektrin-
repeat und YFP

pMVb-S432E-His | Motordomdne von Myosin-Vb mit Kinetik
Mutation S432E

pM761-FLAG Motordomine von Myosin-II Kinetik

pM765-2R-His Motordoméne von Myosin-Il mit 2 | Kinetik, in vitro Motilitit
o-Aktinin-repeats

3.3. Expression und Aufreinigung von D. discoideum Myosin-Vb-
Motordomanenkonstrukten

3.3.1. Expressionsanalyse verschiedener Myosin-Vb Konstrukte

Die angegebenen Expressionsplasmide wurden fiir die Transformation durch Elektroporation
in D. discoideum AX3-ORF'-Zellen eingesetzt [Manstein et al., 1989]. Die Transformanten
wurden unter Verwendung von Gentamycin in einer Konzentration von 10 pg/ml als
Selektionsmarker selektioniert. Die Expression wurde durch analytische Myosinpriparationen
getestet (s. 2.6.6.). Dieses etablierte Protokoll erlaubte neben einer Anreicherung von aktivem
Myosin auch eine erste funktionale Uberpriifung, da im finalen Extraktionsschritt mit ATP
nur hydrolysekompetentes Myosin isoliert wird. Durch Western Blots unter Verwendung von
anti-Histidin- oder anti-FLAG-Antikdrpern wurde das Vorhandensein der Affinitétstags
nachgewiesen.

Abbildung 3.5 zeigt beispielhaft die Expression von zwei Myosin-Vb Konstrukten in
Petrischalen-Kultur (A-C) und in Schiittelkultur (D und E). Die Bande bei 220 kDa stammt
von endogenem Myosin-II, die 42 kDa Bande ist endogenes Aktin. Die Expression aller
Konstrukte war vergleichbar mit der von Myosin-II, die zwei unterschiedlichen Klone des
MVb-2R-His Konstruktes (A und B, 122 kDa) zeigten keine Unterschiede in der
Expressionsstdrke. Fiir beide Konstrukte konnte auch in Schiittelkultur eine stabile Expression
nachgewiesen werden (D und E). Die Zelllinien wurden anschlieBend fiir die préparative
Aufreinigung eingesetzt.
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MVb-2R-His —
«—MVb-His

Abb. 3.5: Coomassie Blue-gefarbtes 10%iges PAA-Gel der Expressionsanalyse von Myosin-Vb Konstrukten
von Plattenkultur (1-6) und Schiittelkultur (7-10). Aufgetragen sind jeweils Pellet und Uberstand des letzten
Extraktions-Zentrifugationsschrittes. 1+2: MVb-2R-His Klon 1, 3+4: MVb-2R-His Klon 2, 5+6 MVb-His, M:
Marker, 7+8: MVb-2R-His Klon 1 aus Schiittelkultur, 9+10: MVb-His aus Schiittelkultur.

3.3.2. Praparation von Myosin-Vb Konstrukten

Fiir die Aufreinigung im priparativen Mafistab wurden 12-16 1 Schiittelkultur mit einer
Zelldichte von 4-6*10° Zellen/ml eingesetzt. Die Priparation wurde entsprechend Kapitel
2.6.11. durchgefiihrt. Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch das Elutionsprofil
einer NINTA Séule (Abb. 3.6), eines Anionenaustauschers (Abb. 3.7) sowie einer anti-FLAG-
Sdule (Abb. 3.8). Aus 40 g Zellen konnten typischerweise 12 bis 15 mg rekombinantes
Myosin isoliert werden. Das entspricht einer Ausbeute von 0,3 bis 0,4 mg pro Gramm Zellen.

«—MVb-2R-His

Abb. 3.6: Coomassie Blue-gefarbtes 10%iges PAA-Gel der Eluatfraktionen der NiNTA-Sdule von MVb-2R-His.
M: Marker, 1-13: Eluatfraktionen mit steigendem Imidazolgradienten von 150 bis 500 mM. Die Fraktionen 4 bis
12 wurden vereinigt, dialysiert und fiir die weitere Aufreinigung mittels Anionenaustausch-Chromatographie
eingesetzt.
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«—MVb-2R-His

Abb. 3.7: Coomassie Blue-gefarbtes 10%iges PAA-Gel der Eluatfraktionen der Anionenaustauscher-Saule von
MVb-2R-His. M: Marker, 1-12: Eluatfraktionen mit steigendem KCl-Gradienten von 150 bis 250 mM. Die
Fraktionen 5 bis 9 wurden vereinigt, dialysiert und fiir die weitere Aufreinigung mittels GroBenausschluf3-
Chromatographie (Gelfiltration) eingesetzt oder bei -80°C gelagert.

—MVb-FLAG

Abb. 3.8: Coomassie Blue-gefirbtes 10%iges PAA-Gel der Eluatfraktionen der anti-FLAG-Sdule von MVb-
FLAG. M: Marker, 1: geladene Proteinlosung, 2: Durchflu der anti-FLAG-S&ule nach dem Laden, 3:
Niedrigsalz-Waschfraktion, 4-11: Fraktionen der anti-FLAG-Saule nach Elution mit 100 pg/ml FLAG-Peptid.
Die Fraktionen 4 bis 11 wurden vereinigt, dialysiert, aufkonzentriert und bei -80°C gelagert.
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3.4. Kinetische Charakterisierung von D. discoideum Myosin-Vb

Die Myosinklasse V hat eine heterogene Zusammensetzung, da sie strukturell gesehen
ausschlieBlich aus dimeren Myosinen besteht, funktional jedoch sowohl Myosine einschlieft,
die als einzelne Molekiile prozessiv sind, als auch solche, die in funktionalen Einheiten aus
vielen Myosinen zusammenarbeiten miissen, um eine prozessive Bewegung der Ladung zu
ermoglichen. Durch eine detaillierte Charakterisierung des ATPase-Zyklus von D. discoideum
Myosin-Vb wird in den folgenden Experimenten untersucht, ob sich dieses Myosin aufgrund
seiner kinetischen Eigenschaften in die Untergruppe der prozessiven, high duty ratio Motoren
oder die der nichtprozessiven Myosine klassifizieren 146t. Dariiber hinaus sollten aus den
Ergebnissen neue Erkenntnisse mechanistischer Natur gewonnen werden, um die Modelle zur
Beschreibung der Prozessivitit zu verfeinern, so z. B. die Notwendigkeit einer hohen Aktin-
Affinitdt in Anwesenheit von ADP und einer geschwindigkeitsbestimmenden ADP-
Dissoziation.

Der ATPase-Zyklus von D. discoideum Myosin-Vb wurde im FlieBgleichgewicht (steady-
state) sowie mit transientenkinetischen Methoden aufgeklart. Zusidtzlich wurde die
Motorfunktion mit in vitro Motilitditsmessungen untersucht. Die Experimente wurden
ebenfalls mit Motordoméinenkonstrukten von Myosin-1I aus D. discoideum durchgefiihrt
(M761-FLAG, M765-2R). Dadurch wurde ein typisches nicht prozessives Myosin als
Referenz zur Validierung der Einzelmessungen mitgefiihrt. Die Daten der etablierten
Messungen von Myosin-II Konstrukten deckten sich in allen Fillen sehr gut mit den
publizierten Werten [Kurzawa et al., 1997; Furch et al., 1999; Batra et al., 1999; Tsiavaliaris
et al.,2002].

Die erhaltenen steady-state-Parameter, Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten
sowie Bewegungsgeschwindigkeiten von D. discoideum Myosin-Vb wurden denen eines
charakterisierten prozessiven Myosins, Gallus gallus Myosin-Va, gegeniibergestellt und die
entsprechenden Werte in die einzelnen Tabellen aufgenommen [De La Cruz et al., 1999;
Rosenfeld et al., 2004].

Bei allen kinetischen Messungen von Myosin-II oder Myosin-Vb Konstrukten wurden gemal
den Erwartungen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konstrukten mit und ohne
kiinstlichen Hebelarm festgestellt (vgl. [Anson et al., 1996]). Die Analyse und Interpretation
der MelBergebnisse erfolgte nach den in Kapitel 1.6. beschriebenen Modellen. Die
angegebenen Fehler und Fehlerbalken resultieren aus der Standardabweichung bei der
Kurvenanpassung sowie dem Fehler bei der Bestimmung der Konzentration von Myosin,
Aktin, Nukleotiden und Mg*".

3.4.1. Bestimmung der katalytischen Aktivitit - k., und Ky der steady-state-
ATPase

Fiir die Untersuchung der ATPase-Aktivitit im FlieBgleichgewicht wurden die steady-state-
Parameter k.,; und Ky mit dem NADH-gekoppelten Assay bestimmt (s. Kapitel 2.7.1.). Die
ATPase-Aktivitdit von Myosin-Vb und Myosin-II wurde in Abwesenheit von Aktin sowie
iiber einen Konzentrationsbereich von 2,5 bis 60 uM Aktin gemessen. Abbildung 3.9 zeigt fiir
beide Myosine die Abhingigkeit der Mg®*-ATPase-Aktivitit von der Aktin-Konzentration.
Dabei ist in (A) ein vergroBerter Ausschnitt der Datenpunkte von 0 bis 20 uM Aktin
dargestellt.
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Abb. 3.9: Aktin-aktivierte steady-state-ATPase von Myosin-Vb und M765. (A) Die ATPase-Aktivitit wurde
gegen die Aktin-Konzentration aufgetragen und im Bereich von 0 bis 10 uM (MVb) bzw. 0 bis 20 uM Aktin an
eine lineare Funktion angepalit. (B) Die ATPase-Aktivitit wurde gegen die Aktin-Konzentration aufgetragen und
an die Daten wurde eine Hyperbel angepalit.

Fiir MVb wurde eine basale ATPase-Aktivitit von 0.069 + 0.01 s gemessen. Die gemessene
basale ATPase-Aktivitét fiir M765 liegt bei 0,095 + 0,01 st

Es wurde die maximale Aktin-aktivierte ATPase-Aktivitét (kc..t) sowie die Effizienz, mit der
Aktin die Produktfreisetzung beschleunigt, bestimmt. Dazu wurden Messungen mit
steigenden Aktin-Konzentrationen von 0 bis 60 puM Aktin durchgefiihrt. Die ATPase-
Aktivitdit wurde gegen die Aktin-Konzentration aufgetragen und an die Daten wurde eine
Hyperbel gemill der Michaelis-Menten Gleichung angepalit. Aus der hyperbolischen
Anpassung wurden die Konstanten ke, Kapp Und kca/Kapp €rhalten. Die Konstante ke, gibt den
berechneten Maximalwert der Umsatzgeschwindigkeit bei vollstdndiger Aktinaktivierung an.
K.pp entspricht der apparenten Gleichgewichtskonstante Ky fiir Aktin gemdl3 des in Kapitel
1.6.1. beschriebenen Formalismus. Das ist die Aktin-Konzentration, bei der eine
halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird. Die Bindungskonstante 2. Ordnung
fir Aktin (kea/Kapp) wurde durch Berechnung des Quotienten beider Werte erhalten. Sie
entspricht der apparenten Aktinbindungskonstante in Anwesenheit von ATP. Bei geringeren
Aktin-Konzentrationen als Ky, konnten die Daten auch mit einer Geraden beschrieben
werden. ke./Kapp Wurde aus der Steigung dieser Geraden bestimmt.

Aus der Anpassung der Daten an die Michaelis-Menten-Gleichung wurde fiir M765 eine
Maximalgeschwindigkeit (k) von 1,44 s und ein Kipp von 51 uM erhalten. Die apparente
Aktinbindungskonstante in Anwesenheit von ATP wurde aus diesen Werten zu keo/Kapp =
0,028 uM™" s berechnet. Aus der Steigung der Geraden, die an die Datenpunkte unterhalb
von 20 pM Aktin angepalit wurde, konnte kca/Kapp = 0,022 uM'l s bestimmt werden.

Fiir MVb wurde eine 10-fach hohere maximale ATPase-Geschwindigkeit (kc) von 11,6 !
und ein kleinerer Wert fiir K,,, von 27 pM, was einer hoheren Affinitit zu Aktin in
Anwesenheit von ATP entspricht, bestimmt. Die apparente Aktinbindungskonstante in
Anwesenheit von ATP wurde zu kca/Kypp = 0,43 uM'l st berechnet, aus der Steigung der
Geraden, die an die Daten unterhalb von 10 uM Aktin angepal3t wurde, ergab sich kea/Kapp =
0,29 uM™ s™'. MVb weist also eine 10-15 fach héhere Kopplungseffizienz als M765 auf.
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Entsprechend dem prozessiven G. gallus Myosin-Va zeigt sich, daB3 D. discoideum Myosin-
Vb ebenfalls eine hohe maximale ATPase-Aktivitit hat. Diese wird nicht so effektiv von
Aktin aktiviert wie im Fall von G. gallus Myosin-Va. Die Aktin-Affinitit in Anwesenheit von
ATP ist doppelt so hoch wie die von D. discoideum Myosin-1I, aber um den Faktor 20
niedriger als von G. gallus Myosin-Va.

Die erhaltenen Ergebnisse sind in der Abbildung 3.9 A und B und der Tabelle 3.2 dargestellt.
Die angegebenen Fehler der basalen ATPase-Aktivitit sowie die Fehler der einzelnen
MeBpunkte entstammen aus dem Fehler der linearen Anpassung an den Absorptionsverlauf
der NADH-gekoppelten Messung sowie dem Fehler bei der Bestimmung der Konzentration
von Myosin und Aktin. Die Fehler fiir ke, und K,pp resultieren aus der Standardabweichung
der Kurvenanpassung.

Tab. 3.2: steady-state-Parameter der Aktin-aktivierten ATPase-Aktivitit

Myosin basale ATPase (s)* | ket (s7)° Kapp (UM)® | Kot/ Kapp (UM's™)¢
M765 0,095 £0,01 1,44+0,4 51+23 0,028
Dd Myosin-Vb 0,069 +0,01 11,6 £0,8 27+7 0,43
Gg Myosin-Va* 0,03 15 1,4 11

* aus: De La Cruz, 1999

Reaktionsbedingungen: 25 mM HEPES, pH-Wert 7,3; 25 mM KCl und 5 mM MgCl, bei 25 °C.

9 Die basale ATPase-Aktivitit entspricht der ATP-Umsatzgeschwindigkeit ohne Aktinfilamente

® Die Werte fiir ke und K, wurden durch Beschreibung der Daten mit der Michaelis-Menten-Gleichung
erhalten.

© Die Bindungskonstante 2. Ordnung fiir Aktin (kcat/Kapp) wurde durch Berechnung des Quotienten beider Werte
erhalten. Bei viel niedrigeren Aktin-Konzentrationen als K,,, konnte k./K,,, auch mit einer linearen
Regression aus der Steigung der Geraden bestimmt werden.
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3.4.2. Transientenkinetische Charakterisierung

Die Messung der ATPase-Aktivitdt von Myosinen im FlieBgleichgewicht eignet sich nicht
dazu, einzelne Reaktionsschritte des ATPase-Zyklus aufzuldsen. Die transientenkinetische
Bestimmung der Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten fiir die Wechselwirkung
von Myosin mit Aktin und Nukleotiden bietet die Moglichkeit, den kinetischen Mechanismus
der Prozessivitit aufzukliren.

Im vorigen Kapitel wurde gezeigt, dal die maximale ATPase-Aktivitit von D. discoideum
Myosin-Vb 10-fach hoher als die von nichtprozessivem Myosin-II ist. Die Aktin-Affinitdt in
ATP-Anwesenheit ist gegeniiber Myosin-II ebenfalls erhoht. Die umfassende
transientenkinetische Charakterisierung von Myosin-Vb wird zeigen, ob die einzelnen
Schritte des ATPase-Zyklus darauf abgestimmt sind, die kinetischen Anforderungen an ein
prozessives Myosin zu erfiillen. Dies sind neben einer hohen Aktin-Affinitit in Abwesenheit
und Anwesenheit von ADP ein geschwindigkeitsbestimmender ADP-Dissoziationsschritt
sowie eine schnelle ATP-Hydrolyse.

3.4.3. Nukleotidinteraktionen mit Myosin

3.4.3.1. Bestimmung der ATP-Bindung durch intrinsische Fluoreszenz

Die ATP-Bindung an Myosin-Vb wurde durch Messung des Anstiegs der intrinsischen
Tryptophanfluoreszenz nach Zugabe eines Uberschusses an ATP bestimmt. Der transiente
Anstieg der Fluoreszenz folgte Exponentialfunktionen 1. Ordnung. Abbildung 3.10 zeigt
exemplarisch den Fluoreszenzverlauf nach dem schnellen Mischen von 40 pM ATP mit 1 uM
MVDb im Stopped-Flow-Fluoreszenzspektrometer. Es ergab sich eine Geschwindigkeits-
konstante von 11,1 s mit einer Signalamplitude von 8%.

Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten bis zu einer ATP-Konzentration von 2 mM
wurden entsprechend einem Zwei-Schritt-Mechanismus angepalit [Bagshaw und Trentham,
1974; Malnasi-Csizmadia et al., 2001]. Der schnellen Bildung eines Kollisionskomplexes
(M*T) mit der Gleichgewichtskonstanten K; folgt die schnelle und fast vollstiandig irreversible
Isomerisierung (Geschwindigkeitskonstante k). Fiir D. discoideum Myosin-II ist nur der
anschlieBende Hydrolyseschritt mit einer Fluoreszenzerhdhung verbunden (vgl. Kapitel
1.6.2.). Da auch fiir Myosin-Vb die Fluoreszenzénderung bei der ATP-Bindung eine kleine
Amplitude hat und diese bei steigender ATP-Konzentration konstant bleibt, wird diese
Fluoreszenzidnderung ebenfalls dem Hydrolyseschritt zugeordnet [Ritchie et al., 1993;
Kurzawa et al.,, 1997]. Der nachfolgende Reaktionsmechanismus zeigt in Anlehnung an
Bagshaw und Trentham die Schritte bei der Interaktion von Myosin mit ATP [Zeng et al.,
2004; Malnasi-Csizmadia et al., 2001; Bagshaw und Trentham, 1974].

K1 k+2 k+3
M+T === MT —> M~T <= M*D-P,
ks

In diesem und den nachfolgenden Reaktionsschemata sind Gleichgewichtskonstanten mit
kursiven GroBbuchstaben K, Geschwindigkeitskonstanten mit kursiven Kleinbuchstaben £,
bezeichnet. Die kursive Darstellung verdeutlicht dabei, daB3 es sich um Interaktionen in der
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Abwesenheit von Aktin handelt. M steht fiir Myosin, T fiir ATP, D fiir ADP und P; fiir
anorganisches Phosphat (vgl. Kapitel 1.6.2.).
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Abb. 3.10: Verdnderung der intrinsischen Proteinfluoreszenz bei der Bindung von 40 uM ATP an 1 uM MVb
bei der Messung im Stopped-Flow-Fluoreszenzspektrometer. Die Fluoreszenz wurde bei 297 nm angeregt und
die Emission durch einen WG 320-Filter verfolgt. Die Kurve wurde mit einer Exponentialfunktion 1. Ordnung
beschrieben.

Aus der Auftragung der gemessenen Geschwindigkeitskonstanten gegen die ATP-
Konzentration konnten Werte fiir K; und k,, ermittelt werden. Bei niedrigen ATP-
Konzentrationen von 5 bis 100 uM (MVb) bzw. 5 bis 20 uM (M765) stieg kobs linear in
Abhingigkeit von der ATP-Konzentration an (s. Abbildung 3.11 A). Die Bindungskonstante
2. Ordnung (K,k+,) wird durch die Steigung der Geraden definiert. Es ergibt sich fiir MVb
eine Bindungskonstante 2. Ordnung Kk, von 0,47 uM™ s™', fiir M765 von 0,66 uM™ s™.
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Abb. 3.11: ATP-Bindung an Myosinkopfkonstrukte. (A) Abhingigkeit der beobachteten Geschwindigkeits-
konstanten von M765 (m) und MVb (e) von der ATP-Konzentration. Bei niedrigen ATP-Konzentrationen
konnte an die k,,-Werte eine Gerade angepalit werden. (B) Bei hohen ATP-Konzentrationen bis 2 mM konnten
die Daten hyperbolisch angepal3t werden, um eine Maximalgeschwindigkeit zu bestimmen.
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Bei ATP-Konzentrationen oberhalb von 50-100 uM waren die beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten nicht mehr linear von der ATP-Konzentration abhingig (s.
Abbildung 3.11 B), sondern nédherten sich einem Séttigungswert an. Durch Anpassung einer
Hyperbel (kops=kma[ATP]/([ATP]HK;)) an die kqns-Werte konnte ein Maximalwert (kmax)
bestimmt werden. Fiir M765 entspricht dieser der Geschwindigkeit des reversiblen
Hydrolyseschrittes [Marston und Taylor, 1980]. Fiir M765 wurde ein Maximalwert (k; + k.3)
von 28 s erhalten, der gut mit den Literaturwerten von 30 s™ [Furch et al., 1999] oder 24 s™
[Ritchie et al., 1993] iibereinstimmt. Auch fiir MVb entspricht der Maximalwert der
Geschwindigkeit des Hydrolyseschrittes. Aus der hyperbolischen Anpassung an die MefBwerte
von MVb ergibt sich k3 + k.3 = 410 s”'. Die Hydrolysegeschwindigkeit ist etwa 15mal hoher
als bei Myosin-II.

3.4.3.2. Bestimmung der ATP Bindung durch extrinsische Fluoreszenz

Die Geschwindigkeit der Nukleotidbindung an Myosin kann auch mit fluoreszenzmarkierten
Nukleotidanaloga bestimmt werden. Es wurde mantATP eingesetzt, um die in 3.4.3.1.
ermittelten Daten fiir die ATP-Bindung einerseits zu bestitigen, andererseits sind die ATP-
Analoga zur Bestimmung von weiteren kinetischen Parametern essentiell, die nicht {iber
intrinsische Fluoreszenzénderung zuginglich sind.

Die Bindung von mantATP fiihrte nach Anregung mit Licht einer Wellenldnge von 365 nm zu
einem Fluoreszenzanstieg von 8% (MVDb) bzw. 20% (M765) und wurde iiber einen Bereich
von 2,5 bis 20 uM mantATP gemessen. An die Messpunkte konnte eine Gerade angepalit
werden, deren Steigung Kk., entsprach. Es ergaben sich Geschwindigkeitskonstanten 2.
Ordnung von 0,8 uM™ s fiir MVb und ebenfalls 0,8 pM™ s fiir M765. Im Rahmen des
Fehlers stimmen sowohl die {iber die intrinsischen als auch iiber die extrinsischen
Fluoreszenzmessungen erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten fiir die ATP-Bindung iiberein.

3.4.3.3. Auflosung von zwei Myosin-Vb.ADP-Zustinden

Fiir Klasse V Myosine wurde die Existenz von zwei Myosin.ADP-Zustdnden beschrieben.
Dies hat eine grundlegende Bedeutung fiir die Koordinierung der Myosinkdpfe bei der
prozessiven Bewegung eines Dimers: wenn die ADP-Affinitit der zwei Zustinde durch
intramolekulare Spannung moduliert wird, kann zwischen vorderem und hinterem
Myosinkopf des Dimers unterschieden werden. Dies hat einen synchronisierenden Effekt und
erhoht die Wahrscheinlichkeit, daB3 sich der hintere Myosinkopf zuerst vom Aktinfilament
16st. Dadurch wird die Prozessivitit des Dimers erhoht [Rosenfeld und Sweeney, 2004;
Veigel et al., 2005; Purcell et al., 2005].

Um zu untersuchen, ob fiir D. discoideum Myosin-Vb ebenfalls zwei Myosin. ADP-Zustiande
existieren und es somit die Voraussetzungen fiir die Reaktion auf Zugspannung und/oder die
Koordinierung von zwei Kdpfen wihrend prozessiver Bewegung hat, wurde die Bindung von
ADP an Myosin-Vb gemessen. Um zwei Zustinde auflosen zu konnen, miissen beide
fluoreszenzsensitiv sein, die Abwesenheit eines Fluoreszenzsignals fiir einen zweiten Zustand
schlieB3t nicht aus, daf} es sich um einen Zwei-Schritt-Mechanismus handelt.

Das nachfolgende Schema zeigt den Zwei-Schritt-Mechanismus bei der Interaktion von
Myosin mit ADP. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die jeweiligen Schritte sind mit &,
bezeichnet, die kursive Darstellung verdeutlicht dabei, dall es sich um Interaktionen in der
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Abwesenheit von Aktin handelt, mD bedeutet, dal der Reaktionsverlauf iiber das
Fluoreszenzsignal von mantADP verfolgt wurde. M steht fiir Myosin und D fiir ADP.

k+mD k+isom
M+D—> MD <= M-:-D* «= M:D**
k—mD k—isom

Fiir die ADP-Bindung wurde sowohl fiir M765 als auch fiir MVb kein Fluoreszenzsignal
erhalten. Daher wurde die Bindungskonstante 2. Ordnung fiir die ADP-Bindung mit Hilfe des
fluoreszenzmarkierten Nukleotidderivates mantADP bestimmt. Die Reaktion mit mantADP
wurde fliir MVb in einem Konzentrationsbereich von 2,5 bis 20 uM untersucht. Die
Abbildung 3.12 A zeigt die Fluoreszenzverdanderung bei der Zugabe von 2,5 sowie 5, 10 und
20 uM mantADP zu 1 uM MVb, das Signal hat eine von 3,5 auf 1,7 % abnehmende
Gesamtamplitude. Die beobachtete Reaktion ist biphasisch. An die erhaltenen Transienten
wurden Exponentialfunktionen 2. Ordnung angepalt.

Die Geschwindigkeitskonstanten der schnellen Phase zeigen keine Abhéngigkeit von der
mantADP-Konzentration. Die Steigung einer Geraden durch die beobachteten Geschwindig-
keitskonstanten der langsamen Phase (Abbildung 3.12 B) ergibt eine Bindungskonstante 2.
Ordnung (k:mp, das eingefiigte ,m’ bezeichnet dabei hier und in den folgenden Kapiteln die
Messung iiber das Fluoreszenzsignal der mant-Gruppe des mantADP). Sie betrigt 0,17 pM™'s
" fiir Myosin-Vb, die Geschwindigkeitskonstanten der schnellen Phase liegen im Mittel bei
84,2 + 15 s'. Fiir M765 sind die Reaktionsverliufe monophasisch, k:mp betrigt 0,42 pM™'s™.
Aus dem y-Achsenabschnitt konnte nach Extrapolation der Geraden zur Ordinate eine
Dissoziationskonstante fiir mantADP von MVDb ermittelt werden, die bei k.np = 0,8 = 0,1 s
liegt.
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Abb. 3.12: mantADP-Bindung an Myosin-Vb. (A) Fluoreszenzidnderung bei der Bindung von 5/ 10/ 20/ 40 pM
mantADP an 1 uM MVb bei der Messung im Stopped-Flow-Fluoreszenzspektrometer. Die Fluoreszenz wurde
bei 296 nm angeregt und die Emission nach Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer durch einen KV 389-Filter
verfolgt. Die Kurven wurde mit Exponentialfunktionen 2. Ordnung beschrieben. (B) Abhingigkeit der
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten der langsamen (0) und schnellen (m) Phase von der mantADP-
Konzentration. Bei Anpassung einer Geraden an die MeBBwerte der langsamen Phase ergab die Steigung die
Bindungskonstante 2. Ordnung fiir mantADP (k:p).
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3.4.34. Bestimmung der ADP-Dissoziation von Myosin-Vb durch
extrinsische Fluoreszenz

Die Dissoziationsgeschwindigkeit von mantADP aus dem Komplex mit Myosin konnte
auBerdem direkt bestimmt werden. Dazu wurde mantADP mit einem Uberschul an ATP aus
seinem Komplex mit Myosin verdrangt. Die beobachtete Geschwindigkeit des
Fluoreszenzabfalls wird dabei durch die Dissoziationsgeschwindigkeit des mantADP
bestimmt. Die Fluoreszenzverldufe folgten Exponentialfunktionen 2. Ordnung (s. Abbildung
3.13). Allerdings hat die erste Phase eine Amplitude von <1%, die mit diesem Schritt
verbundene Fluoreszenzénderung ist also sehr klein.

o0 1/0,5 UM M + 20/10 M mantADP —,
' 1000/500 pM ATP ——h_‘
0.95

0.90

relative Amplitude

0.85

0.80

Zeit (s)

Abb. 3.13: mantADP-Dissoziation aus dem Komplex mit Myosin. Gezeigt ist die Verdnderung der mant-
Fluoreszenz nach Mischen von 1000 uM ATP mit dem Komplex aus 1 uM Myosin und 20 pM mantADP im
Stopped-Flow-Fluoreszenzspektrometer. Die beobachtete Reaktion wurde mit einer Exponentialfunktion 1.
Ordnung beschrieben, ks entspricht der Dissoziationsgeschwindigkeit k_,,p von mantADP.

Die Messungen ergaben fiir MVb eine Dissoziationskonstante von k.,p = 0,92 s™ mit einer
Amplitude von 12 %. Diese zeigt gute Ubereinstimmung mit dem aus dem y-Achsenabschnitt
der mantADP-Bindungstitration erhaltenen Wert von 0,8 s fiir die langsame Phase. Die
schnelle Phase hat eine Amplitude von unter 1 % und eine Geschwindigkeitskonstante von
50 s Diese Phase konnte der beobachteten schnellen Phase bei der mantADP-Bindung
entsprechen. Fiir M765 wurde k.mp = 1,35 s mit einer Signalamplitude von 21 % gemessen.

Aus den ermittelten Bindungs- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten von mantADP
fiir Myosin konnte die mantADP-Affinitdt (Kp) iiber den Quotienten k.,p/ kimp berechnet
werden. Fiir M765 ergab sich eine Gleichgewichtskonstante von 3,2 uM, fiir MVb von 5,4
uM.

3.4.3.5. Bestimmung der ADP-Affinitat iiber extrinsische Pyren-Aktin-
Fluoreszenz

Die von MVb fiir ADP wurde im vorherigen Kapitel iiber die mantADP-Bindung und -
Dissoziation berechnet. Die ADP-Affinitdt 146t sich indirekt auch durch die Messung der
ADP-Inhibierung der Pyren-Aktin-Bindung an Myosin ermitteln [Kurzawa-Goertz et al.,
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1998; Batra et al., 1999]. In Anwesenheit von ADP ist die Bindungsgeschwindigkeit von
Aktin an Myosin reduziert. Diese Reduktion der Aktinbindungsgeschwindigkeit in
Abhingigkeit der ADP-Konzentration ermdglicht die Bestimmung der ADP-Affinitdt fiir
Myosin.

Das nachfolgende Schema zeigt die Interaktion von Myosin mit ADP und Pyren-Aktin. Die
Geschwindigkeitskonstanten fiir die jeweiligen Schritte sind mit ky bezeichnet, die
fettgedruckte Darstellung verdeutlicht dabei, da3 es sich um Interaktionen in der Anwesenheit
von Aktin handelt. Kp definiert die Affinitidt von ADP fiir Myosin in Abwesenheit von Aktin.
M steht fiir Myosin, A fiir Aktin und D fiir ADP.

k+A
M+A — A-M
+D
e
K+pa

MeD + A «<—= A*M<D
k-pa

An die Auftragung der normalisierten Bindungsraten gegen die ADP-Konzentration kann die
folgende Funktion angepalit werden:

kovs'ko = (Kp/(Kp+[ADP])) + kipa™([ADP]/(Kp+[ADP]))

Dabei wird vorausgesetzt, dal ADP in schnellem Gleichgewicht mit Myosin steht und die
Dissoziationsgeschwindigkeit von Aktin aus dem A.M.D-Komplex (k.pa) vernachldssigbar
klein ist [Kurzawa-Goertz et al., 1998; Batra et al., 1999].

Die Bindungsreaktionen zeigten fiir Myosin-II und Myosin-Vb einphasiges Verhalten. An alle
Transienten konnten Exponentialfunktionen 1. Ordnung angepalit werden (s. Abbildung 3.14
A). Die Auftragung gegen die ADP-Konzentrationen und die Anpassung der Funktion an die
Daten (s. Abbildung 3.14 B) ergab fiir MVb eine ADP-Affinitit von 2,54 uM, fiir M765 lag
Kp bei 7,1 uM (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.14: ADP-Inhibierung der Pyren-Aktin Bindung an Myosin-Vb. (A) Die Bindungstransienten von Pyren-
Aktin an MVb in Abwesenheit von ADP und in Anwesenheit steigender ADP-Konzentrationen waren
monophasisch und wurden durch Exponentialfunktionen beschrieben. (B) Das Verhéltnis k,ps/ky wurde gegen die
ADP-Konzentration aufgetragen, wobei &, der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten ohne ADP entsprach
(ko=2.,5s", siche Skala an der Ordinate). K, wurde bestimmt, indem die Funktion kq/ky = (Kp/(Kp+[ADP])) +
kips*([ADP]/(Kp+[ADP])) an die Daten angepal3t wurde.
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Bei Myosin-Vb wurde die Geschwindigkeit der Aktinbindung durch die Anwesenheit von
hohen ADP-Konzentrationen nur wenig beeinflult, ks fiel hier nur auf 50 % des Wertes in
ADP-Abwesenheit (s. Abbildung 3.14 B, rechte Ordinate); der Wert von 1,16 pM’'s™
entspricht der Bindungskonstante 2. Ordnung fiir Aktin in Anwesenheit von ADP (Kipa).

Die Ergebnisse der transientenkinetischen Charakterisierung der Nukleotidinteraktionen mit
Myosin sind in Tabelle 3.3 zusammengefallt und den Daten fiir G. gallus Myosin-Va
gegeniibergestellt.

Die Bindungskonstante 2. Ordnung fiir ATP, bestimmt {iber extrinsische und intrinsische
Fluoreszenz, ist fiir D. discoideum Myosin-II und Myosin-Vb etwa gleich hoch, fiir G. gallus
Myosin-Va liegt sie um den Faktor 3 hoher. Die ADP-Bindung zeigt fiir beide Klasse V
Myosine bei der Messung tiiber extrinsische mantADP-Fluoreszenz ein biphasisches
Verhalten. Dieses resultiert daraus, dal die ADP-Bindung mit zwei konformationellen
Schritten verbunden ist. Einer Bindung von ADP an Myosin-V folgt eine
Konformationsédnderung, die zur Ausbildung des stabilen Myosin.ADP-Komplexes fiihrt. Die
Geschwindigkeit der schnellen Phase zeigt fiir Myosin-Vb keine Abhéngigkeit von der ADP-
Konzentration.

Tab. 3.3: Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten der Nukleotidinteraktionen mit Myosin

Nukleotid Konstante M765 Dd Myosin-Vb | Gg Myosin-Va*
ATP Kk (uM's™ 0,66 + 0,04 0,47 + 0,02 1,6
ki +ks (s 28+ 18 410+ 18 > 750
mantATP Kik., (uM's™ 0,8 + 0,02 0,8 + 0,04 1,6
mantADP kemp (uM's™) 0,42 + 0,04 0,17+ 0,01 3.7
Kisom (87 - [842+ 155 2,85
knp (s7) 1,35+0,1 0,92 +0,1 1,9/ 15
Kinp (UM) 3240,6 54409 0,51
ADP (pyren) | Kp (UM) 7,1 +£0.,5 2,54+0.9 -

* aus: De La Cruz, 1999 und Rosenfeld, 2005
" die Isomerisierungsgeschwindigkeit zeigt keine Abhiingigkeit von der mantADP-Konzentration

Reaktionsbedingungen: 20 mM MOPS, pH-Wert 7,0; 5 mM MgCl,, 100 mM KClI bei 20 °C.

Fiir G. gallus Myosin-Va konnte auch fiir die Dissoziation von ADP ein biphasischer Prozef3
gezeigt werden, fir D. discoideum Myosin-Vb liel sich auch eine zweite Phase auflosen,
deren Amplitude jedoch mit unter einem Prozent sehr klein war. Das bedeutet, dafl der
Ubergang zwischen den zwei Myosin.ADP-Zustinden von Myosin-Vb nur mit einer sehr
geringen Fluoreszenzidnderung verbunden ist. Die aus den Geschwindigkeitskonstanten
berechnete und iiber Pyren-Aktin-Fluoreszenz indirekt bestimmten Affinititen von Myosin-II
und D. discoideum Myosin-Vb fiir ADP sind vergleichbar groB. G. gallus Myosin-Va
hingegen zeigt eine iiber die mantADP Fluoreszenz bestimmte ADP-Affinitit, die um den
Faktor 10 hoher liegt als die von D. discoideum Myosin-Vb.
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3.4.4. Nukleotidinteraktionen mit dem Akto.Myosin Komplex

3.4.4.1. ATP-induzierte Dissoziation des Akto.Myosinkomplexes

Die Bindung von ATP an aktingebundenes Myosin fiihrt in der Nukleotidbindungstasche zu
einer Interaktion der P-Schleife mit dem y-Phosphat des ATP. Dadurch schliefit sich
Schalter I, was eine Umordnung der zentralen B-Faltblitter bewirkt. Dies hat das Offnen der
Spalte zwischen oberer und unterer 50 kDa Doméne zur Folge, woraus eine Schwichung der
Affinitdt zu Aktin und eine anschlieBende Dissoziation des Komplexes resultiert [Reubold et
al., 2003; Holmes et al., 2003]. Die Bestimmung der Geschwindigkeit dieses Prozesses liefert
wichtige Hinweise fiir die kinetische und funktionale Charakterisierung eines Myosins, weil
durch diesen Schritt im ATPase-Zyklus der Ubergang vom stark Aktin gebundenen zum
ungebundenen Zustand beschrieben wird.

Das nachfolgende Schema stellt die zwei Schritte bei der Dissoziation des Akto.Myosin
Komplexes durch ATP dar [Millar und Geeves, 1983; Siemanowski und White, 1984]. Die
Gleichgewichtkonstante fiir das schnelle Gleichgewicht zwischen ATP und dem
Aktomyosinkomplex ist mit K; bezeichnet, ki, ist die Geschwindigkeitskonstante fiir die
Isomerisierung des terndren Komplexes. Diese limitiert die maximale Geschwindigkeit der
Dissoziation. M steht fiir Myosin, A fiir Aktin und T fiir ATP.

K1 Ki2 schnell
AM+T «<= AMT —» A-MT — > A+MT

Die Dissoziation des Aktomyosinkomplexes kann durch die Messung des exponentiellen
Fluoreszenzanstiegs von Pyren-Aktin verfolgt werden, der bei der Dissoziation des
Komplexes nach Zugabe eines Uberschusses an ATP zu beobachten ist (s. Abbildung 3.15).
Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten waren im Konzentrationsbereich von 5 bis 100
uM linear von der ATP-Konzentration abhédngig. Die Bindungskonstante 2. Ordnung (Kk2)
wird durch die Steigung einer Geraden durch die MeBwerte angegeben und betrdgt fiir MVb
0,19 ;,LM'IS'1 (s. Abbildung 3.16 A). Bei hohen ATP-Werten (>500 pM) néherten sich die
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten einem Maximalwert an und konnten durch eine
Hyperbel beschrieben werden (s. Abbildung 3.16 B). Der Maximalwert (k;,,,) entspricht dabei
dem Wert von ky,. Dieser liegt fiir MVb bei 150 s™.

M765 hat eine Bindungskonstante 2. Ordnung von 024 uM's”, die beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten séttigten erst bei ATP-Konzentrationen oberhalb von 2 mM bei
ungefihr 1000 s™.
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Abb. 3.15: Anstieg der Pyren-Fluoreszenz bei der Dissoziation eines Komplexes aus 1 pM Pyren-Aktin und
MVb durch Mischen mit 50 uM ATP.
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Abb. 3.16: ATP-induzierte Dissoziation des Akto.Myosin Komplexes. (A) Die beobachteten Geschwindig-
keitskonstanten (kyps) fiir M765 (m) und MVb (e) waren im Konzentrationsbereich von 5-100 uM linear von der
ATP-Konzentration abhéngig. Die Bindungskonstanten 2. Ordnung (K;K,) lieBen sich durch die Steigung der
Geraden durch die MeBwerte ermitteln. (B) An die Daten fiir ATP-Konzentrationen bis 1 mM (MVb) bzw. bis
SmM (M765) wurde eine Hyperbel angepalit. Die Geschwindigkeitskonstanten des Isomerisierungsschrittes
(k+,) wurden durch die berechneten Maximalwerte erhalten.

3.4.4.2. mantADP-Bindung an Akto.Myosin

Wie in Kapitel 3.4.3.3. beschrieben, verlduft die Bindung von ADP an Myosin-Vb nach
einem Zwei-Schritt-Mechanismus. Um den Mechanismus der ADP-Bindung an Akto.Myosin-
Vb aufzukldren, wurde die ADP-Bindung an Myosin-Vb in Anwesenheit von Aktin
gemessen. Auch fiir diesen Prozel konnte kein intrinsisches Fluoreszenzsignal detektiert
werden. Deshalb wurden die Messungen mit mantADP durchgefiihrt.

Die Reaktion mit mantADP wurde fir MVD in einem Konzentrationsbereich von 2,5 bis 20
UM untersucht. Messungen mit hoheren Konzentrationen an mantADP waren aufgrund des
schlechten Signal-Rausch-Verhéltnisses nicht mdglich. Im Gegensatz zur mantADP Bindung
an Myosin-Vb in Abwesenheit von Aktin ist die Reaktion in Anwesenheit von Aktin ein
monophasischer ProzeB.

Die Abbildung 3.17 A zeigt die Fluoreszenzveridnderung bei der schnellen Mischung von
20 uM mantADP mit 2 uM Akto.MVb. Das Signal hat eine Amplitude von 2,2 %, die
beobachtete Geschwindigkeitskonstante betrigt 77 s™'. Die Steigung einer Geraden durch die
beobachteten  Geschwindigkeitskonstanten (s.  Abbildung 3.17 B) ergibt die
Bindungskonstante 2. Ordnung (K+amp). Sie betrigt 4,0 pM™'s™ fiir Myosin-Vb; aus dem y-
Achsenabschnitt konnte nach Extrapolation der Geraden zur Ordinate eine
Disscl)ziationskonstante fir mantADP von Akto.MVDb ermittelt werden, die bei K amp = 30 £
12 s liegt.
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Abb. 3.17: mantADP-Bindung an Akto.Myosin-Vb. (A) Fluoreszenzénderung bei der Bindung von 20 pM
mantADP an 2 uM Akto.MVb bei der Messung im Stopped-Flow-Fluoreszenzspektrometer. Die Fluoreszenz
wurde bei 296 nm angeregt und die Emission nach Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer durch einen KV 389-
Filter verfolgt. Die Kurve wurde mit einer Exponentialfunktion 1. Ordnung beschrieben. (B) Abhéngigkeit der
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten von Akto.MVb von der mantADP-Konzentration. Bei Anpassung
einer Geraden an die MefBwerte ergab die Steigung die Bindungskonstante 2. Ordnung fiir mantADP (K.amp)-

3.4.4.3. mantADP-Dissoziation von Akto.Myosin

Fiir prozessive Myosine der Klasse V ist die Dissoziation von ADP aus dem Akto.Myosin-V
Komplex der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des ATPase-Zyklus. Fiir nichtprozessive
Myosine ist die Phosphat-Dissoziation geschwindigkeitsbestimmend, da die ADP-Freisetzung
durch Aktin-Bindung stark beschleunigt wird. Im Gegensatz dazu fiihrt Aktin bei prozessiven
Myosinen zu einer weniger starken Beschleunigung der ADP-Freisetzung. Die Kopplung
zwischen Nukleotid- und Aktinbindung ist also fiir prozessive Myosine klein. Durch die
ratenlimitierende ADP-Freisetzung bleiben sie fiir einen grofen zeitlichen Anteil des ATPase-
Zyklus stark an Aktin gebunden.

Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob Aktin die ADP-Affinitit von Myosin-Vb
schwiacht und ob die Geschwindigkeit der ADP-Dissoziation von Akto.Myosin-Vb
vergleichbar mit der maximalen ATPase-Geschwindigkeit ist. Die Dissoziation von mantADP
aus dem terndren Komplex mit Akto.Myosin wurde direkt gemessen. Dazu wurde mantADP
mit einem UberschuB an ATP oder ADP aus seinem Komplex mit Akto.Myosin verdringt (s.
Abbildung 3.18). Die Dissoziationsgeschwindigkeit des mantADP bestimmt dabei die
beobachtete Geschwindigkeit des Fluoreszenzabfalls. Die Messungen ergaben fiir MVb eine
Dissoziationskonstante von Kkamp = 21,6 s™' mit einer Signalamplitude von 3 %. Dieser Wert
deckt sich gut mit dem aus dem y-Achsenabschnitt der mantADP-Bindungstitration
erhaltenen Wert von 30 s'. Bei der Verdringung mit ATP wurde cbenfalls eine
Dissoziationskonstante von K. amp = 22 s erhalten.
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Abb. 3.18: mantADP-Dissoziation aus dem Komplex mit Akto.Myosin-Vb. Gezeigt ist die Verdnderung der
mant-Fluoreszenz nach Mischen von 1600 uM ADP mit dem Komplex aus 2 uM Akto.Myosin-Vb und
mantADP im Stopped-Flow-Fluoreszenzspektrometer. Die beobachtete Reaktion wurde mit einer
Exponentialfunktion beschrieben, ks entspricht der Dissoziationsgeschwindigkeit (K_amp) von mantADP.

Aus den ermittelten Bindungs- und Dissoziationskonstanten von mantADP fiir Akto.Myosin-
Vb konnte die mantADP-Affinitit (Kamp) iiber den Quotienten K amp/ Kiamp berechnet
werden. Fiir Myosin-Vb ergab sich eine Gleichgewichtskonstante von 5,4 pM. Die Affinitét
von Myosin-Vb zu ADP ist also in Anwesenheit und Abwesenheit von Aktin vergleichbar
hoch.

3.4.4.4. Einflufl von ADP auf die Dissoziation von Akto.Myosin durch ATP

Prozessive Myosine und Myosine mit Ankerfunktion bendtigen eine hohe Affinitdt zu Aktin
im ADP-gebundenen Zustand. Diese Affinitdt wurde im vorigen Kapitel tiber die Bindungs-
und Dissoziationsgeschwindigkeit von ADP und dem Akto.Myosin-Komplex bestimmt. Eine
andere Methode ist die direkte Bestimmung des Einflusses von ADP auf die Dissoziation des
Komplexes durch ATP.

Die ADP-Affinitit fiir den Aktomyosinkomplex wurde tiber die ADP-Inhibierung der ATP-
induzierten Dissoziation des Pyren-Akto.Myosin-Komplexes bestimmt. Durch Zugabe
ansteigender ADP-Konzentrationen zu den Aktomyosinkomplexen von Myosin-II und
Myosin-Vb konnte eine Verringerung der beobachteten Dissoziationsgeschwindigkeit durch
ATP beobachtet werden.

Das nachfolgende Schema stellt die Konkurrenzreaktionen der Bindung von ADP und ATP
an den Akto.Myosin Komplex dar [Millar und Geeves, 1983; Siemankowski und White,
1984]. Die Gleichgewichtkonstante fiir das schnelle Gleichgewicht zwischen ATP und dem
Akto.Myosin-Komplex ist mit Ky bezeichnet, ks, ist die Geschwindigkeitskonstante fiir die
Isomerisierung des terndren Komplexes. Diese limitiert die maximale Geschwindigkeit der
Dissoziation. Die Gleichgewichtskonstante K p beschreibt die Affinitit von ADP fiir den
Akto.Myosin-Komplex. M steht fiir Myosin, A flir Aktin, D fiir ADP und T fiir ATP.
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K1 Ki2 schnell
AM+T «<= AMT —>» A-MT —» A+ MeT
+D
“ Kap
A*M<D

An die Transienten (s. Abbildung 3.19 A) wurden fiir Myosin-Vb Exponentialfunktionen 1.
Ordnung angepasst. Die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten wurden gegen die ADP-
Konzentration aufgetragen. Die ADP-Affinitdit zum Aktomyosinkomplex (Kap) wurde
berechnet, indem die Hyperbel kows/ko = 1/(1 + [ADP]/Kap) an die normalisierten Daten
angepallt wurde. Die ADP-Affinitit von Akto.Myosin-Vb liegt bei Kap = 8 puM. Der iiber
das Pyren-Aktin-Signal erhaltene Kap-Wert befindet sich in guter Ubereinstimmung mit dem
tiber mantADP bestimmten Kamp-Wert von 5,4 uM. Fiir Myosin-II ist Kap = 107 uM.
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Abb. 3.19: ADP-Inhibierung der ATP-induzierten Dissoziation des Aktomyosinkomplexes. (A) Die
Dissoziationsreaktionen fiir MVb wurden durch Exponentialfunktionen 1. Ordnung beschrieben. Das Verhiltnis
kobs/ko wurde gegen die ADP-Konzentration aufgetragen, wobei k&, der beobachteten Geschwindigkeitskonstante
ohne ADP entsprach. (B) K,p wurde bestimmt, indem die Hyperbel kg,s/ky=1/(1+[ADP]/K,p) an die Daten fiir
M765 (m) und MVb (e) angepalit wurde.

Aus den Geschwindigkeitskonstanten bei hohen ADP-Konzentrationen konnte ein Wert fiir
die Dissoziationsgeschwindigkeit von ADP aus dem Akto.Myosin-Vb.ADP-Komplex
ermittelt werden [Robblee et al., 2005]. Dieser lag fiir MVb bei hohen ADP-Konzentrationen
oberhalb von Kap bei kap = 17,4 £ 1,7 s und ist damit vergleichbar mit dem aus der
mantADP-Dissoziation erhaltenen Wert K amp von 21,6 gt (s. Kapitel 3.4.4.3.). Fir M765
kann die Dissoziationsgeschwindigkeit von ADP aus dem Akto.Myosin-Komplex ebenfalls
aus Abbildung 3.19 B entnommen werden. k_p liegt bei ~50 s,

Die Ergebnisse der transientenkinetischen Charakterisierung der Nukleotidinteraktionen mit
Akto.Myosin sind in Tabelle 3.4 zusammengefalit und den Daten fiir G. gallus Myosin-Va
gegeniibergestellt.
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Tab. 3.4: Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten der Nukleotidinteraktionen mit Akto.Myosin

Nukleotid Konstante M765 Dd Myosin-Vb | Gg Myosin-Va*
ATP Kk (uM's™) 024+0,01 | 0,19+0,01 0,9
ki (s7) ~ 1000 150 + 16 870
mantADP K+amp(UM's " )mant-Signal - 4,0+0,7 12,6
Koamp (s')  mant-Signal - 21,6+ 6 12
Kamp (HM) _ (K-amp/ Kiamp) - 5412 0,93
ADP Kap (UM)  Pyren-Signal | 107 +23 8+0,5 -
Kap (s7) ~50 17,4+ 1,7 16

* aus: De La Cruz, 1999

Reaktionsbedingungen: 20 mM MOPS, pH-Wert 7,0; 5 mM MgCl,, 100 mM KCl bei 20 °C.

D. discoideum Myosin-Vb zeigt die geringste Dissoziationsgeschwindigkeit des
Akto.Myosinkomplexes durch ATP. Fiir Myosin-II und G. gallus Myosin-Va liegt diese
Geschwindigkeit 6-7mal hoher. Der limitierende Schritt flir die Dissoziation des
Akto.Myosin-Vb-Komplexes ist die Isomerisierung des terndren ATP.Akto.Myosin-Vb-
Komplexes. Die maximale Geschwindigkeit dieses Prozesses liegt fiir D. discoideum Myosin-
Vb bei 150 s™'. Bei physiologischen ATP-Konzentrationen von ungefihr 1 mM liegt sie bei 50
bis 75 s (s. Abbildung 3.19 B).

Die ADP-Affinitit fiir den Aktomyosinkomplex ist fiir beide Klasse V Myosine sehr viel
hoher als fiir Myosin-II. Die ADP-Affinitdt dieses Motors wird durch die Anwesenheit von
Aktin nicht wesentlich geschwécht, wihrend sie bei Myosin-II um den Faktor 15 verringert
wird. Die Dissoziationsgeschwindigkeit von ADP aus dem terndren Komplex liegt fiir
Myosin-IT bei ~50 s, beide Klasse V Myosine weisen eine sehr viel niedrigere ADP
Dissoziationsgeschwindigkeit auf. Diese liegt mit 16 s™ fiir G. gallus Myosin-Va bzw. mit
21,6 s (mant-Signal) und 17,4 s (Pyren-Signal) fiir D. discoideum Myosin-Vb im Bereich
der jeweiligen maximalen ATPase-Geschwindigkeit.

3.4.5. Interaktionen von Myosin mit Aktin

3.4.5.1. Bindung von Myosin und Myosin.ADP an Aktin

Die Aktin-Affinitdt, die im nanomolaren Bereich liegt, 148t sich aus der Messung der
Aktinbindungs- und Dissoziationsgeschwindigkeit berechnen. Prozessive Myosine miissen
auch im ADP-gebundenen Zustand eine hohe Affinitdt zum Aktinfilament besitzen. Damit
wird gewéhrleistet, daB3 das dimere Molekiil mit einem Kopf trotz gebundenem ADP stark an
Aktin gebunden bleibt, wihrend der zweite Kopf sich zur ndchsten Aktinbindungsstelle
bewegt. Daher wurden die Bindungs- und Dissoziationsmessungen auch in Anwesenheit von
ADP durchgefiihrt, um die Affinitdt von ADP.Myosin fiir Aktin berechnen zu kdnnen.

Die nachfolgenden Schemata zeigen die Reaktionsschritte bei der Interaktion von Aktin mit
Myosin bzw. dem Myosin.ADP-Komplex. Diese Interaktion ist ein zweistufiger ProzeB (s.
Kapitel 1.6.3.) [Geeves et al., 1984]. Da die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten im
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untersuchten Konzentrationsbereich linear von der Aktin-Konzentration abhingen, wurden die
Reaktionsschemata als einfache bimolekulare Reaktionen dargestellt [De La Cruz et al.,
1999]. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die jeweiligen Schritte sind mit ky bezeichnet, die
fettgedruckte Darstellung verdeutlicht dabei, da3 es sich um Interaktionen in der Anwesenheit
von Aktin handelt. M steht fiir Myosin, A fiir Aktin und D fiir ADP.

" K+pa
A+M «— AM A+MD «<—= A*M<D
ka Kpa

Die Aktin-Bindung wurde tliber die Verringerung der Pyren-Fluoreszenz nach Bindung von
Pyren-Aktin an Myosin gemessen. Der Reaktionsverlauf wurde mit einer Exponentialfunktion
1. Ordnung beschrieben (s. Abbildung 3.20) und die beobachteten Geschwindigkeits-
konstanten kops wurden gegen die Pyren-Aktin-Konzentration aufgetragen.
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Abb. 3.20: Aktin-Bindung an Myosin-Vb. Fluoreszenzverdnderung bei der Reaktion von 2, 3 bzw. 6 uM Pyren-
Aktin mit I uM MVb. An die Daten wurden Exponentialfunktionen 1. Ordnung angepaft.

An die Daten wurde eine Gerade angepalit (s. Abbildung 3.21 A und B); aus der Steigung
wurden die Bindungskonstanten 2. Ordnung erhalten.

Fiir Myosin-Vb wurde die Pyren-Aktin-Bindung auch in Anwesenheit eines Uberschusses an
ADP (500 uM) gemessen. Als Bindungskonstante 2. Ordnung (k+a) ergab sich fiir Myosin-
Vb ein Wert von 1,17 uM™'s™, fiir Myosin-II 0,53 uM's”". In Anwesenheit von ADP betrégt
die Bindulnglskonstante Kipa fiir Myosin-Vb 0,78 uM™'s™, fiir Myosin-II verringert sie sich auf
0,14 uM™'s™".
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Abb. 3.21: Aktin-Bindung an Myosin. A) Abhéngigkeit der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten fiir M765
von der Konzentration an Pyren-Aktin. B) Abhéngigkeit der k,,;-Werte fiir MVb von der Aktin-Konzentration in
Abwesenheit (o) und Anwesenheit (A) von 500 uM ADP. An die Daten wurden Geraden angepafit, deren
Steigungen die Bindungskonstanten 2. Ordnung angeben.

3.4.5.2. Aktin-Dissoziation

Die Geschwindigkeitskonstante fiir die Dissoziation von Aktin aus dem stark gebundenen
Akto.Myosin oder Akto.Myosin.ADP-Komplex wurde iiber die Verdridngung von Pyren-
Aktin mit einem 40-fachen UberschuB an unmarkiertem F-Aktin gemessen. An die
beobachtete Fluoreszenzerhdhung wurde eine Exponentialfunktion angepalit, deren
Geschwindigkeitskonstante ko der Dissoziationgeschwindigkeit in Abwesenheit von ADP
(k.a) bzw. in Anwesenheit von 500 uM ADP (k.pa) entspricht (s. Abbildung 3.22).
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Abb. 3.22: Dissoziation von Aktin aus dem Komplex mit Myosin. A) Die Geschwindigkeitskonstante der
Dissoziation (k.,) fiir M765 wurde aus der Geschwindigkeit der Fluoreszenzerh6hung bei der Verdringung von
Pyren-Aktin aus dem Komplex mit Myosin durch einen Uberschuf an unmarkiertem Aktin bestimmt. An den
Kurvenverlauf wurde eine Exponentialfunktion angepait und /4y entspricht ka. B) Die
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Dissoziation von Pyren-Aktin aus dem Komplex mit MVDb (k_4) bzw. dem
Komplex mit MVb.ADP (K p,) wurden ebenfalls durch Anpassen einer Exponentialfunktion bestimmt.
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Fiir Myosin-II ergab sich eine Dissoziationskonstante k4 von 0,006 s, fiir Myosin-Vb von
0,023 s™'. Aus dem Pyren-Akto.Myosin-Vb.ADP-Komplex dissoziiert Aktin mit einer nur
leicht erhdhten Geschwindigkeitskonstante von k.ps = 0,03 st

Aus den Bindungs- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten konnten Gleichgewichts-
konstanten fiir die Interaktion von Aktin mit Myosin berechnet werden. Fiir Myosin-II ergab
sich fiir Ky ein Wert von 11,3 nM, fiir Myosin-Vb von 20 nM. In Anwesenheit von ADP
verringerte sich die Aktin-Affinitidt von Myosin-Vb nur um etwa die Hélfte auf Kpa = 38 nM.

Die Ergebnisse der transientenkinetischen Charakterisierung der Interaktionen von Myosin
mit Aktin sind in Tabelle 3.5 zusammengefat und den Daten fiir G. gallus Myosin-Va
gegeniibergestellt.

Tab. 3.5: Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten der Myosininteraktionen mit Aktin
Konstante M765 Dd Myosin-Vb | Gg Myosin-Va*

kia (uM's™) 0,53 + 0,05 1,17 £ 0,08 73

ka (s 0,006 + 0,0002 | 0,023 +0,001 0,00036

K. (nM) 113+1 2042 0,005

kipa (UM's™) 0,14 + 0,01 0,78 + 0,06 42

kopa (s 0,011 +£0,0006 | 0,03 +0,001 0,032

Kpa (nM) 79,5+ 14 38+ 5 7,6

Kpa/ Ka 7 1,9 1520

* aus: De La Cruz, 1999
Reaktionsbedingungen: 20 mM MOPS, pH-Wert 7,0; 5 mM MgCl,, 100 mM KCl bei 20 °C.

Aus den Daten geht hervor, dal Myosin-II und D. discoideum Myosin-Vb in Abwesenheit
von Nukleotid vergleichbare Aktinbindungs- und Dissoziationsgeschwindigkeiten aufweisen.
Die Affinitdt zu Aktin liegt im nanomolaren Bereich und ist somit ebenfalls fiir beide
Myosine hoch. G. gallus Myosin-Va zeigt eine mehr als sechzigfach schnellere Bindung
sowie eine sechzigfach langsamere Dissoziation von Aktin als D. discoideum Myosin-Vb.
Daraus resultiert eine mehr als 1000fach hoéhere Affinitdt zu Aktin im nukleotidfreien
Zustand. In Anwesenheit von ADP haben alle drei Myosine eine dhnlich hohe Affinitit zu
Aktin im nanomolaren Bereich. Dabei fillt auf, daBB D. discoideum Myosin-Vb eine sehr
geringe Kopplung zwischen der Aktin-Affinitdt in Anwesenheit und in Abwesenheit von
ADP zeigt. ADP schwicht die Aktin-Affinitdt nur um den Faktor 1,9 wihrend die Aktin-
Affinitit von Myosin-II durch ADP um den Faktor 7 verringert wird. Die
Dissoziationsgeschwindigkeit von Aktin aus dem terndren Komplex ist fiir alle drei Myosine
sehr gering.
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3.4.6. Messungen mit dem flash-photolysis System

Mit dem flash-photolysis System 148t sich die apparente Bindungskonstante 2. Ordnung Kk,
fiir die ATP-Bindung an Akto.Myosin bestimmen [Weiss ef al., 2000]. Dazu wird mit dem
Lichtblitz eines Lasers ATP aus einer inerten Kéfigverbindung freigesetzt. Als Signal dient
die Abnahme der Lichtstreuung bei der Dissoziation des Aktomyosinkomplexes. Die
Interaktion von ATP mit dem Aktomyosinkomplex wurde bereits mit Hilfe eines
extrinsischen Fluoreszenzsignals untersucht (s. Kapitel 3.4.4.1.). Dabei ist die
Geschwindigkeit der Isomerisierung des Akto.Myosin.ATP-Kollisionskomplexes, mit der die
Fluoreszenzidnderung einhergeht, limitierend fiir die Aktindissoziation (s. Kapitel 1.6.4.). Im
flash-photolysis System kann diese Dissoziation iiber das Streulichtsignal direkt beobachtet
werden.

Fiir die Messungen wurde ein Konstrukt mit FLAG-tag eingesetzt (MVb-FLAG). Dadurch
wurde eine bei Konstrukten mit His-tag beobachtete Aggregation minimiert. Der Verlauf des
Lichtstreusignals folgte Exponentialfunktionen 2. Ordnung. Die langsame Phase zeigte keine
Abhingigkeit von der eingesetzten ATP-Konzentration. Sie entstammt einem Streuprozel,
der aus der geringfiigigen Aggregation des Myosins resultieren konnte und wurde nicht weiter
untersucht.
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Abb. 3.23: Messung der ATP induzierten Dissoziation von Akto.Myosin-Vb mit dem flash-photolysis System.
A) Verlauf des Lichtstreusignals bei der Freisetzung von 7, 24 bzw. 56 uM ATP aus cagedATP. An die
Kurvenverldufe konnten Exponentialfunktionen 2. Ordnung angepafit werden. B) An die Auftragung der
Geschwindigkeitskonstanten der schnellen Phase der Dissoziationsreaktionen gegen die freigesetzte ATP-
Konzentration wurde eine Gerade angepalt, deren Steigung Kk, ergab.

Die Streulichtamplitude lag bei einer Reaktionslosung mit je 1 uM Myosin und Aktin bei
40 % (siche Abbildung 3.23 A), es wurden verschiedene Messungen mit jeweils variierender
Konzentration an freigesetztem ATP durchgefiihrt. Die Kurvenverldufe des Lichtstreusignals
konnten mit Exponentialfunktionen 2. Ordnung beschrieben werden. Die schnelle Phase
zeigte eine Abhéngigkeit von der ATP-Konzentration. An die Auftragung der beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten gegen die ATP-Konzentration (s. Abbildung 3.23 B) wurde eine
Gerade angepallt, deren Steigung Kiki; entspricht. Der fiir D. discoideum Myosin-Vb
erhaltene Wert von 0,166 uM™'s™ deckt sich gut mit dem iiber Pyren-Aktin erhaltenen Wert
von 0,19 uM'ls'l.
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Aus den Messungen im flash-photolysis System lieB sich auch die ATPase-Aktivitit in
Anwesenheit von 1 pM Aktin ermitteln. Dazu wurde ausgenutzt, da3 das Lichtstreusignal bei
der Reassoziation des Aktomyosinkomplexes wieder zunimmt. Das geschieht nach der
Umsetzung des gesamten freigesetzten ATP in der Kiivette zu ADP.

Aus der Halbwertzeit der Reassoziation (sieche Abbildung 3.24), der eingesetzten Myosin-
Konzentration und der freigesetzten ATP-Konzentration konnte fiir D. discoideum Myosin-
Vb eine ATPase von 0,15 s berechnet werden (Durchschnittswert aus 4 Experimenten mit
variierender ATP-Konzentration).

0.2 —— ————r

Anderung des Lichtstreusignals

Zeit (s)

Abb. 3.24: Bestimmung der ATPase von D. discoideum Myosin-Vb in Anwesenheit von 1 uM Aktin mit dem
flash-photolysis System. An den Verlauf des Lichtstreusignals der Reassoziationsreaktion konnte
phénomenologisch eine Hill-Funktion angepasst werden. Aus der Reassoziationszeit (gestrichelte Linie) konnte
die ATPase-Geschwindigkeit berechnet werden.

Die Experimente ergaben fiir die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung fiir die ATP
induzierte Dissoziation des Aktomyosinkomplexes iliber das Fluoreszenzsignal von Pyren-
Aktin und iiber das Lichtstreusignal vergleichbare Ergebnisse. Fiir die Geschwindigkeit der
Fluoreszenzinderung ist die Isomerisierung des Akto.Myosin.ATP-Komplexes geschwindig-
keitsbestimmend. Mit den Lichtstreumessungen konnte gezeigt werden, dall diese
Isomerisierung auch limitierend fiir die Dissoziation des terndren Komplexes ist.

AulBlerdem konnte alternativ zum NADH gekoppelten Assay die ATPase bei 1 uM Aktin mit
Hilfe des Lichtstreusignals gemessen werden. Bei dieser Aktin-Konzentration ist gegeniiber
der basalen ATPase eine Aktivierung der ATPase-Geschwindigkeit zu beobachten.

Konstante stopped-flow Lichtstreuung
ATP + Akto.M Kk (uM's™) 0,19 + 0,01 0,17 + 0,04

Konstante NADH-Assay Lichtstreuung
ATPase (1uM Aktin) | Kops (s7) 0,17 + 0,02 0,15+ 0,03
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3.5. Untersuchungen zur Mg**-Regulation von Klasse V Myosinen

Die Regulation der Motoraktivitit durch Mg®"-Tonen wurde erstmals fiir Myosine der Klasse I
und V beschrieben [Fujita-Becker et al., 2004; Diirrwang et al., 2005; Rosenfeld et al., 2005;
Hannemann et al, 2005]. Durch hohe Konzentrationen an freiem Magnesium im
physiologischen Bereich wird die ADP-Freisetzung von Myosin-ID und Myosin-IE aus D.
discoideum inhibiert. Da auch die Bewegungsgeschwindigkeit von Aktinfilamenten reduziert
wird, wird postuliert, dal die Produktfreisetzung hierfiir verantwortlich ist. Die Ergebnisse
implizieren, daf} fiir diese Myosine durch Verdnderungen der freien Magnesiumionen-
Konzentration zwischen schneller Bewegung (bei niedriger freier Mg®'-Konzentration) und
der Aufrechterhaltung von Zugspannung (bei hoher freier Mg**-Konzentration) umgeschaltet
werden kann.

Ein vergleichbarer Effekt von freien Magnesiumionen auf die ADP-Freisetzung wurde auch
fir G. gallus Myosin-Va gezeigt. Bei diesem prozessiven Myosin verlingern hohe
Konzentrationen an freiem Magnesium die Zeitdauer, in der es sich im stark aktingebundenen
Zustand befindet (vgl. Kapitel 1.4.2.).

Es wird vermutet, daB freies Mg®" auch fiir D. discoideum Myosin-Vb die Produktfreisetzung
reguliert. Deshalb wird im Folgenden untersucht, inwiefern freie Magnesiumionen die
Bindungs- und Dissoziationskinetiken mit Aktin und Nukleotiden beeinflussen.

Zunichst wurde der EinfluB freier Mg®" Tonen auf die Bewegungsgeschwindigkeit von
Aktinfilamenten untersucht, um im AnschluBl die Einzelschritte der Regulation durch
Magnesiumionen transientenkinetisch zu beschreiben. In den folgenden Kapiteln sind die
Ergebnisse der transientenkinetischen Messungen dargestellt, die einen Effekt bei der
Verinderung der freien Mg**-Konzentration zeigten.

3.5.1. In vitro Motilitiat von Aktinfilamenten

Zur Untersuchung des Einflusses von freien Mg®" Ionen auf die funktionellen Eigenschaften
von Myosin-Vb wurde eine Charakterisierung mit Hilfe von in vitro Motilititsassays
durchgefiihrt. Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit H. Keller in der Arbeitsgruppe
durchgefiihrt. Fiir die Experimente wurde das MVb-2R-His Konstrukt eingesetzt (s. Kapitel
3.3.2., gelagert in 30% Sucrose bei -80°C); die Oberfliche der Durchfluflzellen wurde mit
0,05 mg/ml anti-Pentahistidin-Antikorper beschichtet.

Die maximale Bewegungsgeschwindigkeit von Aktinfilamenten konnte bei niedrigen freien
Magnesiumionen-Konzentrationen (<50 uM) beobachtet werden (s. Abbildung 3.25). Hohe
Konzentrationen von freiem Mg®" (> 1 mM) fiihrten zu einer dreifachen Reduzierung der
Bewegungsgeschwindigkeit. Fiir die Beschreibung der Mg*'-Abhingigkeit der
Bewegungsgeschwindigkeit eignete sich am besten die Hill-Gleichung:

4-4 +A

p 2
1+ (XJ
X9

A; und A, geben die Grenzwerte fiir [Mg*'] — 0 bzw. [Mg®"] — o an. xo markiert den
Wendepunkt der sigmoid verlaufenden Kurve. Der Hill-Koeffizient p, der ein Mal} fiir die
Kooperativitit der Bindung mehrerer Liganden darstellt, wurde mit p = 1 festgelegt.

y:
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Aus der Anpassung der Hill-Gleichung an die Daten wurde eine Inhibierungskonstante K; von
0,34 + 0,1 mM erhalten.
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Abb. 3.25: EinfluB von freien Magnesiumionen auf die Bewegungsgeschwindigkeit in in vitro
Motilitdtsversuchen. Die hochste Bewegungsgeschwindigkeit fiir D. discoideum Myosin-Vb wurde bei niedrigen
freien Mg”"-Konzentrationen gemessen. Tabelle rechts: Bewegungsgeschwindigkeiten und Inhibierungs-
konstante aus in vitro Motilitdtsversuchen. Reaktionsbedingungen: 25 mM Imidazol, pH-Wert 7,4; X mM
MgCl,, 25 mM KCl, 1 mM EGTA, 10 mM DTT bei 20 °C.

Hohe Konzentrationen an freien Magnesiumionen fiihren fiir D. discoideum Myosin-Vb zu
einer Verminderung der Bewegungsgeschwindigkeit von Aktinfilamenten. Dies mufl mit der
Verldngerung der Zeitdauer bestimmter Zustinde im ATPase-Zyklus einhergehen. In diesem
Zusammenhang ist besonders eine Ausdehnung der stark Aktin bindenden Zustinde
(Akto.Myosin und Akto.Myosin.ADP) interessant, da dies den Grad an Prozessivitit von
Myosin-Vb erhohen konnte. Deshalb wurde transientenkinetisch der EinfluB von freien
Magnesiumionen auf einzelne Schritte des ATPase-Zyklus untersucht.

3.5.2. Mg2+-Abhéingigkeit der ADP-Affinitit von Myosin-Vb

Um zu untersuchen, ob freie Magnesiumionen die Bindung von ADP im aktinfreien Zustand
modulieren, wurde die Affinitdt von Myosin-Vb fiir ADP bei hoher (5 mM) und niedriger (0,2
mM) Konzentration an freien Mg>" Ionen bestimmt. Die Bestimmung der ADP-Affinitit
wurde iiber die ADP-Inhibierung der Pyren-Aktin-Bindung an Myosin-Vb durchgefiihrt (s.
Kapitel 3.4.3.5.). Wie in Abbildung 3.26 zu sehen ist, erhoht sich die ADP-Affinitit Kp von
Myosin-Vb bei hoher Magnesiumionen-Konzentration um mehr als das 10-fache von 29,8
uM (bei 0,2 mM freiem Mg*") auf 2,54 pM (bei 5 mM freiem Mg*").

Die Konzentration an freien Mg”" Ionen in der Losung wurde hier und in allen nachfolgenden
Messungen mit Hilfe des Programms MaxChelator 2004 ermittelt
(http://www.stanford.edu/~cpatton/maxc.html [Patton ef al., 2004]). Das Programm errechnet
mit Hilfe der Affinitit von ADP, ATP und EDTA fiir Mg®" sowie der Angabe der
Tonenstirke, des pH-Wertes und der Temperatur die Konzentration an freiem Mg™™ in der
Reaktionslosung. Die vom Programm verwendeten Stabilitdtskonstanten sind: 71,9 uM fiir
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den Mg*"ATP Komplex, 615,2 uM fiir den Mg*"ADP-Komplex und 2 nM fiir den Komplex
aus EDTA und Mg2+.
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Abb. 3.26: ADP-Inhibierung der Pyren-Aktin-Bindung an MVb. Die ADP-Affinitét fiir MVb (Kp) wurde wie in
3.4.3.5. beschrieben bestimmt. Bei einer hohen Konzentration an freiem Mg”" von 5 mM (e) wurde eine 10-fach
hohere Affinitidt von ADP fiir MVb bestimmt als bei einer niedrigen (0,2 mM, m).

Die Affinitit von Myosin-Vb fiir ADP wurde auch iiber die Bindungs- und Dissoziationsraten
von mantADP fiir Myosin-Vb bei hoher und niedriger freier Magnesiumionen-Konzentration
bestimmt.

Aufgrund der geringeren Amplitude und des schlechteren Signal-Rausch-Verhiltnisses des
Bindungssignals bei niedrigen Magnesiumionen-Konzentrationen konnte fiir die Messung bei
0,2 mM freiem Mg”" kein biphasischer Reaktionsverlauf beobachtet werden (vgl. Kapitel
3.4.3.5.). An die Fluoreszenzverldaufe konnten Exponentialfunktionen 1. Ordnung angepaf3t
werden. Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten wurden gegen die Konzentration an
Mg* mantADP aufgetragen, an die Daten konnte eine Gerade angepaBt werden (s. Abbildung
3.27 A). Die Bindungskonstante 2. Ordnung (k:mp) liegt mit 0,05 + 0,004 pM™'s™ um den
Faktor 3,4 niedriger als die der langsamen Phase bei 5 mM freiem Mg”". Aus dem y-
Achsenabschnitt konnten nach Extrapolation der Geraden zur Ordinate Dissoziations-
konstanten fiir mantADP von MVb ermittelt werden, die bei k.,p = 0,8 + 0,1 s! (5 mM freies
Mg”") bzw. kmp = 1,2+ 0,2 s (0,2 mM freies Mg”") liegen.

Die Dissoziationskonstanten wurden auch direkt bestimmt (s. Abbildung 3.27 B). Dazu wurde
mantADP bei 5 und 0,2 mM freiem Mg®" mit einem UberschuB an ADP aus dem Komplex
mit Myosin-Vb verdringt. Die Fluoreszenzverldufe folgten Exponentialfunktionen 1.
Ordnung. Bei einer freien Magnesiumionen-Konzentration von 5 mM wurde eine
Dissozia%ionskonstante von k.mp = 0,92 gt gemessen, bei 0,2 mM freiem Mngr lag sie bei kmp
=1,05s".

Aus den ermittelten Bindungs- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten von mantADP
fiir Myosin konnte die mantADP-Affinitdt (Kyp) iiber den Quotienten k.,p/ kimp berechnet
werden. Bei 5 mM freiem Mg®" ergab sich fiir Myosin-Vb eine Gleichgewichtskonstante von
5,4 uM, bei 0,2 mM freiem Mg”" lag diese um den Faktor 4 hoher bei Kyp =21 uM.

D. discoideum Myosin-Vb zeigt in Anwesenheit geringer freier Magnesiumionen-
Konzentrationen eine niedrigere ADP-Affinitdt. Dies wurde sowohl mit extrinsischer Pyren-
Fluoreszenz als auch mit extrinsischer mant-Fluoreszenz als MeBsignal nachgewiesen. Im
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aktinfreien Zustand wird die Verringerung der Affinitdt hauptsidchlich durch eine langsamere

ADP-Bindung hervorgerufen.
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Abb. 3.27: Mg®"-Abhingigkeit der ADP-Interaktion mit Myosin-Vb. (A) Abhingigkeit der beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten der mantADP-Bindung bei 0,2 () und 5 mM freiem Mg”* (m) von der mantADP-
Konzentration. Bei Anpassung von Geraden an die MefBwerte ergaben die Steigungen die Bindungskonstanten 2.
Ordnung fiir mantADP (k,,,p). (B) mantADP-Dissoziation aus dem Komplex mit Myosin-Vb bei 0,2 und 5 mM
freiem Mg2+. Der Fluoreszenzverlauf wurde mit einer Exponentialfunktion 1. Ordnung beschrieben, kqps
entspricht der Dissoziationsgeschwindigkeit k_,,p von mantADP.

3.5.3. Mg*"-Abhiingigkeit der ADP-Affinitiit von Akto.Myosin-Vb

Im vorigen Kapitel wurde die Mg**-Abhingigkeit der ADP-Affinitit von Myosin-Vb in
Abwesenheit von Aktin gezeigt.

Um einzelne Schritte im ATPase-Zyklus von Myosin-Vb in Anwesenheit von Aktin genauer
zu charakterisieren, wurde der EinfluB von Mg*"-Ionen auf die ADP-Bindung an den
Akto.Myosin-Vb-Komplex untersucht. Dazu wurden die Bindungskonstanten 2. Ordnung von
mantADP fiir den Komplex aus Aktin und Myosin-Vb bei verschiedenen freien Mg*'-
Konzentrationen gemessen (s. Abbildung 3.28 A). Der Fluoreszenzverlauf folgte fiir alle
Magnesiumionen-Konzentrationen einer Exponentialfunktion 1. Ordnung.

An die Auftragung der Ratenkonstanten gegen die mantADP-Konzentration lieen sich
lineare Funktionen anpassen (s. Abbildung 3.28 B), deren Steigungen Bindungskonstanten
zweiter Ordnung (K+amp) ergaben; aus den Y-Achsenabschnitten lieBen sich Dissoziations-
geschwindigkeitskonstanten (k.amp) bestimmen. Die mantADP-Dissoziationsraten im Bereich
von 0,2 bis 5 mM freiem Mg”" verringern sich invers hyperbolisch von ~185 s auf ~ 30 s,
Freie Mg®" Tonen beeinflussen ebenfalls die Bindungskonstante 2. Ordnung von mantADP fiir
den Akto.Myosin-Vb-Komplex, die von kiamp = 6.7 uM's™ auf 4.0 pM's™ fillt.
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Abb. 3.28: EinfluB von freien Mg®* Ionen auf die ADP-Bindung von Akto.Myosin-Vb. A) Fluoreszenzinderung
bei der Bindung von 20 pM mantADP an 2 uM Akto.MVb. Die Fluoreszenz wurde bei 296 nm angeregt und die
Emission nach Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer durch einen KV 389-Filter verfolgt. Die Kurve wurde mit
einer Exponentialfunktion 1. Ordnung beschrieben. Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten lagen bei 77
s' (5 mM freies Mg®"), 152 s (1 mM freies Mg®"), bzw. 243 s (0,2 mM freies Mg*"). B) Die Auftragung der
Ratenkonstanten gegen die mantADP-Konzentration folgt linearen Funktionen bei 0.2 mM (o), 1 mM (A), 3
mM (V) und 5 mM (m) freier Mg’"-Konzentration. Die Steigung der Geraden ergibt jeweils eine
Bindungskonstante zweiter Ordnung (K+smp)-

Im ATPase-Zyklus von Myosin-V fiihrt die Bindung an Aktin zu einer sukzessiven Abgabe
der Hydrolyseprodukte (s. Kapitel 1.4.2.). Dies geht mit einer zunehmend stirkeren Bindung
von Myosin an Aktin einher. Fiir die Reihenfolge der Produktfreisetzung wird bislang
folgender Mechanismus vorgeschlagen [Rosenfeld und Sweeney, 2004; Rosenfeld et al.,
2005]:

A'(M'D'Mg2+'Pi)weak - A'(M'D'Mg2+)intermediate g A'(M'D)Strong Ad A'1\/Irigor

Wie aus dem Schema ersichtlich ist, wird das Magnesiumion vor ADP freigesetzt. Das
ermodglicht die Regulation des weak-strong-Uberganges durch die Konzentration an freiem
Mg**. Hohe Konzentrationen konnen die Zeitdauer der stark Aktin bindenden Zustinde
verldngern.

Die aus den y-Achsenabschnitten der mantADP-Bindungstitration bei verschiedenen freien
Mg**-Konzentrationen ermittelten Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten zeigen eine
invers hyperbolische Abhéngigkeit von der Magnesiumionen-Konzentration. Diese
Abhéngigkeit sollte durch die direkte Messung der ADP-Dissoziation aus dem Akto.Myosin-
Vb-Komplex (K.amp) liberpriift werden. Die Geschwindigkeit der Verdringung von mantADP
aus dem ternidren Komplex wurde wie in 3.4.4.3. beschrieben bei unterschiedlichen freien
Magnesiumionen-Konzentrationen gemessen.

Wie in Abbildung 3.29 A zu erkennen ist, nahm die Dissoziationsgeschwindigkeit von
mantADP aus dem terndren Komplex mit steigender freier Magnesiumionen-Konzentration
ab. Nach Auftragung der erhaltenen Dissoziationsratenkonstanten gegen die freie Mg®'-Kon-
zentration konnte an die Daten eine Hyperbel der Form K.amp = Amin*[Mg” 1/(KiH[Mg™ )+ max
angepallt werden (Abbildung 3.29 B). Aus dieser Anpassung ergab sich eine Inhibierungs-
konstante K; von 0,52 + 0,3 mM.
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Bei hohen Konzentrationen an freien Mg”™ Ionen wird die Geschwindigkeit der Dissoziation
von ADP aus dem terndren Akto.Myosin-Vb.ADP-Komplex um den Faktor 8 verlangsamt.
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Abb. 3.29: EinfluB von freien Mg”" Ionen auf die ADP Dissoziation von Akto.Myosin-Vb. A) Fluoreszenz-
anderung bei der schnellen Mischung von 1600 uM ADP mit einem Komplex aus 20 pM mantADP und 2 uM
Akto.MVb in Anwesenheit verschiedener freier Magnesiumionen-Konzentrationen. Die Fluoreszenz wurde bei
296 nm angeregt und die Emission nach Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer durch einen KV 389-Filter
verfolgt. Die Kurven wurden mit Exponentialfunktionen 1. Ordnung beschrieben. Die beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten lagen bei 21,6 s' (5 mM freies Mg2+), 32,257 (4,3 mM freies Mg%) sowie 186,7 s™!
(0,2 mM freies Mg*"). B) An die Auftragung der Ratenkonstanten gegen die freie Mg®"-Konzentration lieB sich
eine Hyperbel anpassen.

Aus den erhalten Bindungs- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten konnte durch
Quotientenbildung die Affinitdit von ADP fiir den Akto.Myosin-Vb-Komplex bei ver-
schiedenen Magnesiumionen-Konzentrationen berechnet werden. Die aus der Gleichung
Kamp = Kamp / Ksiamp erhaltenen Werte wurden gegen die freien Mg”-Konzentrationen
aufgetragen (s. Abbildung 3.30) und an die Daten konnte eine Hyperbel angepal3t werden.
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Abb. 3.30: EinfluB von freien Mg®" Tonen auf die ADP-Affinitit von Akto.Myosin-Vb. Die Gleichgewichts-
konstante K, ,p zeigt eine hyperbolische Abhingigkeit von der freien Magnesiumionen-Konzentration.
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Die aus der Anpassung erhaltene Inhibierungskonstante (K;) betrdgt 0,44 = 0,18 mM. Die
Erhohung der Konzentration an freien Magnesiumionen fiihrt im Bereich von 0,2 bis 5 mM
zu einer Erhohung der ADP-Affinitdt von Akto.Myosin-Vb um den Faktor 5.

Die Ergebnisse der transientenkinetischen Untersuchung der Regulation des ATPase-Zyklus
von Myosin-Vb durch freie Magnesiumionen sind in Tabelle 3.6 zusammengefalit und den
Daten fiir G. gallus Myosin-Va gegentibergestellt.

Tab. 3.6: Abhingigkeit von Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten von der freien Magnesiumionen-
Konzentration.

Konstante Dd Myosin-Vb Gg Myosin-Va*
5mM freies Mg** | 0,2 mM freies Mg®* | 10 mM freies Mg** 0 mM freies Mg**
Kp (UM) (Pyren) 2,54+ 0,9 298+ 7 - -
§ kimp (UM 'slangsam | 0,17 +0,01 | 0,05+0,004 | 3,7/[3s']" | 8,7/[52s']"
5 kp (s 0,92 +0,1 1,05+0,1 15/1,9™ 163/ 417"
Kinp (uM) 54+0,3 21+3 4/0,51" 19/ 4,77
Kiamp (UM's™) 4,0+0,7 6,7 + 0,4 3,5 9.6
k_A.:D sH?* 30+ 10 185 + 20 28 141
£ [ Kiug' 0,45+ 0,25 0,81
é Koamp (57) 21,6 £6 187 + 24 4.6 40
§; Ki o) 0,52 +0,3 0,7
< Kamp (UM) 5442 28+5 1,3 4,2
Ki (Mg 0,44 +0,18 -
Kamp/Kmp 1 1.4 2,5 0,9

* y-Achsenabschnitt

* aus: Rosenfeld, 2005; 0 mM freies Mg®* wurde durch Zugabe von 8 mM EDTA erreicht.

" biphasischer Reaktionsverlauf; der erste Wert definiert jeweils die schnelle, der zweite die langsame Phase.
Die langsame Phase der mantADP-Bindung zeigt keine Abhéngigkeit von der mantADP-Konzentration

Die angegebenen Geschwindigkeitskonstanten fiir die mantADP Dissoziation sowie die Bindungskonstanten 2.
Ordnung fiir mantADP in Abwesenheit von Aktin sind kursiv dargestellt (k..p, kmp), die daraus berechnete
Gleichgewichtskonstante ist mit K,,p bezeichnet. Die entsprechenden Konstanten in Anwesenheit von Aktin sind
fett gedruckt und mit dem Index ,A’ gekennzeichnet. K; entspricht der jeweiligen Inhibierungskonstante fiir
freies Magnesium.

Reaktionsbedingungen: 20 mM MOPS, pH-Wert 7,0; X mM MgCl,, 100 mM KCl bei 20 °C.

Im direkten Vergleich zeigen D. discoideum Myosin-Vb und G. gallus Myosin-Va einen
dhnlichen Einflul} auf die einzelnen kinetischen Parameter.

Die ADP-Affinitdt in Abwesenheit von Aktin wird fiir beide Klasse V Myosine durch hohe
Magnesiumionen-Konzentrationen um den Faktor fiinf bis zehn erhoht. Fiir G. gallus Myosin-
Va ist dies vor allem eine Folge der stark erhohten ADP-Dissoziationsgeschwindigkeit bei
niedrigen Magnesiumionen-Konzentrationen. Die Dissoziationsgeschwindigkeit wird fiir
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beide beobachteten Phasen um mehr als das zehnfache beschleunigt. Bei D. discoideum
Myosin-Vb zeigt sich im Gegensatz dazu nur fiir die ADP-Bindung bei hohen freien
Magnesiumionen-Konzentrationen ein biphasisches Verhalten. Bei 0,2 mM freiem Mg>™ war
die Bindungsreaktion monophasisch, auch die Dissoziationskinetiken zeigten unabhéngig von
der Magnesiumionen-Konzentration einen monophasischen Verlauf. Die hohere Affinitit von
Myosin-Vb zu ADP in Abwesenheit von Aktin wird hauptsichlich durch eine 3,4-fach hohere
Bindungskonstante 2. Ordnung fiir ADP bewirkt. Die ADP-Dissoziationsgeschwindigkeit
wird im Gegensatz zu G. gallus Myosin-Va kaum durch geringe freie Magnesiumionen-
Konzentrationen verringert.

Die Affinitdt von ADP zum Akto.Myosin-Komplex wird ebenfalls fiir beide Myosine durch
hohe Magnesiumionen-Konzentrationen erhoht. D. discoideum Myosin-Vb zeigt in
Anwesenheit von Aktin bei hoher Mg®*-Konzentration eine fiinffach hohere Affinitit zu ADP
als bei niedrigen freien Mg” -Konzentrationen. Fiir G. gallus Myosin-Va steigt die Affinitit
um den Faktor drei. Fiir beide Klasse V Myosine wird die Geschwindigkeit der Freisetzung
von ADP aus dem terndren Komplex (K.amp) sehr stark durch hohe freie Magnesiumionen-
Konzentrationen verringert. Die Inhibierungskonstanten fiir die beschriebenen Effekte liegen
zwischen 0,4 und 0,8 mM, was im Bereich der physiologischen Magnesiumionen-
Konzentration in D. discoideum und vielen anderen Zelltypen liegt [Satre und Martin, 1985;
Michailova und McCulloch, 2001]. Der K;-Wert von k.amp fiir D. discoideum Myosin-Vb von
0,52 + 0,3 mM zeigt gute Ubereinstimmung mit dem in 3.5.1. ermittelten K; von 0,34 + 0,1
mM fiir die Inhibierung der Bewegungsgeschwindigkeit von Aktinfilamenten.

Durch die Verringerung der ADP-Dissoziationsgeschwindigkeit aus dem stark Aktin
gebundenen Akto.Myosin-Vb.ADP-Komplex durch hohe Magnesiumionen-Konzentrationen
wird die Zeitdauer dieses Zustandes innerhalb des ATPase-Zyklus verlédngert. Dies fiihrt dazu,
daB} sich die Geschwindigkeit der ADP-Freisetzung der maximalen ATPase-Geschwindigkeit
von D. discoideum Myosin-Vb anndhert und dadurch geschwindigkeitsbestimmend wird.
Diese Verringerung der Geschwindigkeit der Produktfreisetzung durch freie Magnesiumionen
bewirkt eine lingere Verweildauer im stark Aktin gebundenen Zustand und dadurch eine
Verringerung der Bewegungsgeschwindigkeit von Aktinfilamenten.

3.5.4. Einflufl der freien Mg**-Ionen-Konzentration auf die Population der stark
aktinbindenden Zustinde

Um den EinfluB freier Magnesiumionen auf die Geschwindigkeit des Uberganges vom
schwach zum stark aktinbindenden Zustand direkt zu messen, wurde in Anlehnung an die
Experimente von De La Cruz et al. ein sequentielles Mischexperiment im Stopped-Flow-
Fluoreszenzspektrometer durchgefiihrt [De La Cruz ef al., 1999]. Da hohe Konzentrationen an
ADP die ATPase-Aktivitit von Myosin-Vb inhibieren, konnte das folgende Experiment
durchgefiihrt werden: (a) eine vorinkubierte, equilibrierte Losung von 4 uM Myosin-Vb und
20 uM Pyren-Aktin wurde mit 400 uM ATP gemischt. (b) die Reaktionslosung wurde im
Stopped-Flow-Fluoreszenzspektrometer im sequentiellen Mischmodus fiir 50 ms gealtert, um
die ATP-Bindung, Hydrolyse und die Populierung des schwach aktinbindenden Zustandes zu
ermoglichen, und (c) die Reaktionslésung wurde anschlieBend mit 2 mM ADP abgefangen,
um freies ATP (nach ADP-Dissoziation) an der Bindung zu hindern. Der beobachtete
Fluoreszenzverlauf (s. Abbildung 3.31 A) beschreibt den Ubergang vom hoch fluoreszenten,
schwach gebundenen zum niedrig fluoreszenten, starkgebundenen Zustand.

Bei hohen freien Magnesiumionenkonzentrationen (5 mM, mittlere Transiente) ergibt sich
durch exponentielle Anpassung eine Geschwindigkeitskonstante von 2,4 s'. Diese
Geschwindigkeit ist hoher als die steady-state ATPase-Geschwindigkeit bei der eingesetzten
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Aktinkonzentration von 5 uM, die bei 1,6 s™' liegt. Die Geschwindigkeit der Populierung des
stark aktinbindenden Zustandes ist also bei hohen Magnesiumionenkonzentrationen nicht
geschwindigkeitsbestimmend, die ADP-Dissoziation limitiert die Akto.Myosin-Vb ATPase-
Geschwindigkeit.

Bei niedrigen freien Mg® -Ionen-Konzentrationen #ndert sich die steady-state ATPase-
Geschwindigkeit nicht (1,6 s™), der Ubergang vom schwach zum stark gebundenen Zustand
verlduft jedoch mit einer Geschwindigkeit von 1,5 s™ (s. Abbildung 3.31 A, obere Transiente)
und wird deshalb geschwindigkeitsbestimmend.

Die finale Pyren-Aktin Fluoreszenz zeigt, daB bei 5 mM freiem Mg”>" 48% des Myosin-Vb
stark an Aktin gebunden vorliegen (Amplitude von -0,48). Dies spricht fiir eine duty ratio von
0,48 bei einer Aktinkonzentration von 5 pM. Bei 0,2 mM freiem Mg®" wird nur eine
Amplitude von -0,18 erreicht, das heif3t, das der groBite Teil des Myosin-Vb dissoziiert bleibt
und die duty ratio auf 0,18 sinkt. Der Effekt der Regulation der duty ratio wird bei hoheren
Aktinkonzentrationen noch stirker ausfallen, da diese direkt von der Aktinkonzentration
abhingig ist.
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Abb. 3.31: EinfluB von freien Mg”"-Ionen auf die Population der stark aktinbindenden Zustéinde von Myosin-Vb.
A) Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante des Uberganges vom schwach zum stark aktinbindenden
Zustand bei verschiedenen freien Magnesiumionenkonzentrationen durch ein sequentielles Mischverfahren. Die
Messung wurde wie im Text beschrieben durchgefiihrt. Die Fluoreszenz des stark aktinbindenden Zustandes
(rigor) wurde auf -1, die des schwach bindenden Zustandes auf 0 normalisiert. Die Bedingungen bei Beginn der
Fluoreszenzaufzeichnung waren: 1 pM Myosin-Vb, 5 uM Pyren-Aktin, (nur obere Transienten: 100 uM ATP, 2
mM ADP). B) Bestimmung der Dissoziationsgeschwindigkeit und -amplitude des Akto.Myosin-Vb-Komplexes
durch ATP bei verschiedenen freien Magnesiumionenkonzentrationen. Die Messung wurde wie im Text
beschrieben durchgefiihrt. Die Fluoreszenz des schwach bindenden und des rigor-Zustandes wurde wie in A
normalisiert. Die Endkonzentrationen waren: 1 uM Myosin-Vb, 7,5 uM Pyren-Aktin, (nur obere Transienten: 50
uM ATP).

Um die Abhéngigkeit der Population der schwach aktinbindenden Zustinde von der freien
Magnesiumionenkonzentration weiter zu charakterisieren, wurde die Dissoziation des
Akto.Myosin-Vb-Komplexes durch ATP bei verschiedenen Mg*"-Ionen-Konzentrationen
untersucht (s. Abbildung 3.31 B). Die Fluoreszenz der Dissoziation eines Komplexes von 2
uM Myosin-Vb und 15 uM Pyren-Aktin durch 50 uM ATP zeigte bei hoher und niedriger
Magnesiumionenkonzentration einen doppelt exponentiellen Verlauf. Auf einen schnellen
Anstieg der Fluoreszenz durch die Dissoziation des Komplexes durch ATP folgt eine
langsamere Phase der Reassoziation. Die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation ist mit
4,2 s bei 5 mM freiem Mg”" fast dreimal geringer als bei 0,2 mM freiem Mg”". Da die
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Dissoziation den Austritt aus dem stark aktinbindenden Zustand markiert, bedeutet eine
langsame Dissoziationgeschwindigkeit bei hoher freier Magnesiumionenkonzentration eine
Verldngerung der Zeitdauer innerhalb des ATPase-Zyklus, in der Myosin-Vb die stark
aktinbindenden Zustinde populiert. Dies fiithrt zu einer hohen duty ratio, die sich
entsprechend der Ergebnisse des sequentiellen Mischexperimentes aus der Amplitude der
Dissoziationsreaktion ableiten 14Bt: Bei 5 mM freiem Mg®" ergibt sich eine duty ratio von
0,56 (Amplitude von -0,56), die bei 0,2 mM freiem Mg>" auf 0,29 (Amplitude von -0,29) fillt.
Die Ergebnisse der Bestimmung des Einflusses der freien Mg**-Ionen-Konzentration auf die
Population der stark aktinbindenden Zustinde identifizieren die Bindung des Myosin-
Vb.ADP.P;-Komplexes an Aktin als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des ATPase
Zyklus bei niedrigen freien Magnesiumionenkonzentrationen, bei denen die Geschwindigkeit
der ADP-Dissoziation stark erhoht ist (vgl. Abbildung 3.29). Die Experimente zeigen zudem
eine langsamere Dissoziation des terndren Akto.Myosin-Vb.ATP-Komplexes bei hohen freien
Magnesiumionen sowie eine direkte Abhingigkeit der duty ratio von freien Mg” -Ionen,
wobei hohe Magnesiumionenkonzentrationen zu einer Erhdhung der duty ratio fiithren.
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3.6. Untersuchung der Phosphorylierung der Motordomane von
Myosin-Vb und Identifizierung neuer phosphorylierbarer Reste in
Schleife-1

Myosine der Klasse I aus Acanthamoeba castellanii, Aspergillus nidulans, Saccharomyces
cerevisiae und Dictyostelium discoideum werden durch Phosphorylierung der TEDS-Stelle in
der Motordoméne reguliert [Brzeska und Korn, 1996; Yamashita und May, 1998; Wu et al.,
1997]. Diese befindet sich 16 Aminosduren upstream einer hochkonservierten Sequenz mit
dem Konsensusmotiv. DALAK. Die Position liegt im Bereich der priméren
Aktinbindungsstelle in einer Oberfldchenschleife (CM-Schleife). Die Phosphorylierung ist fiir
eine effektive Aktin-Aktivierung der steady-state-ATPase, eine Erhohung der
Bewegungsgeschwindigkeit der Myosine entlang von Aktinfilamenten sowie eine Erhohung
der Kopplungseffizienz zwischen Aktin- und Nukleotidbindungsstelle notwendig [Maruta und
Korn, 1977; Brzeska et al., 1999; Ostap et al., 2002; Diirrwang et al., 2006]. Der genaue
Mechanismus dieser Aktivierung ist noch nicht aufgeklart. Es wird vermutet, dal negative
Ladungen im Bereich der primidren Aktinbindungsregionen die Ausbildung des
Kollisionskomplexes stabilisieren. Dies wurde fiir die Einfiihrung einer einzelnen negativen
Ladung im Bereich von Schleife-2 gezeigt [Furch et al., 1998].

Auch sus scrofa Myosin-VI wird in vivo im Bereich der Motordoméne phosphoryliert [Buss
et al., 1998]; rekombinante Myosin-VI-Konstrukte, bei denen das Serin an der TEDS-Stelle
durch Glutamat (Nachahmung der Phosphorylierung) oder Alanin (Dephosphorylierung)
ersetzt wurde, zeigen eine Erhohung der Geschwindigkeit der Aktin-aktivierten
Phosphatfreisetzung [De La Cruz et al, 2001]. Auch hier ist die Kopplung zwischen
Aktinbindung und Produktfreisetzung durch die Phosphorylierung verstérkt.

Fiir ein Klasse V Myosin ist bisher noch keine Phosphorylierung der Motordomine
beschrieben. Um zu testen, ob D. discoideum Myosin-Vb durch Phosphorylierung reguliert
wird, wurde es mit der Myosin-Schwerkettenkinase MIHCK aus 4. castellanii [Brzeska et al.,
1999] phosphoryliert. Diese gehort zur Familie der p21-aktivierten Kinasen (PAKs), deren
bestcharakterisierte Mitglieder die PAKs aus Sdugetieren sowie die STE20 Kinase aus Hefe
sind. PAKs werden von kleinen GTP-bindenden Proteinen (p21) wie Rac und Cdc42 im GTP-
gebundenen Zustand aktiviert [Manser et al., 1994]. Die minimale Konsensussequenz der 4.
castellanii MIHCK ist: (K, R)X;3(S, T)XY, wobei X fiir variable Aminosiuren steht
[Brzeska et al., 1990].

Bei Myosin-Vb aus D. discoideum befindet sich an der TEDS-Stelle ein Glutamat, es handelt
sich also um eine konstitutiv aktivierte Myosinform. An der TEDS + 1 Position
(Aminoséurerest 432) liegt allerdings ein Serin, welches phosphoryliert werden konnte. Daher
wurden Myosin-Vb-Konstrukte hergestellt, bei denen das Serin durch ein Glutamat ersetzt
wurde; diese Konstrukte zeigten keine Expression in D. discoideum.

Weitere mogliche Phosphorylierungsstellen sind Regionen mit Oberfldchenschleifen wie
Schleife-1 und Schleife-2. Diese bilden exponierte Bereiche der Myosinoberfliche und sind
als Substrat fiir Kinasen gut erreichbar. In Studien mit Schleife-1-Chiméren verschiedener
Myosine wurde eine Verbindung zwischen der Liange von Schleife-1 und der Zuganglichkeit
der Nukleotidbindungsstelle aufgedeckt (Sweeney et al., 1998; Murphy und Spudich, 2000;
Murphy und Spudich, 1998]. GroBere und flexiblere Schleifen ermdglichen schnellere ADP-
Dissoziationsgeschwindigkeiten. Schleife-1 von D. discoideum Myosin-Vb ist gegeniiber der
Schleife-1 von D. discoideum Myosin-II um 20 Aminosduren verldngert. Da Myosin-Vb
trotzdem eine geschwindigkeitsbestimmende, langsame ADP-Dissoziation aufweist, bildet es
also eine Ausnahme. Eine Phosphorylierung in diesem Bereich konnte die Faltung von
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Schleife-1 stabilisieren und somit eine Auswirkung auf die Geschwindigkeit der
Produktfreisetzung haben. In kinetischen Untersuchungen mit Schleife-1-Chiméren von
Myosin-Ib aus Sdugetieren wurde gezeigt, dall die Lange und Ladung von Schleife-1 auch die
Aktin-Affinitdt, die ATP-Bindung und die Kopplung zwischen Nukleotid- und
Aktinbindungsbereichen beeinflult [Clark et al., 2005]. Eine Phosphorylierung in dieser
Oberfldachenschleife bietet also die Moglichkeit einer umfassenden Regulation der kinetischen
Eigenschaften von Myosin-Vb.

Es sollte deshalb untersucht werden, ob die Motordomdne von Myosin-Vb im Bereich von
Schleife-1 phosphoryliert wird. Auch die genaue Lokalisierung der Phosphorylierungsstelle
sollte aufgeklirt werden. Dazu wurden Kinase-Assays mit radioaktiv markiertem y->>P-ATP
zur Untersuchung des Phosphorylierungsstatus von Myosinen etabliert. Zur genauen
Identifikation der Phosphorylierungsstelle wurden massenspektrometrische Untersuchungen
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in 3.6.1. und 3.6.2. zusammengefaft.

3.6.1. Nachweis der Phosphorylierung der Motordoméine von D. discoideum
Myosin-Vb

Die Phosphorylierung von D. discoideum Myosin-Vb wurde im Vergleich mit anderen
Myosinen mit der Myosin Klasse I Schwerkettenkinase (MIHCK) aus A. castellanii
durchgefiihrt. Zur Uberpriifung des Phosphorylierungsstatus der untersuchten Myosine wurde
ein Kinase-Assay etabliert (s. Kapitel 2.6.14.). Dadurch konnte die Phosphorylierung iiber die
Detektion von radioaktiv markiertem Phosphat nachgewiesen werden, welches von der
Kinase vom y-"P-ATP auf die Myosinkonstrukte iibertragen wurde.

In Abb. 3.32 ist das Ergebnis eines Kinase-Assays von MVb-2R und einem Myosin-IB-
Motordoménenkonstrukt (MIB-His, AS 1-698 von D. discoideum Myosin-IB) zu sehen. Von
Myosin-IB ist bekannt, da3 es -dhnlich wie Myosin-ID und Myosin-IE aus D. discoideum-
durch Phosphorylierung der TEDS-Stelle aktiviert wird [G. Tsiavaliaris et al., eingereicht].
Beide Myosine wurden bereits nach 1 min. Inkubationszeit (bei 30°C) effektiv von MIHCK
phosphoryliert. Durch ldngere Inkubationszeit intensivierte sich das Signal, nach 30-45 min.
waren beide Myosine vollstdndig phosphoryliert.

MVb-2R-His— < MIHCK

—MIB-His

Abb. 3.32: Nachweis der Phosphorylierung von D. discoideum Myosin-Vb und Myosin-IB mit Hilfe eines
Kinase-Assays. 1-4: MVb-2R; 5-8: MIB-His. 1+5: 1 min. Inkubation, 2+6: 15 min. Inkubation, 3+7: 45 min.
Inkubation, 4+8: Zugabe von A-Phosphatase nach 45 min. und Inkubation fiir weitere 45 min. (MVb-2R: 122
kDa, MIB-His: 80 kDa, MIHCK: 96 kDa; Myosin-Konzentration: 3pg/lane).

Die Zugabe von 200 U (0,25 pg) A-Phosphatase nach 45-miniitiger Phosphorylierung und
eine weitere Inkubation fiir 45 min. fitlhrte zu einer Abnahme der Bandenintensitit fir beide
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Myosine auf den Anfangswert. Da Kinase und Phosphatase in diesem Fall konkurrieren,
verschwanden die Banden nicht vollstindig. Die Assays mit ldngerer Inkubationszeit der
Kinase (15 und 45 min.) zeigen zusétzlich eine Bande fir MIHCK, da sich die Kinase
autophosphoryliert und dadurch auch radioaktiv markiertes Phosphat trégt.

Die Phosphorylierungs-Assays ergaben, da3 D. discoideum Myosin-Vb dhnlich wie Myosin-
IB von der Myosin Klasse I Schwerkettenkinase phosphoryliert werden kann; diese Reaktion
ist zeitabhingig und 1468t sich durch Behandlung mit A-Phosphatase wieder riickgingig
machen.

Um zu iiberpriifen, ob auch Myosin-Va aus Huhn durch MIHCK phosphoryliert wird, wurde
der Assay mit allen drei Myosinen wiederholt. Da von dem nativen G. gallus Myosin-Va nur
sehr wenig Protein zur Verfiigung stand, wurde die Menge an eingesetztem Myosin in allen
Ansitzen auf jeweils 0,5 pug pro Auftragung reduziert. In Abbildung 3.33 ist die Auswertung
des Assays mit dem Phosphoimager dargestellt.

Gg MVa—

«—Dd MVb-2R
MIHCK—

«—Dd MIB-His

Abb. 3.33: Vergleich der Phosphorylierung von Gg Myosin-Va, Dd Myosin-Vb und Dd Myosin-IB mit Hilfe
eines Kinase-Assays. 1-3: Gg MVa; 4-6: Dd MVb-2R; 7-9: Dd MIB-His. 1, 4, 7: 1 min. Inkubation, 2, 5, 8: 60
min. Inkubation, 3, 6, 9: Zugabe von A-Phosphatase nach 60 min. und Inkubation fiir weitere 45 min. (Gg MVa:
200 kDa, Dd MVb-2R: 122 kDa, Dd MIB-His: 80 kDa, MIHCK: 96 kDa; Myosin-Konzentration: 0,5 pg/lane).

Alle drei Myosine werden durch MIHCK phosphoryliert. Myosin-IB zeigt das stirkste Signal,
Myosin-Vb wird etwa vergleichbar phosphoryliert. Die Bandenintensitit fiir das native G.
gallus Myosin-Va ist sehr viel schwicher; allerdings mufite das Protein fiir den Assay
aufkonzentriert werden, da es in sehr geringer Konzentration vorlag. Dadurch konnte die
Konzentration der Myosinlosung nicht genau bestimmt werden. Aus der Intensitit der Banden
auf dem Gel 146t sich abschétzen, da3 nur 0,1 pg Myosin-Va geladen wurde. Bei der in allen
Ansitzen auftauchenden Bande mit niedrigem Molekulargewicht (ungefahr 40 kDa) konnte es
sich um die autophosphorylierte katalytische Doméne der MIHCK handeln.

Alle drei Myosine konnten durch A-Phosphatase dephosphoryliert werden. Beide Klasse V
Myosine sind also Substrate fiir die Myosin Klasse I Schwerkettenkinase aus 4. castellanii.



Ergebnisse 109

Kinaseassays mit radioaktiv —markiertem v-"P-ATP wurden etabliert und die
Phosphorylierung von zwei Klasse V Myosinen aus unterschiedlichen Organismen durch
Acanthamoeba castellanii MIHCK konnte nachgewiesen werden.

Da zeitgleich in der Arbeitsgruppe von H. Wolfes (Institut fiir Biophysikalisch Chemie,
Medizinische Hochschule Hannover) die katalytische Domédne von MIHCK rekombinant im
Baculovirus/ SF9 System exprimiert und aufgereinigt wurde, sollte diese im neu etablierten
Kinaseassay getestet werden. Parallel wurde auch die Kinase MARK2 (microtubule-
associated protein/microtubule affinity regulating kinase, [Drewes et al., 1997]) eingesetzt,
um die Spezifitit verschiedener Kinasen flir unterschiedliche Myosine zu iiberpriifen. Die
Kinase MARK?2 phosphoryliert die Mikrotubuli-assoziierten Proteine tau, MAP2 und MAP4,
was zu deren Dissoziation von den Mikrotubuli fiihrt.

A B

1 2 3 4 1 2 __g__r 4
GeMVa— el = GeMVa— i S8
Dd MVb-2R— w Dd MVb-2R— 4
, B s MARK2— . 88 .
Dd MIB-His— *4 - T cpamiBis

= S 2

gﬁ iz ?‘;’g

MIHCK— | . . e
kat. Doméne AR "o

bl P gt St Rl s |

Abb. 3.34: Phosphorylierung von Myosinen durch verschiedene Kinasen. A) Phosphorylierung durch die kataly-
tische Doméne von MIHCK. 1: Gg MVa; 2: Dd MVb-2R; 3: HMM; 4: Dd MIB-His. B) Phosphorylierung durch
MARK?2. 1: Gg MVa; 2: Dd MVb-2R; 3: HMM; 4: Dd MIB-His. (Gg MVa: 200 kDa, Dd MVb-2R: 122 kDa,
HMM: 150 kDa, Dd MIB-His: 80 kDa, katalytische Doméne der MIHCK: 35 kDa, MARK2: 85 kDa; Myosin-
Konzentration: 1 pg/lane).

In Abbildung 3.34 sind die Ergebnisse der Kinaseassays mit der katalytischen Doméne von
MIHCK (A) und MARK2 (B) dargestellt. Die katalytische Domine der MIHCK
phosphoryliert die Klasse V Myosine sowie Myosin-IB sehr effektiv. Alle drei Myosine
zeigen ein sehr deutliches Signal, die vergleichbare Intensitit der autophosphorylierten
Kinase-Bande als interner Standard fiir die geladene Proteinmenge bestdtigt dies. Das als
Kontrolle ebenfalls im Assay mitgefiihrte HMM (Heavy Meromyosin aus New Zealand
White Rabbit, konventionelles Myosin-II) wird nicht von der katalytischen Domine der
MIHCK phosphoryliert. Eine unspezifische Phosphorylierung exponierter Serin-, Tyrosin-
oder Threoninreste auf Oberflichenschleifen der Myosine (Schleife-1 bis -4) kann daher
ausgeschlossen werden.

Die ebenfalls untersuchte Kinase MARK2 zeigt ein abweichendes Phosphorylierungsmuster
der vier Myosine. Wihrend G. gallus Myosin-Va zumindest schwach phosphoryliert wird und
D. discoideum Myosin-Vb ein vergleichbar starkes Signal wie bei der Behandlung mit
MIHCK aufweist, ist bet HMM und Myosin-IB keine Phosphorylierung nachweisbar. Obwohl
MARK?2 keine Myosinkinase ist, scheint die Spezifitit von MARK2 der Aminosduresequenz
und/ oder der Tertidrstruktur der Phosphorylierungsstelle von Klasse V Myosinen ndher zu
kommen als der von Klasse I Myosinen.
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3.6.2. Identifizierung der Phosphorylierungsstelle durch Massenspektrometrie

Die im vorigen Kapitel gezeigten Ergebnisse der Phosphorylierungs-Assays liefern erste
Hinweise darauf, daB3 D. discoideum Myosin-Vb im Bereich der Motordoméane phosphoryliert
wird. Deshalb sollte die genaue Phosphorylierungsstelle mit Hilfe der Massenspektrometrie
identifiziert werden.

Um geniigend Protein fiir die Analyse zur Verfiigung zu haben, wurden jeweils 50 ug MVb-
2R préparativ phosphoryliert (mit MIHCK, s. Kapitel 2.6.12.) bzw. dephosphoryliert (mit A-
Phosphatase, s. Kapitel 2.6.13.). Nach der Auftrennung der Proben iiber SDS-PAGE wurden
die Myosinbanden ausgeschnitten, die restliche Probenaufbereitung sowie die
massenspektrometrische Analyse mittels nESI-Q-TOF-MS/MS wurde (wie in Kapitel 2.6.14.
beschrieben) in Kooperation von T. Reinl und Dr. L. Jénsch (Helmholtz-Zentrum fiir
Infektionsforschung, Braunschweig) durchgefiihrt.

Es wurde eine vergleichende massenspektrometrische Untersuchung der phosphorylierten und
dephosphorylierten Myosin-Vb Proben durchgefiihrt. Dabei wurde in der MIHCK-
behandelten Probe bei der automatischen Auswertung eine Masse gefunden wurde, die nicht
in der A-Phosphatase behandelten Probe vorhanden ist. Die Masse betrdgt 1005,16 Da. Um
sicherzugehen, daf3 diese Masse nicht doch auch in der mit A-Phosphatase behandelten Probe
vorhanden ist und nur nicht fiir Fragmentierungsexperimente ausgewihlt wurde, wurden die
Spektren auch manuell mit dem Programm MassLynx ausgewertet (s. Abbildung 3.35).
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Abb. 3.35: Auswertung der MS/MS-Fragmentspektren mit dem Programm MassLynx. Die Masse 1005,16 Da
wurde nur in der MIHCK behandelten Probe gefunden (B), nicht aber in der mit A-Phosphatase behandelten (A).
Spektrum von T. Reinl und L. Jédnsch (Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung, Braunschweig).

Die in der A-Phosphatase-Probe gefundenen Isotopenmuster sind auch in der MIHCK-Probe
vorhanden. Da die Y-Skala allerdings prozentual kalibriert ist und in der MIHCK-Probe die
Masse von 1005,16 Da eine hohe Countzahl (168, Ecke rechts oben im Spektrum B) zeigt,
erscheinen die tbrigen Peaks viel geringer. Sie entsprechen in der Countzahl den
korresponierenden Peaks der A-Phosphatase-Probe.

Das nur in der MHCK-Probe gefundene modifizierte Peptid hat die Sequenz:

ESTSSSSINGINTSSPDGIPVTPPPSPMK
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Die automatische Auswertung ergab als Modifikation aufgrund der Differenz zur
Gesamtmasse phosphoryliertes Serin oder Threonin. Die manuelle Auswertung bestétigte die
Phosphorylierung von Serin-2 des oben abgebildeten Peptids, teilweise war aber auch
Threonin-3 phosphoryliert. Aufgrund der maéBigen Qualitdt der Spektren konnte die
Zuordnung zu einer dieser beiden Aminosduren nicht als eindeutig abgesichert werden.

Ein Vergleich der Peptidsequenz mit der Sequenz der Motordoméne von D. discoideum
Myosin-Vb zeigte eine Lokalisierung der putativen Phosphorylierungsstelle im Bereich von
Schleife-1 (s. Abbildung 3.36).

Consensus SGESGAGKTEXTKKXMQYLAXVSGXXSASGSX——=====— = mmm e — VEEXVLXSNPLLE

Peptid 0 ———mmmmmmmmmmmm—— e EESSSSINGINTSSDGIPVTPPPSPMK ————————————————————

Dd M-Vb 173 SGESGAGKTETTKFLLQYFAAMGNMIKESTSSSSINGINTSSDGIPVTPPPSPMKKSPVDKSVEERVLESTPLLE

Gg M-Va 162 SGESGAGKTVSAKYAMRYFATV-—-——-—--— SGSASEAN-————————————————————————— VEEKVLASNPIME

Dd M-II 182 TGESGAGKTENTKKVIQYLASV-—-—=—-—— AGRNQANGSG-———=——==——=—=——————————— VLEQQILOANPILE
P-Schleife Schleife-1

Abb. 3.36: Sequenzvergleich des phosphorylierten Peptids mit der Sequenz von D. discoideum Myosin-Vb, G.
gallus Myosin-Va und D. discoideum Myosin-I1. Die Phosphorylierungsstelle ist unterstrichen hervorgehoben,
zur Orientierung sind auch die P-Schleife und Schleife-1 gekennzeichnet.

Die Aminoséduren Serin-2/ Threonin-3 des Peptids befinden sich im N-terminalen Bereich der
erweiterten Schleife-1 von D. discoideum Myosin-Vb. Wihrend D. discoideum Myosin-II in
diesem Bereich nur einen phosphorylierbaren Serinrest aufweist, befindet sich an der zu
Serin-2 homologen Position bei G. gallus Myosin-Va ebenfalls ein Serin, welches als
Phosphorylierungsstelle in Frage kommen konnte. Die putative Phosphorylierungsstelle von
D. discoideum Myosin-Vb befindet sich bei Serin-208 und Threonin-209 der
Aminoséduresequenz.

3.6.3. Charakterisierung der Schleife-1-Mutante von D. discoideum Myosin-Vb

Nach der Lokalisierung der Phosphorylierungsstelle von D. discoideum Myosin-Vb wurden
Konstrukte mit einer Mutation des Schleife-1-Bereiches entworfen. Dadurch sollte die
Charakterisierung des Phosphorylierungseinflusses auf den kinetischen Mechanismus dieses
Motors ermoglicht werden. Die Aminoséurereste Serin-208 und Threonin-209 wurden durch
zielgerichtete Mutagenese mittels PCR zu Glutamat und Aspartat verdndert. Die
synthetisierten Plasmide fiir Motordomadnenkonstrukte mit und ohne kiinstlichen Hebelarm
und Oktahistidin- oder FLAG-fag wurden wie in 3.2. und 3.3. fiir das Wildtyp-Konstrukt
beschrieben transformiert, selektiert und auf Expression untersucht. Alle Konstrukte zeigten
dem Wildtyp vergleichbare Expression, von den Konstrukten mit kiinstlichem Hebelarm
(MVb TP_2R-His und MVb ""™P-2R-FLAG) wurden Proteinaufreinigungen im priparativen
MaBstab durchgefiihrt. Abbildung 3.37 zeigt exemplarisch die Aufreinigung des MVb®'=P-
2R-FLAG-Konstruktes.




112 Ergebnisse
o B RS O F Gk R R RT
- -
E E — b — —MVbSTEPOR-FLAG
-
-

Abb. 3.37: Coomassie Blue-gefirbtes 10%iges PAA-Gel der Aufreinigung von MVb®"*P-2R-FLAG. M: Marker,
1: geladene Proteinlosung, 2: Durchfluf3 der anti-FLAG-Séule nach dem Laden, 3: Niedrigsalz-Waschfraktion, 4-
10: Fraktionen der anti-FLAG-Saule nach Elution mit 100 pg/ml FLAG-Peptid. Die Fraktionen 4 bis 10 wurden
vereinigt, dialysiert, aufkonzentriert und bei -80°C gelagert.

Um den EinfluB3 der Schleife-1-Mutation auf die Funktionalitdt von D. discoideum Myosin-
Vb aufzukldren, wurde zunichst das kinetische Verhalten im FlieBgleichgewicht mittels
steady-state-ATPase-Messungen untersucht.

Wie Abbildung 3.38 zeigt, werden mehrere der steady-state-Parameter durch die
Phosphorylierung von Schleife-1 bzw. deren Nachahmung durch Einfiihrung von negativ
geladenen Aminoséuren verdndert. Die basale ATPase-Aktivitdt steigt um den Faktor 5 von
0,069 s auf 0,35 s”'. Die maximal erreichbare Umsatzgeschwindigkeit, erhalten aus der
Anpassung einer Hyperbel an die MeBwerte, steigt von 11,6 s (fiir den Wildtyp) auf 17,1 s™'
fiir die Schleife-1-Mutante. Die Affinitit zu Aktin in Anwesenheit von ATP, K, ist nicht
stark veréndert, sie steigt von 27,0 uM fiir den Wildtyp auf 21,8 uM fiir die Mutante. Aus den
Michaelis-Menten Parametern sowie aus der Steigung der Geraden, die an die MelBwerte bis
10 bzw. 5 puM Aktin angepalit werden konnte, wurde die Kopplungseffizienz kca/Kapp
errechnet. Diese betrigt 0,43 flir den Wildtyp und steigt fiir die Schleife-1-Mutante um den
Faktor 2 auf 0,8.
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Abb. 3.38: Aktin-aktivierte steady-state-ATPase von Myosin-Vb (Wildtyp) und Myosin-Vb (Schleife-1-
Mutante). (A) Die ATPase-Aktivitit wurde gegen die Aktin-Konzentration aufgetragen und im Bereich von 0 bis
10 uM (MVD) bzw. 0 bis 5 uM Aktin an eine lineare Funktion angepalit. (B) Die ATPase-Aktivitit wurde gegen
die Aktin-Konzentration aufgetragen und an die Daten wurde eine Hyperbel angepaft.
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Insgesamt weisen alle Verdnderungen bei den steady-state-Parametern darauf hin, dafl die
Schleife-1-Mutante eine aktivierte Form von Myosin-Vb darstellt. Sowohl die basale ATPase
als auch die maximal Aktin-aktivierte ATPase sind erhéht. Die hohere Kopplungseffizienz
sowie der niedrigere Wert fiir K,,, weisen auerdem darauf hin, dafl bei der Mutante die
Kopplung zwischen Aktinbindung und Nukleotidbindung gegeniiber dem Wildtyp erhdht ist.

Tab. 3.7: steady-state-Parameter der Aktin-aktivierten ATPase-Aktivitét

Myosin basale ATPase (s')* | ket 57)° | Kapp (UM)® | kcat/Kapp (uM1s71)°
Dd M-Vp>'*P 0,35+ 0,05 17,1+1,5 | 21,8+438 0,8
Dd M-Vb (wt) 0,069 + 0,01 11,6 0,8 27+7 0,43
Gg Myosin-Va* 0,03 15 1,4 11

* aus: De La Cruz, 1999

Reaktionsbedingungen: 25 mM HEPES, pH-Wert 7,3; 25 mM KCl und 5 mM MgCl, bei 25 °C.

¥ Die basale ATPase-Aktivitit entspricht der ATP-Umsatzgeschwindigkeit ohne Aktinfilamente

® Die Werte fiir k., und Kqpp wurden durch Beschreibung der Daten mit der Michaelis-Menten-Gleichung
erhalten.

9 Die Bindungskonstante 2. Ordnung fiir Aktin (kc./Kapp) Wurde durch Berechnung des Quotienten beider Werte
erhalten. Bei viel niedrigeren Aktin-Konzentrationen als K,,, konnte k./K,,, auch mit einer linearen
Regression aus der Steigung der Geraden bestimmt werden.

Nach der steady-state-Charakterisierung des Einflusses der Phosphorylierung sollten die pre-
steady-state-Eigenschaften untersucht werden. Die komplette kinetische Charakterisierung
der Schleife-1-Mutante von D. discoideum Myosin-Vb konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
abgeschlossen werden. Allerdings wurden einige der transientenkinetischen Parameter bereits
bestimmt. Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 3.8 aufgefiihrt und den Werten des
Wildtyp Myosin-Vb gegeniibergestellt.

Tab. 3.8: Vergleich der kinetischen Parameter von Myosin-Vb Wildtyp und Mutante.

Konstante Dd M-Vb (wt) Dd M-VbS™P
ATP-Bindung an Kiki; (uM's™) 0,19 + 0,08 0,21 + 0,08
Akto.Myosin kez (s) 150 £ 16 230 +20
mantADP-Dissoziation | k..p (s'l) 0,92+0,1 1,24+ 0,1
Aktin-Dissoziation Ka (s'l) 0,023 £ 0,001 0,022 £ 0,001

Wie man den Daten entnehmen kann, zeigt sich keine wesentliche Anderung bei den bisher
untersuchten Geschwindigkeitskonstanten. Weitere Messungen werden aufzeigen, durch
welche Verdnderungen innerhalb des ATPase-Zyklus der Myosin-Vb-Mutante die hdohere
basale und maximale ATPase-Aktivitdt hervorgerufen werden. Aullerdem muf} {iberpriift
werden, ob das phosphorylierte Myosin-Vb immer noch durch freie Magnesiumionen
reguliert wird und ob ein Einflul auf die Wechselwirkung mit ADP im aktingebundenen
Zustand besteht.
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3.7. Kristallisation der Motordomane von D. discoideum Myosin-Vb

Die Aufkldrung der Motordoménenstruktur von Myosinen erdffnet die Moglichkeit, die mit
transientenkinetischen Methoden aufgelosten Zustinde bestimmten konformationellen
Anderungen zuzuordnen, sowie die Koordinationsgeometrie in der Nukleotidbindungstasche
zu ermitteln, die Hinweise auf den Hydrolysemechanismus geben konnte. Dies vertieft das
Verstidndnis der molekularen Grundlagen des ATPase-Zyklus von Myosinen. Prozessive
Myosine zeigen die Besonderheit der hohen Aktin-Affinitdt in Anwesenheit von Nukleotiden.
Damit verbunden ist eine geringe Kopplung der Konformationsdnderungen in der
Nukleotidbindungstasche mit denen im Bereich der Aktinbindungsbereiche. Durch die
Aufklirung der Kristallstruktur von D. discoideum Myosin-Vb kénnen in Verbindung mit der
transientenkinetischen Charakterisierung tiefere FEinblicke in die Struktur-Funktions-
beziehungen eines prozessiven Myosins gewonnen werden.

In der Vergangenheit konnte bereits die Struktur von verschiedenen Myosinen und
Myosinkonstrukten aus D. discoideum aufgekldrt werden. Dazu gehort das S1-Fragment von
Myosin-II [Rayment et al, 1993], die Motordoméne von D. discoideum Myosin-1I in
verschiedenen Nukleotidkonformationen [Fisher et al., 1995; Smith et al., 1995; Smith et al.,
1996; Gulick et al., 1997] sowie mit einem kiinstlichen Hebelarm aus zwei o-Aktinin-
Molekiilen [Kliche et al., 2001]. Auch die Struktur der Motordoméne von D. discoideum
Myosin-II fusioniert mit der GTPase Doméne von D. discoideum Dynamin A [Niemann ef al.,
2001] sowie der GTPase Doméne von R. norwegicus Dynamin 1 [Reubold et al., 2005]
konnte geldst werden, wobei die Motordoméne als Kristallisations-tag und zur Losung des
Phasenproblems genutzt wurde. Mit der Aufklarung der Struktur von Myosin-IE [Kollmar et
al., 2002] wurde auch erstmals die Struktur eines unkonventionellen Myosins aus D.
discoideum gelost.

Fiir die Kristallisation von D. discoideum Myosin-Vb wurden verschiedene Proteinkonstrukte
aufgereinigt und eingesetzt. Die mit einem Oktahistidintag verkniipften Konstrukte MVb-2R-
His und MVb-His wurden {iber vier verschiedene Chromatographiestufen zur Homogenitét
aufgereinigt. Die mit einem FLAG-tag versehenen Konstrukte MVb-2R-FLAG sowie MVb-
FLAG wurden direkt nach der aFLAG-Affinitdtsaufreinigung eingesetzt, da hier die Reinheit
bereits ausreichend hoch war. Fiir alle Konstrukte, die fiir die Kristallographie eingesetzt
wurden, wurde die enzymatische Aktivitdt der Myosine durch Messung der Aktin-aktivierten
ATPase-Aktivitét verifiziert.

In Anlehnung an die erfolgreiche Kristallisation des Fusionskonstruktes aus der Motordoméne
von D. discoideum Myosin-I1 und der R. norwegicus Dynamin 1 GTPase Doméane wurde auch
ein Fusionskonstrukt aus der Motordoméine von Myosin-Vb und der GTPase Doméne von R.
norwegicus Dynamin 1 konstruiert, aufgereinigt und zur Kristallisation eingesetzt [Reubold ef
al., 2005]. Alle Myosinpriparationen wurden in hochster Reinheit und mit einer
Konzentration von 7,5 bis 15 mg/ml bereitgestellt.

Alle zuvor beschriebenen Konstrukte ergaben nach 3 bis 14 Tagen nadelférmige Kristalle, die
eine Ausdehnung von einigen Millimetern in eine Raumrichtung, aber nur von 10 — 30 um in
die anderen Dimensionen hatten. Teilweise konnten auch kompaktere, hexagonale Kristalle
erhalten werden (s. Abbildung 3.39), die allerdings eine Dicke von nur 10 um hatten.

Zur Optimierung der Kristallisation wurden Ansdtze im High-Throughput Myosin-Fusions-
Screen (MFS-HT, [R. Fedorov, nicht publiziert]) bei verschiedenen Temperaturen (4°C, 8°C
und 12°C) und mit verschiedenen Nukleotidanaloga durchgefiihrt. Auerdem wurde versucht,
die Schleife-1-Mutante von Myosin-Vb (s. 3.6.3.) zu kristallisieren, da vermutet wurde, dal3
bei den Wildtyp-Priparationen das Vorhandensein einer Mischpopulation aus
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phosphoryliertem und nicht phosphoryliertem Myosin zu einer nicht homogenen
Proteinlosung fithren konnte.

Abb. 3.39: Hexagonaler Proteinkristall von MVb-2R-His. Zusammensetzung der Cryoprotectant-Losung:
50 mM TRIS-HCI, 140mM NaCl, 15 % (w/v) PEG8000, 8 % (v/v) MPD, 12 % (v/v) PEG400, 5 mM MgCl,,
5 mM DTT, 1 mM EGTA, pH 7.6. Die Lange des Balkens betrdgt 50 pm.

Die erfolgversprechendsten Kristalle jedes Konstruktes wurden zur Aufnahme der
Rontgenstreuung am Synchrotron DESY/EMBL, Hamburg, Beamline X-11 vermessen. Zur
Verbesserung der Qualitidt der Aufnahmen wurden einzelne Kristalle auch am Synchrotron
ESRF, Grenoble, Beamline 14-2 sowie der Microfocus Beamline ID 13 vermessen.

Trotz aller Optimierungsversuche konnte bisher keine ausreichende Qualitdt der
Proteinkristalle erreicht werden, um mit den Daten der Rontgenstreuung die Struktur von D.
discoideum Myosin-Vb zu losen. Tabelle 3.9 gibt eine Zusammenfassung der bisher
erhaltenen Kristallparameter und der bestimmten Raumgruppe.

Die Beugungsdatensitze von Proteinkristallen von MVb-2R wurden mit monochromatischer
Synchrotronstrahlung der Wellenliinge 0.933 A am MeBplatz ID14-2 des ESRF (Grenoble,
Frankreich) auf einem CCD-Detektor aufgenommen.

Tab 3.9: Vorldufige Ergebnisse der Rontgenstrukturanalyse von MVb-2R (Apo-Form), Beugungsdaten bis 15°.

Data collection

Beam-Line ID14-2, ESRF
Wave length 0.933 A
Resolution of data 33A

No. of observations / unique reflections | 6108 / 4640

Completeness (total / high) 19.6 %/ 19.8 %
<I/o(I)> (total / high) 56/19
Rgym (total / high) 7.8%/31.7%

Crystal parameters
Group C2
Cell parameters: a, b, ¢, o, B, v 321.5A,72.5A,54.2 A, 90°, 94.5°, 90°
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3.8. Untersuchungen der Nackenregion und der Regulation von
D. discoideum Myosin-IC

D. discoideum exprimiert siecben Myosine der Klasse I: Myosin-IA bis Myosin-IG [Kollmar,
2006]. Diese konnen in vier Unterklassen unterteilt werden. Myosin-IB, Myosin-IC und
Myosin-ID gehdren zur Unterklasse IC. Sie sind im aktinreichen Zellcortex in migrierenden
Zellen, an Zell-Zell-Kontaktstellen und in Filopodien lokalisiert [Morita ef al., 1996; Peterson
et al., 1995; Fujita-Becker ef al., 2005]. Sie besitzen alle in ihrer Schwanzregion polybasische
Bereiche, die zur Interaktion mit anionischen Phospholipiden dienen, sowie
nukleotidunabhidngige Aktinbindungsdominen [Doberstein und Pollard, 1992; Novak und
Titus, 1998]. Sie erfiillen &hnliche, {tberlappende Aufgaben beim Organell- und
Membrantransport, Endo- und Exocytose und der Aufrechterhaltung der Zellstruktur [Soldati
et al., 1999].

Myosin-IC ist ein ungewohnliches Mitglied dieser Unterklasse, da es in der Nackendoméne
nicht ein sondern drei IQ-Motive aufweist. Das konnte darauf hinweisen, dall es trotz
dhnlicher Lokalisierung und zelluldrer Funktion eine Sonderstellung unter den Klasse I
Myosinen von D. discoideum einnimmt.

3.8.1. Sequenzanalyse und Generierung der Expressionsvektoren

Im Gegensatz zu Myosin-II und Myosin-IE besitzt Myosin-IC vor dem ersten IQ-Motiv eine
weitere putative Bindungsstelle fiir leichte Ketten. Diese zeigt hohe Homologie zu einem
entsprechenden Sequenzmotiv im Nackenbereich von Myosin-VI (s. Abbildung 3.40), das
dort als Bindungsstelle fiir ein Calmodulin-dhnliches Protein dient [Bahloul ef al, 2004].
Dieses ist ein struktureller Bestandteil der Nackendomine von Myosin-VI und stabilisiert die
entgegengesetzte Orientierung des Hebelarmes. Auch bei Myosin-IC konnte dieses Motiv als
Bindungsstelle fiir eine leichte Kette dienen, fiir die Umkehr der Bewegungsrichtung geeignet
sein oder durch Umfaltung den Motor in eine aktive bzw. inaktive Form iiberfiihren.
AuBerdem konnte der verlingerte Nackenbereich einen groBBeren Kraftschlag im Vergleich zu
den anderen Klasse I Myosinen ermoglichen, wie bereits fiir Klasse X Myosine postuliert
wird.

CaMLP
MyoVI: ’*®.DQIMKSDPDHLAELVKRVNHWLICSRWKKVOW-CSLSV-IKLKN
MyoIC: °**EETRERYWHDMASRIK--NAYRN---YKAFQFECSNRIKNAFRN
MyoII: ">>EEAREQ------- RI--———-m——mmmmmmm o SEIIKA----
MyoIE: ®®°EEKREL---EMP-RI-———-——— - oo

IQ-Motiv
MyoVI: KIKYRAEACIKMOKTIRMWLCKR-RHKPRIDG--LVKVGTLKKRL
MyoIC:  YKLYRQRCAQTIQGYFRAWKQASPFFDLRMONEQLFQGRKERNRF
MyoII:  ——————————o IQAATRGWIARKVYKQAREHTVAARI TQQRNLRA
MyoIE:  VTL---—-—-- IQKTWRGYRARSKWNQRK----AAIKIQLFYRSY

Abb. 3.40: Multiple Alignment der Nackendomidnen von Sus scrofa Myosin-VI und den Dictyostelium
discoideum Myosinen Myosin-IC, Myosin-IE und Myosin-II. Identische Aminoséurereste sind in rot,
konservierte in blau gezeigt. IQ-Motiv: Bindungsstelle fiir leichte Ketten/ Calmodulin; CaMLP: Bindungsstelle
fiir Calmodulin oder Calmodulin-dhnliche leichte Ketten.
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Um untersuchen zu koénnen, ob D. discoideum Myosin-IC fiir den riickwirts gerichteten
Transport geeignet ist, sowie den Einflul der Nackendomine und der leichten Ketten auf die
Bewegungsrichtung zu charakterisieren und auch kinetische Untersuchungen der
Motordoméine vornehmen zu konnen, wurden verschiedene rekombinante Proteinkonstrukte
von Myosin-IC entworfen.

Da Myosin-IC bisher nicht in vitro untersucht wurde, mufliten zundchst alle
Expressionsvektoren kloniert werden. Wie unter 2.4.7. [Charette und Cosson, 2004]
beschrieben, wurde dazu genomische DNA aus D. discoideum AX2 Zellen isoliert und daraus
mittels PCR Gensequenzen fiir verschiedene Motordomédnenkonstrukte amplifiziert. Die
erhaltenen DNA-Fragmente wurden wie unter 3.2. fiir Myosin-Vb beschrieben iiber die
Schnittstellen BamHI und Xhol in verschiedene Expressionsvektoren kloniert. Eine
schematische Darstellung der generierten Konstrukte ist in Abbildung 3.41 zu sehen. Die in
der Motordomine angegebene Zahl entspricht der Anzahl an Aminoséuren, die dem Myosin-
IC Gen entstammen. Das Konstrukt ,,697° besteht aus den ersten 697 Aminosduren von
Myosin-IC, das entspricht der Motordoméne. ,,743* enthilt auler der Motordoméne noch die
Aminosduren der darauffolgenden putativen Bindungsstelle fiir leichte Ketten (/nserf). Das
Konstrukt ,,769* enthélt die Aminosduren der Motordomine, der putativen Bindungsdomine
sowie des ersten IQ-Motives.

Insert

W )| Myosin-I1C

C697-His/FLAG

| [] C697-2R-YFP-His

)
[ 743AA T] | [] C743-2R-YFP-His
<

| ||  C769-2R-YFP-His

Abb. 3.41: Schematische Darstellung der generierten Konstrukte zur Expression von D. discoideum Myosin-IC.
Der Pfeil markiert die Position des erweiterten Nackenbereichs. Blau: Motordoméne; tiirkis: Insert; rot: 1Q-
Motiv; (++): Membranbindungsdoméne; GPA: Glycin-Prolin-Alanin-reiche Doméne fiir ATP-unabhingige
Aktinbindung; ¢: SH3 (src-homology domain-3) Doméne; griin: kiinstlicher Hebelarm aus 2 o-Aktinin-
Molekiilen (2R); gelb: YFP; blau-griin: Oktahistidin- oder FLAG-tag.

Die Konstrukte sollten zur Expression von Protein zur kinetischen Charakterisierung (C697-
His/FLAG) sowie zur funktionalen Charakterisierung, der Bestimmung der Motilitét und der
Identifizierung der leichten Ketten eingesetzt werden (Konstrukte mit Insert und/oder 1Q-
Motiv).

Fiir Klasse I Myosine ist bekannt, dal3 sie durch Phosphorylierung der TEDS-Stelle der
Motordoméne reguliert werden [Brzeska und Korn, 1996; Yamashita und May, 1998]. Von
allen Konstrukten wurden deshalb {iber zielgerichtete Mutagenese auch Versionen generiert,
bei denen das Threonin an der TEDS-Stelle (T341) durch Glutamat ersetzt wurde.
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3.8.2. Expression und Aufreinigung von verschiedenen Myosin-1C-Konstrukten

Alle genannten 12 Konstrukte wurden in D. discoideum transformiert und die erhaltenen
Klone auf Expression getestet. Abbildung 3.42 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der
analytischen Proteinpriparation der Motordomdnenkonstrukte C697-FLAG und C697-2R-
YFP sowie der Konstrukte mit /nsert und 1Q-Motiv C769-FLAG und C769-2R-YFP.

Wie dem PAA-Gel zu entnehmen ist, werden die Motordoménenkonstrukte hoch exprimiert,
die Expressionslevel der Konstrukte mit Nackendoméne und 1Q-Motiv sind viel geringer. Die
Expressionsstirke der C743-Konstrukte, die zwar den N-Terminus der Nackendoméne, nicht
aber das IQ-Motiv enthalten, liegt dazwischen (nicht gezeigt). Die Expressionsstirke der
Mutanten mit aktivierter TEDS-Stelle (T341E) liegt fiir alle Konstrukte unterhalb der des
Wildtyps.

«—C769-2R-YFP
«—C697-2R-YFP

«—C769-FLAG

_ «ll 2 =_
Abb. 3.42: Coomassie Blue-gefarbtes 10%iges PAA-Gel von aufgereinigtem C697-FLAG (1 und 2, ~80 kDa)
sowie der Expressionsanalyse von verschiedenen Myosin-IC Konstrukten. Aufgetragen sind jeweils Pellet und
Uberstand des letzten Extraktions-Zentrifugationsschrittes. M: Marker, 3+4: C697-FLAG (~80 kDa), 5+6: C769-
FLAG (~85 kDa), 7+8: C697-2R-YFP-His (~138 kDa), 9+10: C769-2R-YFP-His (~147 kDa).

Es wurden préparative Proteinaufreinigungen einiger Konstrukte durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 3.10 zusammengefaft.

Tab. 3.10: Priparative Aufreinigungen von Myosin-IC Konstrukten
Konstrukt Menge Bemerkung
C697-2R-YFP-His ~ 27 mg | prazipitiert bei Salzkonzentrationen unter 300 mM
C697-His 5,5mg | prazipitiert beim Einkonzentrieren
C697-FLAG ~0,3 mg | hohe Reinheit
C769-2R-YFP-His ~0,2 mg | prézipitiert bei Salzkonzentrationen unter 300 mM
C769-2R-YFP-His ~0,5 mg | stabil bei 500 mM KCl
C769-FLAG <0,1 mg | geringe Expression
C697*"E-FLAG ~0,2 mg | hohe Reinheit
C697"*"E-FLAG ~0,8 mg | hohe Reinheit
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3.8.3. Untersuchung der Phosphorylierung von D. discoideum Myosin-1C

Da Myosin-IC zu den Klasse I Myosinen gehort, wird vermutet, daf3 es, wie auch Myosin-IB,
Myosin-ID und Myosin-IE aus D. discoideum, durch Phosphorylierung im Bereich der
TEDS-Stelle aktiviert wird. Deshalb wurde mit Kinase-Assays mit radioaktiv markiertem
y-P-ATP iiberpriift, ob sich aufgereinigte Myosin-IC Proteine mit der Myosin Klasse I
Schwerkettenkinase (MIHCK) phosphorylieren lassen. In Abbildung 3.43 ist das Ergebnis
von zwei Kinaseassays mit C697-2R-YFP sowie C697-FLAG dargestellt. Myosin-IC lésst
sich durch MIHCK aus 4. castellanii phosphorylieren, durch Zugabe von A-Phosphatase 14sst
sich die Phosphorylierung wieder riickgéngig machen. Der Kinaseassay mit C697-FLAG im
Vergleich zu einem Myosin-IB Konstrukt, bei dem das Serin in der TEDS-Stelle zu einem
Alanin mutiert wurde, sowie einem HMM zeigt, da3 Myosin-IC quantitativ phosphoryliert
wird, wahrend die Kontrollproteine kein Signal zeigen. Die Stirke des Signals ist vergleichbar
mit dem von Myosin-IB.

A

C697-FLAG —

MIHCK —

Abb. 3.43: Phosphorylierung von Myosin-IC Konstrukten mit MIHCK. A) Phosphorylierung von C697-2R-
YFP. 1:1 min. Inkubation, 2: 45 min. Inkubation, 3: Zugabe von A-Phosphatase nach 45 min. und Inkubation
fir weitere 45 min. (Myosin-Konzentration: 0,5 pg/lane). B) Phosphorylierung von C697-FLAG und
Kontrollproteinen mit der katalytischen Domine von MIHCK. 1: B698-S332A, 2: C697-FLAG, 3: HMM
(Myosin-Konzentration: 1 pg/lane).

Mit den aufgereinigten Motordoménenkonstrukten (C697-His, C697-FLAG) wurden
Messungen der basalen ATPase-Geschwindigkeit im FlieBgleichgewicht durchgefiihrt. Diese
ergaben fiir die Wildtypkonstrukte und die TEDS-Stellen Mutante C697>*'*-FLAG einen
Wert von Kpasa = 0,01 s, Dieser liegt um den Faktor 5-10 niedriger als die basale ATPase-
Aktivitit von Myosin-IB, Myosin-ID und Myosin-IE aus D. discoideum. Die Aktin-aktivierte
ATPase wurde fiir Wildtyp und Mutante bei 30 uM F-Aktin gemessen und ergab fiir beide
Konstrukte eine sehr geringe Aktivierung auf K,ivierr = 0,04 st

Die Funktionalitit des Konstruktes mit kiinstlichem Hebelarm als molekularer Motor wurde
durch die Messung der Bewegungsgeschwindigkeit von Aktinfilamenten im in vitro
Motilitdtsassay nachgewiesen. Das Konstrukt C697-2R-YFP-His zeigte nach ATP-Zugabe ein
SZittern™  der  fluoreszenzmarkierten  Aktinfilamente. Nach Phosphorylierung des
Myosinkonstruktes mit MIHCK aus A. castellanii konnte eine Bewegung der Aktinfilamente
mit einer Geschwindigkeit von 0,27 + 0,15 pm/s gezeigt werden. Fiir das Konstrukt mit der
erweiterten Nackendomidne und dem ersten IQ-Motiv, C769-2R-YFP-His, war keine
Bewegung feststellbar, nach Phosphorylierung wurde aber ebenfalls ein ,,Zittern der
Aktinfilamente beobachtet. Bislang konnten jedoch keine Bedingungen ermittelt werden, die
eine gleichmdfige Bewegung der Aktinfilamente bewirken. Diese Beobachtung konnte darauf
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hinweisen, daB3 die leichten Ketten zur Stabilisierung der Nackenregion fiir eine effektive
Translokation der Filamente fehlen oder das Protein in dieser Form nicht stabil genug ist.

Es wurden Expressionsvektoren fiir Konstrukte mit variierender Linge der Nackendomédne
und verschiedenen Affinitétstags sowie Mutationen im Bereich der TEDS-Stelle generiert und
nach Transformation exprimierende Klone isoliert. Die Aufreinigung der Konstrukte zeigte
eine Abhéngigkeit der Stabilitdit der Prédparationen von der Salzkonzentration. Die
Phosphorylierung der Motordomédne von Myosin-IC durch die Klasse I Schwerkettenkinase
aus A. castellanii wurde nachgewiesen. Die Wildtypkonstrukte zeigen eine basale ATPase-
Aktivitdt sowie die Fahigkeit zur Bewegung von Aktinfilamenten.

Die durchgefiihrten Untersuchungen legen eine Regulation von Myosin-IC durch
Phosphorylierung und die Stabilisierung der nackenregion durch leichte Ketten nahe, wobei
beide Mechanismen nach dem Prinzip eines Ein/Aus-Schalters wirken kénnen.

Durch diese Arbeiten konnte gezeigt werden, dall es sich bei den Konstrukten um aktive
molekulare Motoren handelt, wodurch die Grundlage fiir die kinetische und funktionale
Charakterisierung von D. discoideum Myosin-IC -insbesondere im Hinblick auf die
Regulation- geschaffen wurde.
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4. Diskussion

4.1. Kinetische Charakterisierung von Myosin-Vb aus D. discoideum

4.1.1. Expression und Aufreinigung von D. discoideum Myosin-Vb

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der ATPase-Zyklus von D. discoideum Myosin-
Vb durch eine umfassende kinetische Charakterisierung aufgeklért. Der niedere Eukaryot D.
discoideum exprimiert 13 verschiedene Myosine aus mindestens vier Klassen [Kollmar,
2006]. Im Gegensatz dazu exprimiert die Hefe S. cerevisiae nur fiinf Myosine aus drei
Klassen. D. discoideum eignet sich aufgrund der Vielzahl von Myosinen hervorragend als
Modellorganismus fiir die Untersuchung der Funktionen verschiedener Myosine. Die
Zusammensetzung des Myosin-Repertoires von D. discoideum kann also als Minimalmodell
fiir hohere eukaryotische Organismen angesehen werden.

Bisher wurde nur fiir Klasse V Myosine aus Wirbeltieren die prozessive Bewegung als
einzelnes Molekiil nachgewiesen. Die zwei Klasse V Myosine aus S. cerevisiae wurden
aufgrund von funktionalen Untersuchungen als nicht prozessiv eingestuft [Reck-Peterson et
al., 2001]. Hierbei fehlt jedoch die kinetische Charakterisierung. Fiir Myosin-V aus D.
melanogaster wurde aufgrund kinetischer Parameter eine niedrige duty-ratio ermittelt, es
wurde deshalb ebenfalls als nicht prozessiver Motor eingeordnet [Toth et al., 2005]. Es stellt
sich daher die Frage, ob Prozessivitit von Klasse V Myosinen eine spezielle Eigenschaft
hoherer Eukaryoten ist, oder ob auch Myosin-V aus Metazoen die kinetischen und
strukturellen Voraussetzungen fiir prozessives Verhalten besitzt.

Die kinetischen und funktionalen Experimente mit den bisher in der Literatur als prozessiv
eingestuften Klasse V Myosinen wurden anhand von nativ aufgereinigten oder im
Bacculovirus/SF9-System rekombinant exprimierten Myosinen durchgefiihrt [Mehta et al.,
1999; De La Cruz et al., 1999; Trybus et al., 1999; Wang et al., 1999; Rosenfeld und
Sweeney, 2004; Rosenfeld et al., 2005; Watanabe et al., 2006]. Die verwendeten Konstrukte
waren S1-Fragmente mit IQ-Motiven und den daran gebundenen essentiellen leichten Ketten
und/oder  Calmodulin. Die in  dieser  Arbeit untersuchten = Myosin-Vb-
Motordominenkonstrukte wurden ohne 1Q-Motive und leichte Ketten rekombinant in D.
discoideum exprimiert, um ausschlieBlich die kinetischen und funtionalen Eigenschaften der
Motordomine zu untersuchen. Dadurch konnen die gewonnenen Erkenntnisse mit den
Eigenschaften der bislang studierten Myosine verglichen werden. Fiir die Untersuchung der
Motoraktivitdt von Myosin-Vb mit Hilfe von in vitro Motilititsassays wurden Konstrukte mit
Hebelarm benétigt. Es wurde ein kiinstlicher Hebelarm eingesetzt, der eine Lange von 14 nm
hat, was einem natiirlichen Hebelarm von Myosin-V mit drei gebundenen leichten Ketten
entspricht.

Fir die Durchfilhrung der einzelnen Experimente sowie fiir die Kristallisation wurden
Motordoménenkonstrukte kloniert, im D. discoideum-System exprimiert und aufgereinigt
[Manstein und Hunt, 1995] (vgl. Kapitel 3.2., Tabelle 3.1). Das Expressionsniveau dieser
Konstrukte lag mit 0,3 bis 0,4 mg Protein pro Gramm Zellen unterhalb dem von bisher
aufgereinigten Myosin-I und Myosin-II Konstrukten. Bei einer typischen Myosinpriparation
aus 40 g Zellen konnten zwischen 12 und 15 mg rekombinantes Myosin-Vb isoliert werden.
Fiir die Kristallisation wurden weitere Reinigungsstufen etabliert und Konstrukte mit FLAG-
tag exprimiert [Knetsch ez al., 2002].
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4.1.2. D. discoideum Myosin-Vb zeigt kinetische Eigenschaften eines prozessiven
Motors

Der ATPase-Zyklus von D. discoideum Myosin-Vb wurde mit Hilfe von Messungen im
FlieBgleichgewicht sowie mit transientenkinetischen  Untersuchungen umfassend
charakterisiert. Das Ziel war eine Klassifizierung von Myosin-Vb anhand seiner kinetischen
Parameter. Auf der Grundlage der gewonnenen Daten wurden die géngigen Modelle zur
Beschreibung der kinetischen Mechanismen von Klasse V Myosinen iiberpriift und erweitert.
Wie bislang aus der Literatur hervorgeht, weist die Myosinklasse V eine heterogene
Zusammensetzung aus prozessiven und nichtprozessiven Motoren auf. Auch in anderen
Klassen, wie z.B. der Klasse I, sind Myosine gruppiert, die zwar phylogenetische und
strukturelle Parallelen aufweisen, sich aber funktional und kinetisch drastisch voneinander
unterscheiden. Daraus resultiert auch, dafl diese Myosine innerhalb der Zelle sehr
unterschiedliche Funktionen ausiiben konnen. Wéhrend beispielsweise prozessives Myosin-
Va in Sidugetieren als einzelnes Molekiil zytoplasmatische Vesikel transportieren kann,
miissen die nichtprozessiven Klasse V Myosine, sofern sie an Transportvorgingen beteiligt
sind, in operativen, prozessiven Einheiten aus vielen Molekiilen zusammenwirken, um die
Aufgabe des Vesikeltransportes zu erfiillen. Das gilt z. B. fiir Myosin-2p und Myosin-4p in S.
cerevisiae im Organelltransport [Titus, 1997; Bretscher, 2003] sowie fir D. melanogaster
Myosin-V in der Spermatogenese und im Vesikeltransport [Mermall et al., 2005; Toth et al.,
2005]. Dies erfordert andere Mechanismen der Rekrutierung dieser Transporter an den
Vesikeln und spezifische Regulationsmechanismen.

Die Grundlage der kinetischen Charakterisierung von D. discoideum Myosin-Vb bildet die
Bestimmung der katalytischen Aktivitit durch die Messung der basalen und der Aktin-
aktivierten ATPase-Aktivitdt. Wie ein Grof3teil der bisher untersuchten konventionellen und
unkonventionellen Myosine weist Mysoin-Vb eine basale ATPase-Geschwindigkeit von ~0,1
s auf. Die Aktivierung der ATPase-Aktivitdt durch den ,,Austauschfaktor” Aktin fiihrt zu
einer effektiven Erhohung der ATPase-Geschwindigkeit um etwa den Faktor 200. Diese
Aktivierung ist vergleichbar mit der von G. gallus Myosin-Va und steht im Kontrast zur nur
15-fachen Aktivierung der ATPase von Myosin-II. Fiir das Erreichen der maximalen ATPase-
Geschwindigkeit ist fiir D. discoideum Myosin-Vb eine viel hohere Aktin-Konzentration als
fiir Myosin-Va notwendig, da Kppakin) Um den Faktor 20 hoher liegt (27 uM gegeniiber 1,4
uM). Bisher wurde ein niedriger Kippakiny als wichtige Voraussetzung fiir prozessives
Verhalten angesehen. D. melanogaster Myosin-VIIB weist ebenfalls einen hohen Kippakin)
von 39 uM auf [Yang et al., 2005]. Fiir dieses Myosin wurde aufgrund der kinetischen
Charakterisierung eine hohe duty ratio sowie die kinetischen Voraussetzungen fiir prozessives
Verhalten gezeigt, nimlich eine geschwindigkeitsbestimmende ADP-Dissoziation aus dem
Aktomyosinkomplex sowie eine hohe Aktin-Affinitdt in Abwesenheit und Anwesenheit von
ADP. Spiter wurde die prozessive Bewegung von D. melanogaster Myosin-VIIB entlang von
Aktinfilamenten mit Einzelmolekiilmessungen bestétigt [Yang et al., 2006]. Ein niedriger
Kapp-Wert fiir Aktin ist somit keine notwendige Voraussetzung fiir Prozessivitit.

Als Ursache fiir die schwichere Aktin-Aktivierung der ATPase von D. melanogaster Myosin-
VIIB vermuten Henn und De La Cruz das fehlende positiv geladene Insert in Schleife-2
(Nettoladung -1, vgl. Sequenzvergleich Abbildung 3.4) [Henn und De La Cruz, 2005]. Auch
Krementsova et al. und Hodges et al haben nach Studien mit Chiméiren und
Mutationskonstrukten in Schleife-2 von Myosin-V postuliert, da3 die absolute Anzahl an
positiven Ladungen in Schleife-2 direkt mit dem Prozessivitdtsgrad korreliert [Krementsova
et al., 2006; Hodges et al., 2007]. Das steht jedoch im Widerspruch zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit iliber D. discoideum Myosin-Vb, da dieses wie nichtprozessives D.
discoideum Myosin-1I eine Nettoladung der Schleife-2 von +3 in dieser Region aufweist.
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Insgesamt scheint also nicht allein die Nettoladung, sondern auch die absolute Anzahl an
positiv und negativ geladenen Aminosduren in Schleife-2 sowie deren Position eine wichtige
Rolle fiir die Aktin-Affinitdit bzw. Aktin-Aktivierung und die Moglichkeit zu prozessiver
Bewegung zu spielen.

Im Folgenden wird der ATPase-Zyklus von D. discoideum Myosin-Vb diskutiert, wie er iiber
transientenkinetische Messungen der zugéinglichen Einzelschritte charakterisiert wurde. Die
Parameter werden dabei denen von weiteren Klasse V Myosinen gegeniibergestellt, um die
Gemeinsamkeiten und Unterschiede in den kinetischen Konstanten innerhalb der Klasse V
hervorzuheben.

Fiir die Reaktion von Myosin-Vb mit ATP konnte eine Fluoreszenzerhohung detektiert
werden. Dieses Fluoreszenzsignal zeigte im Gegensatz zu Kaninchen Myosin-S1 eine geringe
Amplitude [Bagshaw et al., 1974]. Des weiteren blieb die Amplitude bei steigender ATP-
Konzentration konstant, wéhrend sie bei Kaninchen Myosin-S1 abnimmt, weil sich das
Fluoreszenzsignal hier aus zwei Anteilen zusammensetzt, da sowohl die Isomerisierung (k)
als auch die ATP-Hydrolyse (k+; + k3) dazu beitragen. Fiir Myosin-Vb wird deshalb - in
Anlehnung an D. discoideum Myosin-II - die Fluoreszenzdnderung nur dem Hydrolyseschritt
zugeschrieben [Ritchie ef al., 1993; Kurzawa et al., 1997]. Diese Interpretation wird dadurch
gestlitzt, daB Myosin-Vb (wie auch Myosin-II) keine intrinsische Fluoreszenzénderung bei der
ADP-Bindung aufweist. Darliber hinaus fehlen Myosin-Vb zwei konservierte
Tryptophanreste im Bereich der Nukleotidbindungstasche (W113 und W131 in Kaninchen
Myosin S1; N108 und N126 in Myosin-Vb), die mit der Fluoreszenzdnderung bei der ATP-
und ADP-Bindung in Verbindung gebracht werden. Die maximale Geschwindigkeit der
Fluoreszenzidnderung bei der ATP-Bindung entspricht also bei D. discoideum Myosin-Vb der
Geschwindigkeit des Hydrolyseschrittes, der mit einer Geschwindigkeit von 410 s™ sehr viel
schneller ablduft als bei Myosin-II (30 s). Eine vergleichbar hohe Hydrolysegeschwindigkeit
weisen M. musculus Myosin-V (200 s™) sowie G. gallus Myosin-Va (750 s7) auf [Trybus et
al., 1999; De La Cruz et al, 1999]. Dadurch konnen diese prozessiven Myosine im
aktinfreien Zustand gebundenes ATP sehr schnell hydrolysieren und im M.D.P; bzw. im M.D
Zustand schneller wieder in einen schwach bzw. stark aktingebundenen Zustand iibergehen.
Die schnelle Hydrolysegeschwindigkeit trigt also fiir D. discoideum Myosin-Vb maligeblich
dazu bei, die Zeitspanne des von Aktin dissoziierten Zustandes zu minimieren.

Die Bindungs- und Dissoziationsreaktionen von ADP mit Myosin-Vb in Abwesenheit von
Aktin zeigten ein biphasisches Verhalten. Die Geschwindigkeitskonstanten der schnellen
Phase sind mit einer Fluoreszenzidnderung von 1,5 % nicht abhingig von der eingesetzten
ADP-Konzentration und liegen im Mittel bei 84,2 s'. Hierbei konnte es sich um die
Geschwindigkeit eines fluoreszenzsensitiven Isomerisierungsschrittes handeln, der auf die
Bindung des ADP  folgt. Dafiir spricht auch, daB die beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten unabhingig von der eingesetzten ADP-Konzentration sind. Die
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten der langsamen Phase sind ADP-abhingig und
ergeben eine Geschwindigkeitsskonstante 2. Ordnung fiir die Bindung von ADP an Myosin-
Vb von 0,17 uM™'s™. Auch G. gallus Myosin-Va zeigt ein biphasisches Verhalten bei der
Interaktion mit mantADP. Im Gegensatz zu D. discoideum Myosin-Vb weist hier die
langsame Phase der ADP-Bindung keine Abhéngigkeit von der ADP-Konzentration auf und
liegt im Mittel bei 2,8 s™'. Sie ist dem Isomerisierungsschritt zuzuordnen, der auf die ADP-
Bindung folgt. Die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung fiir die mantADP-Bindung betrigt
fiir Myosin-Va 3,7 uM™'s™. Fiir dieses Myosin liuft also die Bindung sehr schnell ab und die
Konformationsédnderung ist geschwindigkeitsbestimmend. Die etwa 20-fach hohere
Bindungskonstante 2. Ordnung fiir ADP ist also bestimmend fiir die 10-fach hohere ADP-
Affinitdt von Myosin-Va im Vergleich zu D. discoideum Myosin-Vb.
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Fiir die Dissoziation von mantADP von Myosin-Vb wurde eine Geschwindigkeit von 0,92 s
bestimmt. Aus der Bindungs- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante konnte die
mantADP-Affinitit zu 5,4 uM berechnet werden. Die alternative Bestimmung der ADP-
Affinitdt liber das Pyren-Aktin-Signal ergab Kp = 2,54 uM. Mit beiden Mefmethoden wurde
also eine vergleichbare Affinitit fiir ADP ermittelt, die dhnlich der von Myosin-II, allerdings
um den Faktor 10 geringer als die von Myosin-Va ist.

Die Interaktionen der Nukleotide ATP und ADP mit Myosin-Vb in Anwesenheit von Aktin
wurden ebenfalls gemessen und erlaubten es, die bevorzugten stabilen Zwischenzustinde des
ATPase-Zyklus von Myosin-Vb zu bestimmen. Die Messung der Dissoziations-
geschwindigkeit des Akto.Mysoin-Vb-Komplexes durch ATP ergab eine Bindungskonstante
2. Ordnung von ATP an den Komplex von K;k:; = 0,19 uM'ls’l. Diese wurde im flash
photolysis System mit Hilfe des Lichtstreusignals als geschwindigkeitsbestimmend fiir die
Dissoziation des Aktomyosinkomplexes bestdtigt. Sie liegt um den Faktor 4,5 niedriger als
die von G. gallus Myosin-Va. Fiir S. scrofa Myosin-VI wird ebenfalls eine sehr geringe
Bindungsgeschwindigkeit von ATP an den Akto.Myosin Komplex (Kiksz ~ 0,02 pM™'s™) als
maBgebliche Determinante fiir die hohe duty ratio dieses prozessiven Myosins postuliert [De
La Cruz et al.,, 2001]. Dariiber hinaus zeigt Myosin-Vb eine im Vergleich zu anderen
Myosinen sehr langsame Isomerisierung des Akto.Myosin.ATP Komplexes, die
geschwindigkeitsbestimmend fiir die Dissoziation ist. Die Maximalgeschwindigkeit betrigt
k2 = 150 s, dieser Wert ist 5-10fach niedriger als der von Myosin-Va oder Myosin-II. Da
die Isomerisierungsgeschwindigkeit bei physiologischen ATP-Konzentrationen von ungefahr
1 mM bei 50 bis 75 s liegt, was etwa der von Myosin-VI entspricht (25 bis 50 s™), trigt die
langsame Dissoziation des Komplexes mafigeblich dazu bei, dal Myosin-Vb fiir langere Zeit
im stark Aktin gebundenen Zustand verbleibt.

Die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung fiir die ADP-Bindung an Akto.Myosin-Vb (K+ap
=40 pM'ls'l) ist um den Faktor 20 hoher als die von ATP (Kik« = 0,19 uM'ls'l). Dieses
Verhalten zeigen die prozessiven Myosine S. scrofa Myosin-VI (Faktor 30) und G. gallus
Myosin-Va (Faktor 12) ebenfalls. Die absoluten Werte liegen bei Myosin-VI sehr viel
niedriger (K+ap = 0,6 pM™'s™"; Kiksz = 0,018 uM™'s™) als bei Myosin-Va (Kiap = 12,6 pM™'s”
' Kiksz = 0,9 pM's™). Fiir Myosin-VI konnte anhand der Kristallstruktur gezeigt werden,
daBl fiir die geringe ATP-Affinitdt ein besonderes Insert in der Ndhe von Schalter-I
verantwortlich ist, das die Zugénglichkeit der Nukleotidbindungstasche fiir ATP herabsetzt
[Menetrey et al., 2005]. In der Nukleotidbindungstasche von Myosin-Va existiert kein solches
Insert. Allerdings wurde mit Hilfe der Kristallstruktur von Myosin-Va in Anwesenheit und
Abwesenheit von ADP gezeigt, daB3 sich im nukleotidfreien rigor-like Zustand P-Schleife und
Schalter I in einer Position befinden, die die Bindung von ADP, nicht jedoch von ATP,
ermOglichen [Coureux et al., 2004]. Es 14Bt sich fir D. discoideum Myosin-Vb ebenfalls
vermuten, daf3 die Positionen von P-Schleife und Schalter I im aktingebundenen Zustand die
bevorzugte ADP-Bindung ermdglichen.

Die hohe Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung fiir die ADP-Bindung an Akto.Myosin-Vb
weist auf eine sehr hohe ADP-Affinitdt hin. Diese konnte tiber das Verhéltnis der Bindungs-
und Dissoziationsgeschwindigkeit von mantADP zu Kamp = 5,4 uM bestimmt werden. Dieser
Wert konnte auch tiber die unabhidngige Bestimmung mit Hilfe der Pyren-Aktin-Fluoreszenz
bestdtigt werden (Kap = 8 uM). Die ADP-Affinitdt von Myosin-Vb, die in Abwesenheit von
Aktin ebenfalls bei 5,4 uM liegt, wird also durch Aktin kaum beeinflufit. Die Kopplung
zwischen den Affinitdten in Anwesenheit und Abwesenheit von Aktin (Kap/Kp) betrdgt 1.
Dieser Wert zeigt, dal Aktin- und ADP-Bindung von Myosin-Vb, vergleichbar zu G. gallus
Myosin-Va, nicht gekoppelt sind. Die Bindung von Myosin-Vb.ADP an Aktin fiihrt daher
nicht zu einer Schwichung der ADP-Affinitit.
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Der stark aktinbindende Akto.Myosin.ADP-Komplex stellt fiir prozessives Myosin-Va aus G.
gallus den vorherrschenden Zustand des ATPase-Zyklus dar. Um die Dauer des stark
gebundenen Zustandes zu bestimmen, wurde die Geschwindigkeit der ADP-Dissoziation aus
dem Akto.Myosin-Vb.ADP-Komplex direkt gemessen. Diese betrigt 21,6 s fiir mantADP
bzw. 17,4 s fir ADP, gemessen iiber die Pyren-Fluoreszenz. Die ADP-Dissoziations-
geschwindigkeit von D. discoideum Myosin-Vb liegt damit wie bei G. gallus Myosin-Va nur
geringfiigig iiber der ATPase-Geschwindigkeit im FlieBgleichgewicht (ke = 11,6 s7).
Dadurch wird dieser Schritt wie fiir alle prozessiven dimeren Myosine geschwindigkeits-
bestimmend fiir den gesamten ATPase-Zyklus von Myosin-Vb. Der geschwindigkeits-
bestimmende ADP-Dissoziationsschritt kann also als eine der wichtigsten Voraussetzungen
fiir prozessives Verhalten angesehen werden, er tridgt dariiber hinaus mafgeblich zu einer
hohen duty ratio bei (vgl. Kapitel 4.1.7.).

Am Gesamtschema des ATPase-Zyklus von Myosin-Vb (s. Kapitel 4.1.4.) ist ersichtlich, daf3
wihrend des Durchlaufes eines ATPase-Zyklus sowohl Myosin als auch Myosin.ADP im
Gleichgewicht mit der aktingebundenen Form Akto.Myosin bzw. Akto.Myosin.ADP stehen.
Es wurden daher die Bindungsaffinititen von Myosin-Vb fiir Aktin in Anwesenheit und
Abwesenheit von ADP bestimmt, indem die Bindungs- und Dissoziationgeschwindigkeiten
gemessen wurden. Es zeigte sich, daB Myosin-Vb eine hohe Aktin-Affinitdit von 20 nM
aufweist, die durch ADP nur um den Faktor 1,9 auf 38 nM verringert wird. Daraus 146t sich
rliickschlieflen, dall der Myosin-Vb.ADP-Komplex rigor-dhnliche Eigenschaften aufweist. Die
ADP-Freisetzung erfolgt wie fiir G. gallus Myosin-Va im stark aktingebundenen Zustand
[Hannemann et al., 2005]. Eine &hnlich hohe Aktin-Affinitit in ADP-Anwesenheit haben
auch G. gallus Myosin-Va (7,6 nM), D. melanogaster Myosin-VIIb (34 nM) sowie S. scrofa
Myosin-VI (67 nM). Daraus ergibt sich, dafl diese prozessiven Myosine einschlieBlich D.
discoideum Myosin-Vb in der ADP-gebundenen Form eine fast geschlossene Spalte zwischen
oberer und unterer 50 kDa Doméne aufweisen miissen. Die Konformation im Bereich der
Aktinbindungsstellen ist also dhnlich der im nukleotidfreien rigor-like Zustand. Dadurch wird
eine hohe Aktin-Affinitdt des Akto.Myosin.ADP-Komplexes ermoglicht. Diese strukturelle
Anpassung, die sich auch in den kinetischen Parametern der Bindung und Dissoziation von
Aktin widerspiegelt, ist eine Grundvoraussetzung fiir prozessives Verhalten.

4.1.3. D. discoideum Myosin-Vb weist niedrige thermodynamische und kinetische
Kopplungen auf

In den letzten Jahren wurde in vielen Studien gezeigt, da3 die thermodynamische Kopplung
zwischen Aktin- und ADP-Bindung zwischen verschiedenen Myosinen grofle Unterschiede
aufweist [De La Cruz und Ostap, 2004; Nyitrai und Geeves, 2004; Dirrwang et al., 2005].
Schnelle Myosine wie Myosin-II aus dem Skelettmuskel oder D. discoideum Myosin-1I
zeigen eine starke sogenannte negative Kopplung, das heifit, Aktin-Bindung an Myosin
schwicht die ADP-Affinitdit um den Faktor 50-100 wéhrend ADP-Bindung die Aktin-
Affinitét ebenfalls stark erniedrigt. Im Gegensatz dazu zeigen einige Klasse-I Myosine sowie
Myosin-V und Myosin-VI eine sehr schwache Aktin/ADP-Kopplung, die aus einer hohen
ADP-Affinitdt des Aktomyosinkomplexes (Kap < 20 puM) sowie einer langsamen ADP-
Dissoziationsgeschwindigkeit hervorgeht. Die damit verbundene ,,lange* zeitliche Dauer des
stark aktingebundenen Akto.Myosin.ADP-Zustandes spielt gemal neuerer Interpretationen
fiir einige Klasse I Myosine eine Rolle in der Sensitivitit fiir Zugspannung, wihrend sie fiir
doppelkdpfige Klasse V und Klasse VI Myosine wichtig fiir den Mechanismus der
prozessiven Bewegung ist [De La Cruz ef al., 1999; De La Cruz et al., 2001; Baker ef al.,
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2004; Rosenfeld und Sweeney, 2004]. Fir D. discoideum Myosin-Vb zeigen die
Gleichgewichtskonstanten fiir die ADP- und die Aktin-Bindung keine (Kap/Kp = 1) oder nur
sehr geringe (Kpa/Ka = 1,9) Kopplung. Mit Hilfe dieser vier Gleichgewichtskonstanten 143t
sich auch die thermodynamische Konsistenz des Systems berechnen. Dies gibt Aufschlufl
dariiber, ob die fiir Myosin-Vb gemessenen Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten
ein geschlossenes System definieren, in dem andere Zwischenzustinde nicht bestimmend
sind. In einem solchen geschlossenen, zyklischen System muB3 das Produkt aller
Gleichgewichtskonstanten 1 ergeben:

Kp
M <«<—= M<D

W e

A M «<——= A*M<D
Kap

Da alle Gleichgewichtskonstanten in dieser Arbeit als Dissoziationsgleichgewichtskonstanten
definiert sind, muf} also gelten: 1/Kp * 1/Ka * Kap * Kpa = 1. Fiir Myosin-Vb ergibt sich hier
ein Wert von 1,9. Wenn man die Vielzahl an moglichen Fehlerquellen bedenkt, die in die
Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten einflieen, ist dieser Wert ein guter Hinweis
darauf, dal die wunabhingig voneinander bestimmten Geschwindigkeits- und
Gleichgewichtskonstanten ein geschlossenes System definieren. Bei der ersten
transientenkinetischen Charakterisierung von Myosin-Vb aus G. gallus ergab sich bei der
obigen Rechnung ein Wert von 0,0022 [De La Cruz et al., 1999]. Diese extreme Abweichung
wurde damit erklart, daB ein moglicher 2-Schritt-Prozef3 bei der Interaktion von ADP mit
Aktin nicht aufgelost werden konnte. Diese Vermutung bestitigte sich in spdteren
Untersuchungen, die ein biphasisches Verhalten fiir diesen ProzeB nachweisen konnten
[Rosenfeld und Sweeney, 2004; Rosenfeld ef al., 2005]. Fiir Myosin-Vb wurde in die
Berechnung der thermodynamischen Konsistenz der fiir die ADP-Bindung gezeigte 2-Schritt-
Prozef3 nicht mit einbezogen, da in Anwesenheit von Aktin kein biphasisches Verhalten fiir
die Interaktion mit ADP beobachtet wurde. Allerdings ist es dennoch moglich, da3 auch unter
Einbeziehung einer zweistufigen ADP-Myosin-Interaktion thermodynamische Konsistenz
erreicht wird, da auch im akingebundenen Fall die Existenz von zwei ADP-Zustinden
angenommen wird, die jedoch durch die Messungen nicht aufgeldst werden konnte.

Im Gegensatz zur thermodynamischen Kopplung gibt die kinetische Kopplung an, wie stark
die ADP-Dissoziationsgeschwindigkeit von Aktin beschleunigt wird. D. discoideum Myosin-
Vb hat - vergleichbar mit G. gallus Myosin-Va - eine kinetische Kopplung (K.ap/k.p) von
ungefdhr 15. Die kinetische Kopplung von schnellen Klasse II Myosinen liegt mit einem Wert
von etwa 100 viel hoher. Aktin fiihrt hierbei zu einer weitaus effektiveren Beschleunigung der
ADP-Dissoziation als bei Myosin-V. Die kinetische Kopplung kann zwischen 1 (bei Myosin-
VI) und 100 (Myosin-II) liegen. Eine moderate kinetische Kopplung von 10 bis 20 ist daher
eine wichtige Determinante flir eine lange Zeitdauer des stark aktingebundenen
Akto.Myosin.ADP-Zustandes und somit fiir eine hohe duty ratio.

AuBler der Geschwindigkeitskonstante fiir die ADP-Dissoziation von Aktomyosin ist das
Verhiltnis der Geschwindigkeitskonstanten der ATP- und ADP-Bindung an Akto.Myosin
eine wichtige Einflugrofe fiir die Produktinhibierung des ATPase-Zyklus durch ADP. Dies
kann eine physiologische Bedeutung haben, wenn dieses Verhéltnis sehr klein ist, das heifit,
wenn das Myosin im Komplex mit Aktin bevorzugt ADP bindet [De La Cruz et al., 2001;
Wang et al., 2003; Kovacs et al., 2003]. Fiir D. discoideum Myosin-Vb liegt das Verhéltnis
der Geschwindigkeitskonstanten der ATP- und ADP-Bindung bei K;Kk+»/kiamp = 0,05. Fiir G.
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gallus Myosin-Va liegt das Verhéltnis bei 0,07. Zusammen mit dem langsamen ADP-
Dissoziationsschritt weisen diese Daten darauf hin, daB3 die steady-state-ATPase-Aktivitit von
D. discoideum Myosin-Vb - auch bei einem ADP/ATP Verhéltnis unter 1 - effizient durch
ADP inhibiert wird.

4.14. Im Verlauf des ATPase-Zyklus populiert Myosin-Vb iiberwiegend die
stark aktinbindenden Zustiinde

Auf der Grundlage der oben diskutierten Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten
1aBt sich anhand des hier gezeigten Schemas ein bevorzugter Weg fiir den Ablauf des
ATPase-Zyklus von D. discoideum Myosin-Vb postulieren. Die in dieser Arbeit ermittelten
transientenkinetischen Parameter von Myosin-Vb sind unten zusammengefaft.

K1 k+2 k+3 k+4 k.D
M+T <= MT —> M*T <= M*D:P, <= M:D <= M+D
k.3 k_4 k+D
N (| oo
K1 k+2 k+4 k-AD
AM+T = AMT —> A-M-T <= A:M+D-P; <= A‘M:D < A:M + D
k-4 k+AD
Kikio (uM's™) 0,47 £ 0,02 Kikiz (uM's™) 0,19 +0,01
/K (uM) 870 + 80 Ky (uM) 790 + 90
kis+ks (s 410+ 18 ki (s 150 + 16
kg (s) * <1 ke (s7) * ~80-100
kip (uM's™ 0,17 +0,01 Kiap (uM's™) 4,0+0,7
kp (s 0,92 +0,1 Kap (s7) 17,4+ 1,7
Kp (uM) 54+09 Kap (uM) 54+2
kia (uM's™ 1,17 0,08 kipa (pM's™) 0,78 + 0,06
ka (s 0,023 + 0,001 K.pa (s7) 0,03 + 0,001
Ka (nM) 20+2 Kpa (nM) 38+5

In Abwesenheit von Nukleotiden ist Myosin-Vb fest (K4 = 20 nM) an Aktin gebunden (links
unten, Zustand A*M). Unter physiologischen Bedingungen (ATP-Konzentration ungefdhr 1
mM) bildet sich ein Kollisionskomplex AsM-T, der mit einer Geschwindigkeit von 75 s™ zum
dissoziationskompetenten ~A-MeT-Komplex isomerisiert. AnschlieBend erfolgt die
Dissoziation vom Aktin (gezeigt durch die Anderung der Lichtstreuung im flash photolysis
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System). Die Hydrolyse des gebundenen ATP erfolgt im dissoziierten Zustand sehr schnell
(ks3 + k3 = 410 s). Der entstandene M**+D+P;-Komplex konnte nun das anorganische
Phosphat freisetzen, mit einer abgeschitzten Geschwindigkeit von weniger als 1 s™', was den
Werten von S. scrofa Myosin-VI oder D. melanogaster Myosin-VIIb entsprechen wiirde.
Wenn die Affinitit des Komplexes zu Aktin hoch ist, bindet D. discoideum Myosin-Vb
zunichst an Aktin und dissoziiert erst danach das Phosphat-lon (mit einer im Vergleich zu
Myosin-Va und Myosin-VI abgeschitzten Geschwindigkeit von 80-100 s'). Die
Geschwindigkeit der Phosphatfreisetzung liee sich mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten
phosphatbindenden Proteins messen. Wenn {iber einen der beschriebenen Wege der stark
Aktin (Kpa = 38 nM) und stark ADP (Kap = 5,4 uM) bindende A*M+D-Komplex entstanden
ist, dissoziiert dieser langsam und geschwindigkeitsbestimmend das ADP (k.ap = 17,4 s™).
An den danach vorliegenden stabilen Akto.Myosin-Vb-Komplex kann dann erneut ATP
binden und der Zyklus beginnt von vorne.

Die grundlegenden kinetischen Parameter, die den ATPase-Zyklus von Myosin-Vb
bestimmen, sind also eine langsame Isomerisierung des A+MeT-Komplexes nach ATP-
Bindung, die die Dissoziationsgeschwindigkeit vom Aktinfilament bestimmt, eine sehr
schnelle ATP-Hydrolyse im dissoziierten Zustand, eine hohe Aktin-Affinitit in Abwesenheit
und Anwesenheit von ADP sowie eine relativ langsame, geschwindigkeitsbestimmende ADP-
Dissoziation des stark Aktin und ADP bindenden A*Me+D-Intermediates.

4.1.5. Die Motoraktivitit von Myosin-Vb wird durch freie Mg**-Ionen reguliert

In Anlehnung an die Charakterisierung von D. discoideum Myosin-ID und Myosin-1E, die
eine Regulation der Motoraktivitdt durch freie Magnesiumionen zeigen [Fujita-Becker et al.,
2004; Diirrwang et al., 2005], sowie die Untersuchungen an G. gallus Myosin-Va, die einen
Einflu der Magnesiumionen-Konzentration auf die Reihenfolge und Geschwindigkeit der
Produktfreisetzung aufgezeigt haben [Rosenfeld et al., 2005; Hannemann et al., 2005], wurde
in dieser Arbeit die Regulation von D. discoideum Myosin-Vb durch die Konzentration an
freien Magnesiumionen aufgeklirt. Zunichst wurde der Effekt von freien Mg”*-Ionen auf die
Aktinbewegungsgeschwindigkeit getestet. Hier zeigte sich durch hohe Konzentrationen an
freiem Mg”" eine Inhibierung um den Faktor 3. Aufgrund des sigmoidalen Verlaufes der
Inhibierungskurve konnte eine Inhibierungskonstante K; von 0,34 mM ermittelt werden.
Dieser Wert liegt im Bereich der physiologischen Magnesiumionen-Konzentration im
Zytoplasma von D. discoideum und vielen anderen Zelltypen [Satre und Martin, 1985;
Michailova und McCulloch, 2001]. Fiir den EinfluB von hohen freien Magnesiumionen-
Konzentrationen auf die Bewegungsgeschwindigkeit von Aktinfilamenten durch G. gallus
Myosin-Va wurde aufgrund von transientenkinetischen Messungen in Abhéngigkeit der
Mg’ "-Konzentration ein dhnlicher Effekt vermutet [Rosenfeld ez al., 2005]. Allerdings liegen
bisher keine veroffentlichten Daten dazu vor. Die entsprechenden Experimente wurden daher
in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. B. Brenner (Institut fiir Molekular- und
Zellphysiologie, Medizinische Hochschule Hannover) mit endogenem Myosin-Va aus dem
Gehirn von Huhn durchgefiihrt. Abbildung 4.1 (rote Kurve) zeigt den Verlauf der Inhibierung
der Aktinbewegungsgeschwindigkeit von Myosin-Va durch die Magnesiumionen-
Konzentration. Auch hier zeigte sich eine Verminderung der Bewegungsgeschwindigkeit
durch freie Mg**-Tonen um den Faktor 3, aus der an die Daten angepaBten Hill-Kurve lie
sich eine Inhibierungskonstante K; von 0,39 + 0,05 mM ermitteln. Beide Klasse V Myosine
weisen somit eine vergleichbare Reduktion der Motoraktivitdt durch hohe Konzentrationen an
freien Magnesiumionen auf.
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Abb. 4.1: EinfluB3 von freien Magnesiumionen auf die Bewegungsgeschwindigkeit von G. gallus Myosin-Va (e)
und D. discoideum Myosin-Vb (m) in in vitro-Motilitatsversuchen. Die hochste Bewegungsgeschwindigkeit
wurde fiir beide Myosine bei niedrigen freien Mg®'-Konzentrationen gemessen. Tabelle rechts:
Bewegungsgeschwindigkeiten und Inhibierungskonstanten aus in vitro Motilititsversuchen. Reaktions-
bedingungen: 25 mM Imidazol, pH-Wert 7,4; X mM MgCl,, 25 mM KCI, 1 mM EGTA, 10 mM DTT bei 20 °C.

Basierend auf den Erkenntnissen aus den direkten funktionalen Assays wurde der
Mechanismus der Regulation von Myosin-Vb durch freie Mg®" Ionen transientenkinetisch
untersucht. Obwohl der Vollstindigkeit halber alle zuvor durchgefiihrten Messungen
nochmals mit variierender Magnesiumionen-Konzentration wiederholt wurden, waren
besonders die Schritte, die eine Ausdehnung der Zeitdauer der stark aktinbindenden Zustdnde
ermdglichen (Akto.Myosin und Akto.Myosin.ADP) von besonderem Interesse. Dadurch
konnte einerseits die langsamere Bewegungsgeschwindigkeit erkldrt werden, weil eine
langere Verweildauer im aktingebundenen Zustand die Gesamtgeschwindigkeit herabsetzen
wirde (v = Linge des Kraftschlages/ Zeitdauer im stark aktingebundenen Zustand).
Andererseits wiirde sich daraus eine Moglichkeit der Regulation der Prozessivitit von
Myosin-Vb ergeben.

Der Effekt von freien Magnesiumionen wurde fiir die Interaktion mit ADP in Abwesenheit
sowie in Anwesenheit von Aktin gezeigt. Fiir beide Zustdnde fithren hohe Konzentrationen an
freiem Mg”" im physiologischen Bereich thermodynamisch zu einer vier- bis zehnfach
hoheren Affinitét fiir ADP. Allerdings unterscheidet sich der zugrundeliegende Mechanismus
in beiden Fillen erheblich. In Abwesenheit von Aktin ist die hohere Affinitdt bei hohen
Magnesiumionen-Konzentrationen hauptsidchlich eine Folge der dreifach hoheren
Bindungskonstante 2. Ordnung fiir ADP. Die Geschwindigkeit der ADP-Dissoziation ist in
Abwesenheit von Aktin kaum durch freie Magnesiumionen beeinfluflt. Dies steht im
Gegensatz zu dem fiir G. gallus Myosin-Va beobachteten Mechanismus, bei dem einerseits
eine zweistufige Dissoziation gezeigt wurde und andererseits eine Erniedrigung der
Dissoziationsgeschwindigkeit um den Faktor zehn bei hohen Konzentrationen an freiem Mg*"
nachweisbar ist. Der resultierende thermodynamische Effekt einer Erhohung der ADP-
Affinitdt durch hohe Konzentrationen an freien Magnesiumionen ist aber flir beide Klasse V
Myosine belegbar.

In Anwesenheit von Aktin wurde flir D. discoideum Myosin-Vb der Reaktionsmechanismus
fiir die Regulation der ADP-Interaktion durch freie Magnesiumionen aufgeklédrt. Der
grundlegende thermodynamische Effekt einer Erhohung der ADP-Affinitdt des Akto.Myosin
Komplexes durch hohe Konzentrationen an freien Magnesiumionen wurde auch hier
beobachtet. Die ADP-Affinitit steigt um den Faktor fiinf, von 28 uM (bei 0,2 mM freiem
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Mg®") auf 54 puM (bei 5 mM freiem Mg®"). Da die ADP-Affinitit bei niedriger
Magnesiumionen-Konzentration bereits als schwach einzustufen ist, bei hoher
Magnesiumionen-Konzentration allerdings eine hohe Affinitit vorliegt, ist fir D. discoideum
Myosin-Vb ein thermodynamischer Regulationsmechanismus vorhanden. Im Gegensatz dazu
erhoht sich fiir G. gallus Myosin-Va die ADP-Affinitdt um den Faktor drei, von 4,2 auf 1,3
uM. Die ADP-Affinitdt ist also unabhingig von der Magnesiumionen-Konzentration hoch.
Dariiberhinaus wurden die Messungen fiir hohe und niedrige Konzentrationen an freiem Mg*"
hier unter anderen Bedingungen als die Messungen in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt
[Rosenfeld et al., 2005]: Der Fall ,niedrige Magnesiumionen-Konzentration’ entspricht hier
der vollstindigen Abwesenheit von freien Magnesiumionen, da in diesen Experimenten 8§ mM
EDTA zugegeben wurde. Die Messungen bei ,hohen Magnesiumionen-Konzentrationen’
wurden bei 10 mM freiem Mg®" durchgefithrt. Dieser Wert liegt weit oberhalb der
physiologischen Magnesiumionen-Konzentration. Die fiir G. gallus Myosin-Va beschriebene
Erhéhung der ADP-Affinitdt um den Faktor drei ist also unter physiologischen Bedingungen
weitaus kleiner. Die kinetischen Effekte, die der beschriebenen Verschiebung der ADP-
Affinitdt zugrunde liegen, unterscheiden sich ebenfalls. Wiahrend fiir beide Klasse V Myosine
eine Erniedrigung der Dissoziationsgeschwindigkeit von ADP aus dem ternédren
Akto.Myosin.ADP-Komplex durch hohe Magnesiumionen-Konzentrationen um den Faktor
zehn beobachtet wird, erniedrigt sich bei G. gallus Myosin-Va auch die Bindungskonstante 2.
Ordnung fiir ADP um den Faktor drei. Bei D. discoideum Myosin-Vb liegt dieser Faktor bei
1,5. Dadurch erklért sich der unterschiedlich starke Einfluf von freiem Mg*" auf die ADP-
Affinitét.

4.1.6. Bei hohen Konzentrationen an freien Mg*'-Ionen wird die ADP-
Dissoziation von Akto.Myosin-Vb zum geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt des ATPase-Zyklus

Fiir beide Klasse V Myosine ist der grundlegendste kinetische Effekt der Erhohung der freien
Magnesiumionen-Konzentration eine drastische Erniedrigung der Dissoziationsgeschwindig-
keit von ADP aus dem Aktomyosinkomplex. Dieser Schritt ist fiir prozessive dimere Myosine
geschwindigkeitsbestimmend flir den gesamten ATPase-Zyklus. Fiir D. discoideum Myosin-
Vb konnte gezeigt werden, da3 die Erhdhung der freien Magnesiumionen-Konzentration im
Rahmen des physiologischen Bereiches zu einer Senkung der ADP-Dissoziationsge-
schwindigkeit bis auf die GroBenordnung der steady-state-ATPase-Geschwindigkeit fiihrt.
Damit geht eine zehnfache Erhohung der Zeitdauer des stark aktingebundenen Zustandes
einher, die eine drastische Erhdhung der duty ratio zur Folge hat. Durch Anderungen in der
Konzentration an freiem Mg®" besteht also die Mdoglichkeit der Modulation des
Prozessivititsgrades von D. discoideum Myosin-Vb: bei niedrigen Magnesiumionen-
Konzentrationen ist Myosin-Vb ein schnelles Myosin (Bewegungsgeschwindigkeit 1,2 pm/s)
mit niedriger Prozessivitit. Bei hohen Magnesiumionen-Konzentrationen, wie sie z.B. in der
Peripherie von Organellen oder der kontraktilen Vakuole vorkommen, sinkt die
Bewegungsgeschwindigkeit (0,5 um/s), wéihrend sich die duty ratio und damit die Zeitdauer
im stark aktingebundenen Zustand und der Grad an Prozessivitit erhdhen. Dieser Effekt kann
sich unter Einwirkung dullerer Last noch stirker erhohen, so dafl dieser Motor seine motilen
Eigenschaften génzlich verliert. D. discoideum Myosin-Vb ist dann in der Lage, als
spannungssensitiver ,Anker’ zu fungieren, der die Dynamik der kontraktilen Vakuole
aufrechterhidlt. Unabhingig davon ist eine Funktion als prozessiver Vesikeltransporter
denkbar, allerdings konnte bislang eine solche Funktion in Dictyostelium Zellen nicht
beobachtet werden.
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Es ldsst sich also zusammenfassend sagen, dall dies ein mdglicher Mechanismus der
Regulation der Prozessivitit von Klasse V Myosinen ist, der in der Literatur noch nicht
beschrieben wurde. Trotz teilweise unterschiedlicher kinetischer Parameter der einzelnen
Schritte des ATPase-Zyklus von D. discoideum Myosin-Vb im Vergleich zu anderen Klasse
V Myosinen (s. G. gallus Myosin-Va) erfiillt Myosin-Vb die kinetischen Voraussetzungen fiir
prozessives Verhalten als Dimer. Die im Gegensatz zu G. gallus Myosin-Va etwas niedrigere
ADP-Affinitdt des Aktomyosinkomplexes sowie die etwas geringere Aktin-Affinitdt in
Anwesenheit von ADP konnten eine Anpassung an die Regulationsfdhigkeit der Prozessivitit
dieses Motors sein, da somit die Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten nidher an
der Schwelle zwischen ,prozessiv’ und ,nichtprozessiv’ liegen und dadurch eine Regulation
durch geringe Anderungen der freien Magnesiumionen-Konzentration im physiologischen
Bereich ermoglicht wird.

4.1.7. D. discoideum Myosin-Vb erfiillt durch eine hohe duty ratio ein
grundlegendes Kriterium fiir prozessives Verhalten

Fiir dimere prozessive Myosine wurde eine hohe duty ratio als Voraussetzung fiir
Prozessivitit postuliert [De La Cruz und Ostap, 2004; Sweeney und Houdusse, 2004].
Dadurch 146t sich der prozentuale zeitliche Anteil des stark aktingebundenen Zustandes an der
Gesamtdauer eines ATP-Umsatzes ausdriicken. Die duty ratio kann vereinfacht berechnet
werden, indem die Zeitdauer des stark Aktin gebundenen Zustandes (7suy«) durch die
Gesamtdauer eines ATP-Umsatzes (7},.;) geteilt wird [Ito et al., 2007; Watanabe et al., 2006].
Dabei entspricht die Zeitdauer des stark gebundenen Zustandes dem Kehrwert der
Geschwindigkeit der ADP-Dissoziation aus dem Akto.Myosin.ADP-Komplex (k.ap) addiert
zum Kehrwert der Geschwindigkeit der Akto-Myosin-Dissoziation (k+z). Die Gesamtdauer
eines ATP-Umsatzes entspricht dem Kehrwert der maximalen ATPase-Geschwindigkeit.

Ak p)+Ak,) _ T,
(1/v

duty ratio =

max )

Fiir D. discoideum Myosin-Vb ergibt sich damit:

(1/17,4s™)+(1/75s™") _ 57,5ms +13,4ms _ 709ms
a/1 1,6s_1) 86,2ms 86,2ms

duty ratio = =0,82.

Diese duty ratio liegt im Bereich der Werte fiir prozessive Klasse V Myosine von 0,7 bis 0,9.
Sie gilt fir D. discoideum Myosin-Vb fiir eine freie Magnesiumionen-Konzentration von
5 mM. Des weiteren wurde eine physiologische ATP-Konzentration von 1 mM angenommen.

Als Vergleich ist in der folgenden Tabelle die nach der obigen Formel berechnete duty ratio
einiger prozessiver und nichtprozessiver Myosine aufgelistet.

Myosin [Quelle] ket 7)) | kap ) | kia 8 | duty-ratio
Dd Myosin-II [diese Arbeit] 1,44 ~50 ~1000 {0,03 = 0,02
Dd Myosin-Vb [diese Arbeit] 11,6 17,4 75 0,82 + 0,05
Gg Myosin-Va [De La Cruz et al., 1999] 15 16 870 0,95
Dm Myosin-VIIb [Yang et al., 2005] 8,4 9.8 >400 0,88
Dm Myosin-V [T6th et al., 2005] 12,5 150 >180 0,15
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Die berechneten Werte fiir die duty ratio von G. gallus Myosin-Va und D. melanogaster
Myosin-VIIb zeigen eine gute Ubereinstimmung mit den Werten, die in den entsprechenden
Veroftentlichungen direkt gemessen wurden (0,7 fir Myosin-Va, 0,8 fiir Myosin-VIIb). Fiir
D. melanogaster Myosin-V wurde durch Simulation des gesamten ATPase-Zyklus eine duty
ratio von 0,1 berechnet, die ebenfalls im Bereich des hier berechneten Wertes von 0,15 liegt.
Fiir D. discoideum Myosin-II liegt die duty ratio, errechnet mit den kinetischen Parametern,
die in dieser Arbeit ermittelt wurden, bei 0,03. Setzt man die Literaturwerte von Batra et al.
ein (keat = 2,7 s ki =504 s und kap ~ 100 s'l), so erhilt man ebenfalls eine duty ratio von
0,03 [Batra et al., 1999].

Fir D. discoideum Myosin-Vb erhoht sich bei einer niedrigen Konzentration an freien
Magnesiumionen (0,2 mM) die Geschwindigkeit der ADP-Dissoziation auf 187 s™', wodurch
sich die Zeitspanne des stark aktingebundenen Zustandes auf 12 ms vermindert. Die
Gesamtgeschwindigkeit der ATPase im FlieSgleichgewicht @ndert sich im physiologischen
Bereich an freiem Mg”" jedoch nicht. Dies fiihrt -nach der obigen Formel- zu einer
betrichtlich verringerten duty ratio von 0,22 bei 0,2 mM freiem Mg”". Wenn man annimmt,
dal die duty ratio hauptsachlich von der Geschwindigkeit der ADP-Dissoziation aus dem
Akto.Myosin.ADP-Komplex als geschwindigkeitsbestimmendem Schritt abhéngt, wiirde die
Erhohung der Geschwindigkeit der ADP-Dissoziation bei geringen Magnesiumionen-
Konzentrationen mit einer Erniedrigung der duty ratio korrelieren. Die Konzentration an
freiem Mg®" hat also - iiber die duty ratio - einen direkten Einfluf auf den Grad der
Prozessivitit von D. discoideum Myosin-Vb. Dieser Zusammenhang besteht auch fiir G.
gallus Myosin-Va: die Geschwindigkeit der ADP-Dissoziation erhoht sich in Abwesenheit
von freien Magnesiumionen auf 141 s wodurch sich die berechnete duty ratio von 0,95 auf
0,12 vermindert. Die Prozessivitdt von Myosin-Va wird also ebenfalls iiber die Konzentration
an freien Magnesiumionen reguliert.

Um den EinfluB der freien Magnesiumionenkonzentration auf die Population der stark
aktinbindenden Zustinde direkt zu messen, wurde ein sequentielles Mischexperiment im
Stopped-Flow-Fluoreszenzspektrometer durchgefiihrt. Hiermit konnte gezeigt werden, daf3
der nach der ATP-Hydrolyse entstethende Me<DeP;-Komplex bei hohen freien
Magnesiumionen schnell und nicht geschwindigkeitsbestimmend an Aktin bindet. Bei
niedrigen freien Magnesiumionenkonzentrationen sinkt die Geschwindigkeit der
Aktinbindung des Me+D+Pi-Komplexes, so dafl dieser Schritt geschwindigkeitsbestimmend
wird. Aus den Amplituden der Pyren-Aktin-Fluoreszenz im double-mixing Experiment lie3
sich eine Erniedrigung der duty ratio von 0,48 auf 0,18 durch die Herabsetzung der freien
Magnesiumionenkonzentration ableiten.

Alle bisher in der Literatur beschriebenen direkten Messungen der Prozessivitéit von Klasse V
Myosinen wurden unter Bedingungen durchgefiihrt, bei denen ein UberschuB an freien
Magnesiumionen vorliegt. Basierend auf den Erkenntnissen aus der vorliegenden Arbeit 143t
sich postulieren, dal bei geringen Magnesiumionenkonzentrationen voraussichtlich ein
geringerer Grad an Prozessivitit zu beobachten wire. Dies wiirde sich bei Einzelmolekiil-
Fluoreszenzmessungen in einer verringerten Laufweite von Myosin-V entlang von
Aktinfilamenten duern. Die Modulation des Prozessivitdtsgrades durch die Konzentration an
freien Magnesiumionen stellt somit einen bisher unbekannten Regulationsmechanismus der
Prozessivitit von Myosin-V dar.
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4.1.8. Strukturelle Grundlagen der Mg**-Regulation fiir Klasse V Myosine

Fir die strukturellen Grundlagen des flir D. discoideum Myosin-Vb beschriebenen
kinetischen Mechanismus der prozessiven Bewegung und der Regulation durch
Magnesiumionen kann an dieser Stelle aus den bislang bekannten Myosin-Strukturen (Klasse
V, Iund 1) ein Modell aufgestellt werden.

Es ist anzunehmen, daB die Koordinierung des Mg*"-Ions in der Nukleotidbindungstasche auf
Anderungen in der Konzentration an freien Magnesiumionen reagiert. Durch eine Erhéhung
der Mg*"-Konzentration wird das Bindungsgleichgewicht verschoben. Das Mg*"-Ion wird
tiber Threonin-178 in der P-Schleife, Serin-261 in Schalter I und Aspartat-485 in Schalter II
(Aminosédurereste in D. discoideum Myosin-Vb) koordiniert. Diese Koordinierung muf} fiir
die als magnesiumreguliert klassifizierten Myosine (D. discoideum Myosin-ID, Myosin-IE
sowie Myosin-Vb und G. gallus Myosin-Va) gegeniiber den unregulierten Myosinen (z.B. D.
discoideum Myosin-II) weitere Elemente enthalten. Auf der Grundlage der atomaren Struktur
des magnesiumregulierten Myosin-IE sowie von Sequenzvergleichen der Hauptmotive der
Nukleotidbindungstasche (Schalter I, Schalter II und P-Schleife) diverser Myosine wird
vermutet, daB ein konserviertes Tyrosin in Schalter II eine wichtige Rolle bei der
Koordinierung des Mg?"ADP in der Nukleotidbindungstasche spielt. D. discoideum Myosin-
Vb besitzt an dieser Stelle - ebenso wie alle oben genannten magnesiumsensitiven Myosine
und weitere Klasse V Myosine - einen Tyrosinrest (Y487, vgl. Sequenzvergleich Kapitel 3.1.,
Abbildung 3.3). Im Gegensatz dazu weist D. discoideum Myosin-II an dieser Position ein
Serin auf; das ebenfalls nicht magnesiumregulierte D. discoideum Myosin-IB hat an dieser
Stelle ein Phenylalanin.

Auf der Grundlage von transientenkinetischen und strukturellen Daten von G. gallus Myosin-
Va haben Rosenfeld et al. ein Modell der Magnesiumregulation vorgeschlagen, nach dem die
Bindung an Aktin eine Bewegung von Schalter I bewirkt, die die Magnesium-Affinitit senkt
[Rosenfeld ef al., 2005]. Verantwortlich hierfiir ist der Verlust der Koordinierung des Mg*'-
Ions durch Serin-218 (S260 in D. discoideum Myosin-Vb). Durch die Dissoziation des
Magnesiumions und die damit einhergehende Offnung von Schalter 1 sowie kleinere
Konformationsdnderungen in P-Schleife und Schalter II wiirde dann die Koordinierung des
ADP geschwicht werden, so daf3 es ebenfalls dissoziieren kann.

Ergénzend zu diesem Modell kann auf der Grundlage der vorliegenden Arbeit ein weiterer
Mechanismus postuliert werden. Der konservierte Tyrosinrest Y487 stabilisiert {iber
Wasserstoftbriickenbindungen eine Konformation von Schalter II, in der ein benachbarter
Aspartatrest (D485) das Magnesiumion koordiniert. Dies geschieht indirekt einerseits iiber
schwache elektrostatische Wechselwirkungen des Aspartatrestes mit einem Threoninrest
(T178) in der P-Schleife, andererseits iiber die Koordinierung eines Wassermolekiils. Dadurch
ist in magnesiumsensitiven Myosinen mit einem konservierten Tyrosinrest die Bindung des
ADP stirker von der Bindung des Mg2+-10ns abhingig. Dies konnte eine Regulation der
Geschwindigkeit der ADP-Freisetzung durch die Konzentration an freien Mg” -Ionen
ermOglichen oder verstéirken.

Ob die vorgeschlagenen Mechanismen ausreichen, um die strukturellen Voraussetzungen fiir
die Regulation der Myosin-Motoraktivitdit durch Magnesiumionen zu erkldren, werden
zukiinftige Studien zeigen.

Aus mechanistischer Sicht mufl der oben ausgefiihrten Diskussion noch ein weiterer Aspekt
hinzugefiigt werden. Die Bewegungsgeschwindigkeit von Aktinfilamenten sowie die
Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten wurden in der vorliegenden Arbeit unter
Bedingungen gemessen, in denen das Myosin keiner oder nur einer sehr geringen Last
ausgesetzt ist. Fiir spannungssensitive Myosine besteht jedoch ein Zusammenhang zwischen
der ausgeiibten Zugspannung (hervorgerufen wéhrend der prozessiven Bewegung als Dimer
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bzw. in Anwesenheit von Lasten) und der Geschwindigkeit der ADP-Freisetzung sowie der
Mg* -Affinitit: durch Zugspannung wird die Magnesiumaffinitit erhdht, was zu einer
langsameren ADP-Freisetzung flihrt [Rosenfeld und Sweeney, 2004; Rosenfeld et al., 2005;
Diirrwang et al., 2005; Purcell et al., 2005; Veigel et al., 2005]. Es ist daher zu erwarten, daf3
die Effekte von freien Magnesiumionen auf die Bewegungsgeschwindigkeit und die
Prozessivitit von D. discoideum Myosin-Vb unter Bedingungen, die eine Last simulieren
(optische Laserfalle) oder als Dimer noch verstarkt werden.

4.1.9. D. discoideum Myosin-Vb erfiillt die Eigenschaften eines Ankers

Wie in der Einleitung beschrieben (s. Kapitel 1.7.1.), wurde durch Studien in der Arbeits-
gruppe gezeigt, dal Myosin-Vb in D. discoideum an der kontraktilen Vakuole lokalisiert. Die
kontraktile Vakuole in D. discoideum ist ein tubuldr-vesikuldres System. Es arbeitet als
osmoregulatorische Organelle, die Fliissigkeit in einem Netzwerk aus Tubuli und Zisternen
sammelt, um sie liber durchldssige Poren in der Plasmamembran aus der Zelle zu pumpen
[Gerisch et al., 2002]. In diesem dynamischen System wandeln sich Tubuli und Zisternen
ineinander um. Die tubuldren Kanéle sind mit den Aktinfilamenten des Zytoskelettes
assoziiert und konnen somit bewegt werden und miteinander fusionieren. Der Komplex der
kontraktilen Vakuole in D. discoideum ist ein eigenes, von den Vesikeln des endosomalen
Transportweges abgesondertes System [Maniak, 2002]. Fiir die Assoziation der Tubuli mit
dem Aktinnetzwerk werden Proteine benoétigt, die die Stabilitit und Flexibilitit des
dynamischen Systems ermoglichen. Myosin-Vb konnte die Ankerfunktion libernehmen, die
notwendig ist, um die kontraktile Vakuole innerhalb des Aktinzytoskeletts zu positionieren.
Allerdings ist es fiir die dynamische Funktion der kontraktilen Vakuole notwendig, daf} diese
nicht starr ist. Die kinetischen Eigenschaften von Myosin-Vb, die im Rahmen dieser Arbeit
beschrieben wurden, ermdglichen eine solche flexible Verankerung der kontraktilen Vakuole
durch Myosin-Vb. Bei hohen Konzentrationen an freien Magnesiumionen wird die
Bewegungsgeschwindigkeit von Myosin-Vb stark herabgesetzt. Dariiber hinaus wird durch
eine Inhibierung der Dissoziationsgeschwindigkeit von ADP die Dauer des stark
aktinbindenden Zustandes erhoht. Da Myosin-Vb bei der Interaktion mit der kontraktilen
Vakuole einer Last ausgesetzt ist, konnte sich dieser Effekt sogar noch verstdarken. Durch die
Moglichkeit der Modulation der Ankerfunktion durch die Konzentration an freien
Magnesiumionen kann Myosin-Vb die Dynamik der kontraktilen Vakuole gewihrleisten und
dadurch die Funktion eines flexiblen Ankers erfiillen. Auch fiir Myosin-VI wurde gezeigt, daf3
es sowohl als Transporter als auch als Anker funktionieren kann [Altman et al., 2004]. Bei
diesem dimeren, prozessiven Myosin fithren niedrige ATP-Konzentrationen bzw. die
Anwesenheit von hohen ADP-Konzentrationen unter Last zu einer Inhibierung der Bewegung
entlang von Aktinfilamenten. Bei D. discoideum Myosin-Vb liegt der Umschaltung zwischen
prozessiver Bewegung und Ankerfunktion also ein anderer kinetischer Mechanismus
zugrunde, der an die Bediirfnisse einer flexiblen Verankerung der kontraktilen Vakuole
angepallt ist.

4.2. Serine in der Schleife-1-Region von Myosin-Vb sind potentielle
Phosphorylierungsreste mit Regulationsfunktion der ATPase

In der vorliegenden Arbeit konnten erste Beobachtungen einer bisher nicht bekannten
Regulation der ATPase-Aktivitit eines Klasse V Myosins durch die Phosphorylierung von
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Aminosdureresten der Motordoméne gemacht werden. Es wurden Kinaseassays mit radioaktiv
markiertem y->"P-ATP etabliert, um den Phosphorylierungsstatus der Motordoménen von D.
discoideum Myosin-Vb und G. gallus Myosin-Va im Vergleich zu Klasse I Myosinen und D.
discoideum Myosin-II zu tberpriifen. Es wurde gezeigt, daB3 sich die Klasse V Myosine
ebenso wie Klasse I Myosine mit der Myosin Klasse I Schwerkettenkinase (MIHCK) aus A.
castellanii phosphorylieren lassen und diese Phosphorylierung fiir alle untersuchten Myosine
mit A-Phosphatase wieder riickgéngig gemacht werden kann. Mit Hilfe malen-
spektrometrischer Analysen von phosphorylierten und dephosphorylierten Myosin-Vb-
Motordominenkonstrukten konnte in Kooperation von T. Reinl und Dr. L. Jinsch
(Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung, Braunschweig) eine putative
Phosphorylierungsstelle von Myosin-Vb identifiziert werden.

Die durch MIHCK phosphorylierten Aminosédurereste Serin-208 und Threonin-209 liegen im
Schleife-1-Bereich von Myosin-Vb. Dieser Bereich ist in D. discoideum Myosin-Vb im
Vergleich zu allen anderen Klasse V Myosinen um 18 bis 30 Aminosduren verlangert (vgl.
Sequenzvergleich Kapitel 3.1., Abbildung 3.2). Er befindet sich im Bereich der
Nukleotidbindungstasche (s. Abbildung 4.2). Der Schleife-1-Bereich ist iiber zwei a-Helices
mit den nukleotidbindenden Elementen Schalter I und P-Schleife verbunden.

Ser 186

Schleife-1 = Ser 184

( P-Schleife
Schéglt ri

Abb. 4.2: Superpositionierung der Nukleotidbindungstasche von G. gallus Myosin-Va, S. scrofa Myosin VI und
D. discoideum Myosin-II. Die Koordinaten entstammen den pdb-Datensdtzen 1W8J (Myosin-Va), 2BKH
(Myosin-VI) und 1G8X (Myosin-II). Gezeigt sind die nukleotidbindenden Elemente Schalter I, Schalter II sowie
P-Schleife und die iiber a-Helices mit der Nukleotidbindungstasche verbundene Schleife-1. Die markierten
Aminosdurereste Serin-184 sowie Serin-186 (Myosin-Va) liegen im Sequenzvergleich an den zu Serin-208 und
Threonin-209 von D. discoideum Myosin-Vb korrespondierenden Positionen.

In funktionalen Assays und kinetischen Experimenten wurden Hinweise dafiir gefunden, dal3
Schleife-1 die ADP-Freisetzung des Myosins und die Bewegungsgeschwindigkeit von
Aktinfilamenten reguliert [Spudich, 1994; Sweeney et al., 1998; Kurzawa-Goertz et al., 1998;
Murphy und Spudich, 1998; Clark et al., 2005]. Dabei wurde in Studien mit Schleife-1-
Chiméren gezeigt, dall grofere und flexiblere Schleifenbereiche eine schnellere ADP-
Dissoziationsgeschwindigkeit zur Folge haben. Eine dhnliche Korrelation wurde auch fiir
Myosin-IE aus D. discoideum beschrieben [Kollmar et al., 2002]. Fiir D. discoideum Myosin-
Vb scheint diese Wechselbeziehung nicht unbedingt zu gelten. Myosin-Vb hat einen sehr



136 Diskussion

groflen und wahrscheinlich auch flexiblen Schleife-1-Bereich, falls nicht intramolekulare
Wechselwirkungen zu einer Kondensierung der Schleife fithren. Zusdtzlich konnte in Folge
der Phosphorylierung der zwei Aminosdurereste in Schleife-1 eine andere, eventuell
kompaktere Form dieses Bereiches durch ionische Wechselwirkungen stabilisiert werden.
Dies konnte zu einer Verdanderung der Zugénglichkeit fiir Nukleotide oder sogar, wie kiirzlich
mit Chimdren und Mutationskonstrukten eines Klasse I Myosins aus Siugetieren (Myolb)
gezeigt, zu noch weitreichenderen Verdnderungen in der Aktin-Affinitdt und der ATPase-
Aktivitit fiihren [Clark et al., 2005].

Die Charakterisierung eines Myosin-Vb Konstruktes mit zwei Mutationen im Bereich von
Schleife-1 (S208E, T209D), die durch negative Ladungen eine Phosphorylierung nachahmen,
zeigte Anderungen aller steady-state-Parameter. Die basale ATPase-Geschwindigkeit der
Schleife-1-Mutante ist um den Faktor fiinf auf 0,35 s erhoht. Das ist bemerkenswert, da in
diesem Fall keine Beschleunigung des geschwindigkeitsbestimmenden ADP-Dissoziations-
schrittes durch Aktin erfolgt. Daher konnte entweder eine schwéchere ADP-Bindung oder
eine schnellere Phosphatfreisetzung, die in Abwesenheit von Aktin geschwindigkeits-
bestimmend sein konnte, die Ursache sein. Der K,,p-Wert fiir Aktin wird durch die Schleife-1-
Mutation nur geringfiigig beeinfluft. Allerdings steigt die maximale ATPase-
Geschwindigkeit von 11,6 s auf 17,1 s, was auf eine effektivere Kopplung zwischen
Aktinbindung und Produktfreisetzung hinweisen konnte. Die um den Faktor 2 hohere
Bindungskonstante 2. Ordnung fiir Aktin in Anwesenheit von ATP (kca/Kapp) 1St €in weiterer
Hinweis dafiir. Die bisher bestimmten transientenkinetischen Parameter des ATPase-Zyklus
der Schleife-1-Mutante von Myosin-Vb zeigen noch keinen eindeutigen EinfluB3 auf einen
bestimmten Schritt innerhalb des Zyklus. Allerdings sind die bereits gemessenen Bindungs-
und Dissoziationsgeschwindigkeiten fiir ATP und ADP leicht erhoht. Alle bisher ermittelten
kinetischen Parameter weisen darauf hin, da3 es sich bei der phosphorylierten Form um einen
aktivierten Zustand von Myosin-Vb handelt. Es ist aber noch nicht klar, ob die
Phosphorylierung auch einen EinfluB auf die Prozessivitit oder die Moglichkeit der
Regulation durch freie Magnesiumionen hat. Die umfassende transientenkinetische
Charakterisierung des ATPase-Zyklus der Schleife-1-Mutante wird zeigen, ob die
Phosphorylierung - wie die Variation der freien Magnesiumionen-Konzentration - ein
weiterer Mechanismus zur Modulation der Prozessivitit ist.

4.3. Gewinnung von Proteinkristallen der Motordomane von Myosin-Vb

Die Kristallisation verschiedener Myosin-Vb-Konstrukte, die alle die vollstindige Motor-
domdne beinhalteten, fiihrte je nach Kristallisationsbedingungen zum Wachstum
nadelformiger, hexagonaler oder rhomboider Kristalle. Wihrend dieser Arbeit konnten die
Kristallisationsbedingungen des MVb-2R-His-Konstruktes so weit optimiert werden, daf3
bereits nach drei Tagen Kristalle gewachsen waren. Rontgenstrukturanalysen wurden an der
Beamline X-11 am Synchrotron DESY/EMBL (Hamburg) sowie an der Beamline ID14-2 am
ESRF (Grenoble, Frankreich) durchgefiihrt. Aufgrund der Kristallform war das Beugungsbild
rdumlich anisotrop, so dafl nur unvollstindige Beugungsdaten bis 15° aufgenommen werden
konnten. Anhand der vorldufigen Ergebnisse der Rontgenstrukturanalyse konnen jedoch die
Auflésung mit 3.3 A und die Geometrie der Raumgruppe angegeben werden. Obwohl bisher
keiner der vermessenen Kristalle von Myosin-Vb eine ausreichende Qualitdt der
Rontgenstrahlenbeugung lieferte, um mit den Beugungsdaten die atomare Struktur der
Motordomdne von Myosin-Vb zu l6sen, ermdglicht die erfolgte Optimierung der
Kristallisationsbedingungen eine schnelles screening zukiinftiger (Mutations-)Konstrukte von
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Myosin-Vb mit dem Einsatz geringer Proteinmengen. Durch die Kristallisation der Schleife-
1-Mutante von Myosin-Vb wurde versucht, etwaige Mikroinhomogenititen im Kristallgitter
durch das Vorhandensein einer Mischpopulation aus phosphoryliertem und
unphosphoryliertem Myosin auszuschlieBen. Auch die Methylierung der Myosinkonstrukte,
die vollstindige Dephosphorylierung und die Derivatisierung von oberflaichenexponierten
Cysteinresten sind weitere vielversprechende Optimierungen, an denen zur Zeit gearbeitet
wird.

4.4. Phosphorylierung von D. discoideum Myosin-IC durch MIHCK ist
essentiell fur die Motoraktivitat dieses Myosins

Myosin-IC ist eines von sieben Klasse I Myosinen in D. discoideum. Bisher sind bereits
Myosin-IB, -ID und -IE kinetisch und funktional charakterisiert [Tsiavaliaris et al.,
eingereicht; Fujita-Becker et al., 2005; Diirrwang et al., 2006]. Diese Klasse I Myosine sind
im aktinreichen Zellcortex in migrierenden Zellen, an Zell-Zell-Kontaktstellen und in
Filopodien lokalisiert [Morita et al., 1996; Peterson et al., 1995; Fujita-Becker et al., 2005].
Alle bisher charakterisierten Klasse I Myosine zeigen somit eine dhnliche Lokalisierung und
eventuell redundante Funktionen innerhalb der Zelle. Sie unterscheiden sich nur geringfiigig
in ihren kinetischen und funktionalen Eigenschaften. Die Unterschiede konnten
ausschlaggebend fiir die Erfiillung spezifischer Aufgaben sein. So sind Myosin-IB und
Myosin-ID nach Phosphorylierung im Bereich der TEDS-Stelle schnelle Motoren, die
allerdings auch in der dephosphorylierten Form eine verlangsamte Bewegung entlang von
Aktinfilamenten ausfiithren. Myosin-IE ist ein langsamer Motor, der aber dephosphoryliert
ebenfalls Motilitdit zeigt. Im Gegensatz dazu zeigt D. discoideum Myosin-IC in der
dephosphorylierten Form einen vollstindigen Verlust der Fahigkeit zur gerichteten
Bewegung. Nach der Phosphorylierung von Myosin-IC-Motordomanenkonstrukten durch die
Myosin Klasse I Schwerkettenkinase aus 4. castellani konnte eine langsame Bewegung von
Aktinfilamenten mit einer Geschwindigkeit von 0,27 £+ 0,15 pm/s im in vitro Motilitdtsassay
beobachtet werden. Es 148t sich vermuten, daf3 diese Regulationsform denen anderer Klasse |
Myosine dhnelt, allerdings der Effekt des Ein/Aus-Schaltens starker ausgeprégt ist. Das ist ein
weiterer Hinweis darauf, dal die feinen Unterschiede in Kinetik, Funktionalitit und
Regulation der Klasse I Myosine aus D. discoideum trotz iiberlappender Lokalisierung
unterschiedliche zelluldre Funktionen ermdoglichen. Die bisher von Myosin-IC gewonnenen
Daten aus den Messungen der ATPase-Aktivitdt, die sehr gering ist und auch durch Aktin nur
wenig aktiviert wird, sowie die langsame Bewegungsgeschwindigkeit konnten darauf
hinweisen, daB} dieses langsame Myosin an Prozessen der Strukturerhaltung des Zytoskelettes
beteiligt ist oder eine Ankerfunktion erfiillt.

4.5. Betrachtungen zur Struktur-Funktionsbeziehung von Myosin-IC

Eine Hypothese fiir die Arbeiten mit Myosin-IC war eine vermutete besondere Funktion der
Nackendomaéne, da sie sich strukturell von denen anderer Klasse I Myosine absetzt. Durch
Sequenzvergleiche wurde in dieser Arbeit gezeigt, dal Myosin-IC im Bereich der
Nackendoméne eine putative Bindungsstelle fiir bis zu drei leichte Ketten besitzt, die eine
hohe Homologie zur Nackendoméne von Myosin-VI aufweist. Es konnte sich um ein Element
zur Umfaltung des Nackens handeln, das eventuell durch gebundene leichte Ketten stabilisiert
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werden mufl. Expressions- und Aufreinigungsversuche mit verschiedenen Myosin-IC
Konstrukten, die verschieden lange Nackendoménen besitzen, haben eine Abhingigkeit der
Expressionsrate und der Stabilitdit der Konstrukte von der Linge der Nackendomédne
aufgezeigt. Motordoménenkonstrukte konnten in ausreichender Konzentration exprimiert und
aufgereinigt werden, wihrend Konstrukte, bei denen die putative Bindungsstelle fiir leichte
Ketten und das erste IQ-Motiv mitexprimiert werden, eine weitaus geringere Konzentration
innerhalb der Zellen aufweisen. Ein moglicher Grund dafiir konnte das Fehlen der
stabilisierenden leichten Ketten sein. Diese sind bisher unbekannt und werden nicht hoch
exprimiert. Es ist wahrscheinlich, dafl Molekiile, die nicht mit den endogenen leichten Ketten
und/oder Calmodulin abgesittigt werden konnen, im Zytoplasma als nicht funktionale
Myosine erkannt werden und deshalb durch Proteolyse abgebaut werden. Des Weiteren ist die
Nackendomine mit gebundenen leichten Ketten fiir viele Myosine wichtig fiir die Aktivitét.
Die assoziierten leichten Ketten stabilisieren den Nackenbereich und haben eine
regulatorische Funktion fiir die ATPase-Aktivitdt der Myosine. Fiir die weiteren Arbeiten zur
Untersuchung der Funktion der Nackendomdne von Myosin-IC ist es daher notwendig, die
leichten Ketten zu identifizieren. Erste Experimente zur Auffindung der leichten Ketten mit
Hilfe von Immunoprézipitation und pull-down Assays wurden bereits durchgefiihrt. Bisher
liegen hierzu noch keine Ergebnisse vor, weitere vergleichende Durchlédufe mit Konstrukten
mit und ohne die erweiterte Nackendomine sowie verschiedenen Affinitétstags (His- und
FLAG-tag) werden die Identifikation der leichten Ketten und die Bestimmung ihrer Funktion
zur Stabilisierung der Nackendoméne ermoglichen.

Durch die bisherigen Arbeiten an Myosin-IC konnten Konstrukte mit katalytischer Aktivitét
und der Féahigkeit zur Bewegung von Aktinfilamenten exprimiert und aufgereinigt werden. Es
konnte die Regulation der Motoraktivitit von Myosin-IC durch die Phosphorylierung der
Motordoméne sowie die leichte Ketten-abhingige Stabilisierung der Nackendoméine gezeigt
werden. Beide Mechanismen koénnen in Form eines Ein/Aus-Schalters eine effektive
Regulation von Myosin-IC ermoglichen. Es wurde somit die Basis fiir die Identifikation der
leichten Ketten, die Aufkldrung der Funktion der Nackendoméne sowie die Untersuchung des
Effektes der Phosphorylierung von Myosin-IC geschaffen.
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