UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG -EPPENDORF

Zentrum fur experimentelle Medizin
Institut fir Biochemie und Signaltransduktion

Prof. Dr. rer. nat. Aymelt ltzen

Effekt von autoinhibiertem DIAPH1 auf die Mikrotubuli -Dynamik

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

vorgelegt von:

Jessica Ecem Nojszewski
aus Tarsus

Hamburg 2@2



Angenommen von der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg am: 11.012023

Veroffentlicht mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

Prifungsausschuss, der/die Vorsitzende?rof. Dr. Linda Diehl

Prufungsausschuss, zweite/r Gutachter/inProf. Dr. Sabine Windhorst



Arbeitshypothese und Fragestellung

Das metastatische Potenzial des Kolonkarzinoms wird durch die Mikrotdyutittelte
Adhasion beeinflusst (Lin et al. 2015). Hierbei nimmt das Protein DIAPH1 durch seine
Mikrotubuli-regulierende Aktivitat eine wichtige Rolle ein. Untersuchungen von Lab. et
(2015) zeigten, dass die Stabilisierung von Mikrotubuli und damit die
Mikrotubuli-abhangige Adhasion durch das DIARRI(otein keine Anwesenheit von
Stimuli erfordert. Inwieweit DIAPH1 in autoinhibiertem Zustand mit den Mikrotubuli
interagiert, wurden-vitro bislang noch nicht erforscht und ist Thema der vorliegenden
Arbeit. Fur die DIAPH2Isoform wurde bereits gezeigt, dass das Proieinder
autoinhibierten Form an Mikrotubuli bindet und eine Fdletierte Mutante des Proteins
groRere Effekte auf di Mikrotubuli hervorruft als die FHPoméane allein (Grueb et al.
2019). Damit konnte gezeigt werden, dass DIAPH2 in kolorektalen Karzinomen die
Dynamik der Mikrotubuli unabhéngig von der FHB®maéane kontrolliert. Der Grund hierflr
wird auf eine zweite Mikrtubuli-Bindedoméne aul3erhalb der FB2mane zurtickgefuhrt
(Grueb et al. 2019)Ausgehend von diesem Ergebnis stellt sich die Frage, ob auch in
DIAPH1 eine zweite MikrotubuBindedomane aufer der FHIbméane existiertDie
Existenz einer moglichen zweitenilvotubuli-Bindedoméne naher zu untersuchisheine
weitere Zielsetzung der vorliegenden Arbeit. Die Beantwortdeg obengenannten
Fragestellungn erfordert zunadchst die Klonierung ura@hschlie3enddie bakterielle
Expression der bisher bekannten FBi@méane des Proteins mit deletierter FHIbmane
(fortan alsp F H2zeichnetyind des Volllangegproteins (DIAPH1)Die Auswirkungenvon
DIAPH1, pF Huhd der FH2Domaneauf die Mkrotubuli-Polymerisierungverden dann
durch invitro-Experimente analysiert und aptifiziert. Sollte sich die Vermutung Uber das
Vorliegen einer zweiten MikrotubuBindedomane in DIAPHL1 tatsachlitiestatigen, ist es

fur die spéatere therapeutische Hemmung der onkogenen Aktivitat von DIAPH1 essenziell

diese Doméane zu identifizieren.
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EINLEITUNG

1. Einleitung i medizinischer Kontext

Das ProteibiaphanousdHomolog 1(DIAPH1) weisteinehoheSyntheserate in kolorektalen
Tumorzellen auf, welche stark mit dem Auftreten von Lungenmetastasen ko(ietiest
al.2014. Mit einer hohen Inzidenz und Mortalitat gehort das kolorektale Karzinom weltweit
zu den haufigsten Krebserkrankungen und stellgibales Gesundheitsproblem ¢Bray

et al. 2018; Vuik et al. 2019; Siegel et al. 2020). Durch Interaktion mit dem Zyattsttef
Zelle fungiert DIAPH1 als Verstarkeder Metastasierungskaskadend erlangt im
Zusammenhang mit invasiven Karzinomen klinische RelevénzMausmodell konnte
durchDepletion des Protes in kolorektalen Tumorzellesine fast vollstandige Blockade
der Metastasierungrreicht werden (Lin et al. 2014; Lin et al. 2015). Damit stellt die
therapeutische Hemmung der onkogenen Aktivitat von DIAP&iAen maoglichen

pharmakologischen Angriffspunkt fir invasive kolorektale Karzinome dar.

1.1. Funktion von DIAPHL1 in der Metastasierungskaskade

Die Metastasierung, als die am meisten gefirchtete Komplikation von Tumoren, ist die
Hauptursachéir Todesfalle von Krebspatienten und kennzeickieetletalen Aspekt vieler
Krebserkrankungemegen den es zurzeitir begrenztherapeutische Strategigibt (Fidler

& Kripke 2015).Die Bildung von Metastasen ist abhangig von der Beweglichkeit der
Tumorzellen, die es den Zellen erlaubt ins Blut bzw. in die Lymphe zu gelangen, sich zu
verteilen, der Entdeckung durch Immulteie auszuweichen, zu Uberleben, zu proliferieren
und schliel3lich neue Umgebungen kalonisieren(Chambers et al. 2002lguyen et al.
2009. Ausgehendrom originalen Tumorgeweberfolgt die Metastasierung schrittweise
indem die Tumorzellen sich vom prineéd Tumor ablosen, die Basalmembdamchbrechen

und durch die extrazellulare Matrix (ECM) und dasdegewebige Stiutzgerius$tfoma
migrieren (Liotta 1986Fife et al. 20131 Die invasiven Tumorzellen werden durch die
Gefal3e, im Falle des Kolonkarzinoms z.B. zur Lunge, transportiert und bilden dort Kolonien,
die zu sekundaren Tumoren heranwachsen (Saxena & Christofori 2013). Diese Art der
metastatischen Kaskade ist in Abb.akgestellt.
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EINLEITUNG

Primary tumor

Micrometastasis

Macroscopic metastasis

Abb. 1. Die MetastasierungskaskadgSaxena & Christofori 2013).Die proliferieten Tumorzellen
durchbrechen die Basalmembr&s kommt zurdkalen Invasion ins umliegende Gewebeddie Zellen
gelangerin die Blutbahn(Intravasation). i@ disseminierten Tumorzelléretenaus der Blutbahheraus

(Extravasation) und besiedeln andere Oggandem sie Kolonien bzw. Mikrometastasen bilden, die im
Verlauf stark proliferieren
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EINLEITUNG

1.1.1. Mikrotubuli -abh&ngige Adhasion wahrend der Metastasierung

Nach der Proliferation des Primartumors bilden die Tumorzellen zum Durchdringen der
Basalmembran fokale Adh&sionen (FAs) adsiér et al. 1999Fife et al. 2014Lin &
Windhorst 2016)Dies bescleibt das Anhaften der Tumorzellen an die ECM (AhbDie
Bildung fokaler Adhasionen erfolgt hauptsachlich tber Integrine (Haier et al. E8&8ne
Manneville 2013. Uber diese Adhasionsproteine wird der Kontakt zur ECM hergestellt und
damit der erste @ritt der Metastasierung initiiert.

tumor cells

focal adhesions
o

TN —

—ECM

Abb. 2 Bildung von fokalen Adhéasionen (Lin & Windhorst 2016). Tumorzellen bilden fokale
Adhasionen (orange) aus und haften damit an die ECM. Es kommt zur Verformung dieser Zellen. Erst
die Adhéasion ernglicht das Verlassen der lokalen Tumorumgebung und damit die Invasion der
Tumorzellen. Die Adhasion ist der erste und wichtigste Schritt der Metastasierung.

Experimente von Lin et al. (2015) belegten, dass die Adhasion durch Mikrotubuli vermittelt
wird. Die Mikrotubuli formen wahrend der Interphase von den Zentrosomen ausgehend ein
Netzwerk, welches den vesikularen Transport mithilfe der Motorproteine Kinesin und
Dynein innerhalb der Zelle gewéahrleistéitienneManneville 2013; Fife et al. 2014;
Hohmann& Dehghani 2019 Verstarkt wird der Vesikeltransport in Tumorzellen durch
DIAPH1, indem das Protein an die Mikrotubuli bindet und diese stabilisiert (Lin &
Windhorst 2016)Hierdurchwird der Transport von Vesikeln erleichtert und es kommt zur
lokalen Ansammlung des Adhasionsproteingegrin-bl an der Plasmamembrén Abb. 3).

Durch den Integrifbl-vermittelten Kontakt zur ECM wird das Entstehen von FAs, und

damit der erste Schritt der Metastasierung, begunstigt.
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EINLEITUNG

microtubule

LSRR,

Integrin-p1

Abb. 3: DIAPH1 -vermittelter Transport der Integrin -b 1Vesikel (Lin & Windhorst 2016). DIAPH1
bindet an die Mikrotubulind stabilisiert diese. asikel mit Integrirb Wverdenentlang der Mikrotubuli durch

das Motorprotein Kinesin an die Zellmembran transportignt der AufRenseite et Zelle angekommen,
fusionieren die Vesikel mit der Plasmamembran und Intdyriwird an derPlasmamembran integrteDie
Adhésion wird mithilfe des Adh&sionsproteins durch den Kontakt der Zelle zur ECM vermittelt. Dieser
Vorgang stellt den ersten Sdhin der Metastasierungskaskade dar.

1.1.2. Zellauslauferi Motor der Tumorzellen

Metastasierende Tumorzellen zeichnen sich im Gegensatz zu normalen bzw. nicht
metastasierenden Tumorzellen durch ihre hohe Invasivitat aus. Zu dieser Eigenschaft tragen
auch Zellauslaufer (Abb. 4 und 5) bei, die aus Aktinfilamenten zusammengesetzt sind (Le
Clainche & Carlier 2008Nurnberg et al. 20tJacquemet et al. 2015)e nach Funktion
werden diese unterschiedlich bezeichnet: Adhésion (Filopodien), Protrusion
(Lamellipodien) und Invasion (Invadopodien). Durch diese Strukturen erlangt diatiZelle

Beweglichkeit und kann in andere Zellumgebungen eindringen.
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EINLEITUNG

Dabei setzt diegnvadopodiaformatiomMatrix-Metalloproteasen (MMPs) fredie die ECM
abbauen und zerstoren (Nurnberg et al. 2&tiEnneManneville 2013,

/24 Filopodium . . e . .
" Microtubule, < "\ — Abb. 4: Zellauslaufer fur Adhasion, Protrusion und Invasion
P /’ = e (Abbildung verandert aus Chesarone et al. 2010Die Zelle
" ‘:V/Nudeus\“jf,/ ”’3/_:2 Naiard bildet Zellauslaufeaus die die Adhésioran die Basalmembran
\%\\\\/\i’ =L und die Invasion durch die ECM ermdglicheAu diesen
\\ \\\—ng_"—' Auslaufern zahlenLamellipodien Invadopodien ffier nicht
N Y Lamellipedium ~ abgebildet) und Filopodien welche aus Aktinfilamenten

“stress fibre

/ aufgebaut sind.

010

l Basement membrane |’ Extracellular matrix U

- ’,Lamellipod\i;o‘r X
pseudopodia )

_______________________________

Abb. 5: Typische Strukturen in invasiven Zellen (Nirnberg et al. 2011). Zur Adhasion und zum
Durchdringen der ECM werden Zellauslaufer ausgebildet. Zu diesen Ausldufern z&hlen unter anderem
Lamellipodien Invadopodien undrilopodien welche aus Aktinfilamenten (rot) aufgebaut sibie ECM-
Degradation erfolgt mithilfe von Indmpodien. Einige Begleit und Bindeproteine (z.B. Cortactin)
beeinflussen die AktiDynamik und damit auctias Ausbilderdieser Strukturen.
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EINLEITUNG

1.1.3. Zusammenhang zwischen DIAPH1 und dem Zytoskelett

Das Zytoskelett bildet in der Zelle ein komplexes Netkwais (Abb. 6) und ist fur viele
zellulare Funktionen wie Zellteilung, Zellmotilitat und Gewebemorphologie essenziell
(Goode & Eck 2007Nurnberg et al. 2011Chesarone et al. 20LQJUnterschieden werden
Aktin, Intermediarfilamente und MikrotubuliHohmam & Dehghani 201p Da die
zellularen Strukturen (Lamellipodien, Filopodien und Invadopodien) der Tumorzellen aus
Aktinfilamenten bestehen und die Integrine tber Mikrotubulidie ECM gelangen (s.0.),

ist eine genaue Regulation der Zytoskel®hamik erforderlich (Le Clainche & Carlier
2008; Nurnberg et al. 201Eife et al. 2013 Die Dynamik von Aktin und Mikrotubuli wird

durch Begleit bzw. Bindeproteine reguliert. Veehrte Expression dieser Proteine wie z.B.
von DIAPH1 kann den ersten Schritt der Metastasierungskaskade begunstigen. Dies wird
durch die Stabilisierung der Mikrotubuli bzw. durch die Stimulierung der Bildung von

Aktinfilamenten fir Filopodien, Invadopodiemd Lamellipodien vermittelt (s.o0.).

Filopodia Stress fiber Actin cortex
S
o\ )
)
. . - \"\‘"\w ——
Lamellipodium R .
> ——— Microtubule
- > T focal adhesion

4 . interactions
3 }

Intermediate proto-
filament transport NG e
via microtubule:

AR = Bleb:

growing
x N retracting
Microtubule Intermediate filament Intermediate filament
actin interactions displacement focal adhesion
interactions
@  Focal adhesions === Cortex Parallel, bundled filaments —= Dendritic, bundled filaments

w===  Antiparallel (contractile) bundles w===  Microtubules wee=  Intermediate Filaments

Abb. 6: Organisation und Struktur des Zytoskeletts(Hohmann & Dehghani 2019).Das Zytoskelett ist
nicht nur das Grundgerist der Zelle, sondern ist auch an vielen intrazellularen Prozessen beteiligt. Alle
Zytoskelettproteinénteragieren miteinander und bilden komplexe Netzwerks
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EINLEITUNG

1.2. Mikrotubuli T Autobahnen der Zelle

Als essenzielle Bestandteile des Zytoskelketismimen Mikrotubuli in allen eukaryotischen
Zellen vor und sind an vielen Vorgangen der Zelle, wie z.B. Migration, Vesikeltransport,
Zellwachstum un€Chromosomenauftrennung in der Mitobeteiligt (Wade 200%Etienne
Manneville 2013;Fife et al. 2014 Sie sind zylinderformigaufgebaut undyehdren mit
25nm Durchmesser zu den grofdten Strukturen des Zytoskdhstsnann & Dehghani
2019) Mikrotubuli setzen sich au§} und RTubulin zusammen (Abb. 7, A). Durch
nicht-kovalente Wechselwirkungen der beiden Monomere entstehen Heterodiraesieh

zu einem hohlférmigen Polymer aus typischerweis@rtiBofilamenten zusammenlagern
(Desai& Mitchison 1997 Downing 2000).

A MICROTUBULE STRUCTURE

Tubulin @
Heterodimer

\ / Protofilament

}25nm
5.

Minus End Plus End

B MICROTUBULE DYNAMIC INSTABILITY

Polymerization
-

TR IR RN AR Lllb —> @
AU (% %] %

Depolymerization P @0

Abb. 7: Aufbau (A) und Dynamik (B) der Mikrotubuli (Kline-Smith & Walczak 2004). Mit einem
Durchmesser von 25 nm gehéren Mikrotubuli zu den gréRten Strukturen des Zytoskeletts. Besisbend

und (Tubulin formen sie Polymere (A). Die Polymerisierung erfolgt durch dier&ekung von neuen
Tubulin-Dimeren und zeitlich versetzter GAHR/drolyse (B).Eserfolgt ein standiger Wechsel zwischen Auf

und Abbau der Mikrotubuli (Polymerisation und Depolymerisation). Der abrupte Wechsel zwischen diesen
beiden Zustéanden wird als dymische Instabilitdt bezeichnet.
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EINLEITUNG

Das Aneinanderlagern mehrek&R-Tubulin-Heterodimere ans MikrotubulkBnde wird als
Polymerisierung und das Auseinanderfallen als Depolymerisidrangichnet (Downing
2000). Zur Polymerisierung wird das GTP d&$ubulins nach Hinzufligen der Tubukn
Dimereans MikrotubulusEnde unter Freisetzung des Phosphats hydroly@ieti. 7, B).

Nach der Hydrolyse des GTPs zu GDP verbleibt GDRler3-Tubulini Untereinheit des
UR-Tubulini Heterodimers Prinzipiell ist der Auf und Abbau an beiden Enden eines
Mikrotubulus mdglich. Die Anordnung dékR-Tubulin-Heterodimere@rientierung des3
Tubulins zum Plu€nde) bewirkt jedoch eine polare Ausrichtun®gsai & Mitchison

1997). Als Konsequenz dieser Polaritat ergeben sich jeweils unterschiedliche Waehstums
bzw. Zerfallsgeschwindigkeiten an beiden Enden der Mikrotubas Endean demdie
Polymerisierung oderDepolymerisierung wrch Hinzufligen oder Entfieen von
TubulinrDimeren schnedlr voranschreitet, wird PluEnde genannt, wohingegerad
Minus-Endelangsamer wachst und stabiler(fade 2009 Die GTRHydrolyse erfolgt mit
demAneinanderlagern der TubuliDimere an das Ende der Mikrotubuli nicht géeich,
sondern erst im AnschlusMlit der Rekrutierung neuer Tubulidimere am wachsenden
Ende der Mikrotubuli entsteht dadurch ein GTébulin-cap (Carlier et al. 1984; Desai &
Mitchison 1997; Brouhard & Rice 20014 Di ese-Kappe i ASHe#mder si er t
Mikrotubuli. Der Verlust der GTRKappe fuhrt zur Depolymerigerung da die
GTP-Hydrolyse schnellefortschreitetals das Hinzufiigen dérubulin-Dimere (Abb. 7, B

und Abb. 8). Hierbei nehmen die Mikrotubuli durch die RelaxiedergProtofilamente und

durch den Verlust von Zwischenbindungen eine kurvige KonformatiorGé®-Tubulin

di ssoziiert von den Mikr ot ub udatastroph@ dDerdi e s e
Acatastroph@i Vorgang (Ubergang der Polymerisierungsphase indie
Depolymerisierungsphase) kann aber auch mit dem zunehmenden Wachstum der
Mikrotubuli (Polymerisierung) begrindet werden (Brouhard 2015): Die zunehmende
Polymerisierung bewirkt analog zum Verlust der GR&ppe eine Krimmung der
Mikrotubuli, die zum Venlist der lateralen Kontakte fuhrt. Mit der kurvigen Konformation
einhergehend verlieren die Mikrotubuli an Stabilitat und die Depolymerisierung wird

initiiert.
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Stabilizing
cap

Catastrophe
EE—
-
Rescue
8 ap-tubulin:GTP
8 af-tubulin:GDP ) o
Growing Shrinking

Abb. 8: Dynamik der Mikrotubuli und GTP-Tubulin-cap(Brouhard & Rice 2014).Solange das Ende der
Mikrotubuli mit GTP-beladena Dimeren besetzt istwird das Wachstum bzwdie Polymeriserung der
Mikrotubuli fortgesetzt indemdie HeterodimereansMikrotubulusEndeschneller rekrutiertverden als die
GTP-Hydrolyse fortschreitetGeht die schiitzende GI¥appe verloren, wird die Reaktion in Richtung
Depolymerisierung verschobetefastrophg In dieser Phase hydrolysiert das GTP schneller als neue Tubulin
Dimere rekrutiert werden. Der Mi@tubulus nimmt eine kurvige Konformation an, wird instabil und zerfallt.
Der Vorgang, bei dem die Gleichgewichtsreaktion erneut in Richtung Polymerisierung verlagert wird, wird als
Aescuéi bezeichnet .

Depolymerisierende Mikrotubuli kénnen erneut polymie s i eescaén )Dimifkov et al.
(2008) zeigten in ihrer Untersuchung, dass die Regeneration der Mikrotubuli aus dem
Acat as t =mo A e@fcoge@TH Ar e mn aurickgdiihrt werden kann, die

aus der unvollstandigen GIHydrolyse wahrend derd®ymerisierung entstehaund damit
Entstehungsortdiir eine erneute TubulAddition darstellen(s. Abb. 9) Der exakte

Me chani s oatastroph@® numdstudA bl i eben Dbi sl ang jedoch
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O ORF OB ORFORFORFC

@

Abb. 9: GTP- Aremnanti i Modell (Abbildung verandert aus Dimitrov et al. 2008). Wahrend der
Polymerisierung (P) entsteht am MikrotubulEsde ein GTReapbestehend aus GTRubulin (rot). Durch die
unvolistandige Hydrolyse des GTPs sind auch in inneren Regionen des Mikrotubulkdu@dliR bzw. eine
unvolistandige GTRappe lokalisiert (GTPAemnants). Der Verlust der eigentlichen GTlRappe erhoht die

Wahr schei nldtastiogh@ i { CY¥ cund der Mi krotubul i-rednaniiol y mer i
erreicht ist (rot). Das MikrotubusdEnde ist erneut von einer GIKappe umgeben und die Wahrscheinlichkeit

fer Polymer irsscuéir en@®) stei gt (A

Bedingt durch den Wechsel zwischen Polymerisierung und Depolymerisierung sind
Mikrotubuli dynamische Strukturemer abrupte Wechsel zwisen den beiden Zustéanden
wird als dynamische Instabilitdbezeichnet(Mitchison & Kirschner 1984;Desai&
Mitchison 1997; Downing 20Q@rouhard 2015Veréanderungen der Mikrotubtilynamik

bzw. der Verlust defFahigkeit von Mikrotubuliin einer regulieen Art und Weise zu
polymerisieren und zu depolymerisieren, kénmzellulare Funktionen beeintrachtigen (Fife

et al. 2014; Hohmann & Dehghani 2019).

Mikrotubuli wachsenund shrumpfen stochastisch unkdnnen autonomzwischen
Polymerisierung und Depolymsrerung wechseln (Desai & Mitchison 1997; Downing
2000). Diese Dynamik kann jedoch auch von diversen Proteinen beeinflusst werden. Zu
diesen Proteinen gehdren unter anderem MAHsrétubuleassociated proteinsdie an

die Mikrotubulibinden und deren Struktur beeinflussen, + T{s{end tracking proteins
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die die Wachstumsgeschwindigkeit der Mikrotubuli erh6hen, Motorproteine Kinesin und
Dynein, die Mikrotubuli als Transportwege nutzen und fur den intrazellularen Transport
notwendig sind \Wade 2009 Mohan & John 2015), aber auch Formine (Bartolini &
Gunderson 2010) wie das DIAPHProtein. Einige aus Pflanzen isolierte Stoffe wie Taxol,
Colchicin und Vinblastin beeinflussen die Mikrotubuli ebenfalls und wirken antimitotisch
(Schif et al. 1979; Downing 2000; Wade 2009). Damit finden diese Stoffe bei einigen

Erkrankungen klinische Anwendung.
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1.3. DIAPH1 (DIA1, mDial, DRF1)1 Ein Formin

Die DIAPH-Proteinegehoren zu der Familiger Diaphanousrelated formingdDRF9. Als
Zytoskelettregulierende Proteingind Forminesowohl an der Regulierung des Aktins als
auchan der Regulierunder Mikrotubuli beteiligt(Chesarone et al. 2010; Breitsprecher &
Goode 2013)Damit beeinflusst auch d&oteinDiaphanous Homolog (DIAPHL1) viele
intrazellulare  Prozesse und nimmt bei zahlreichen  physiologischen  und
pathophysiologischen Prozess@mB. Tumorzellmigration undinvasion) eine wichtige
Rolle ein(DeWardet al. 2009; Breitsprecher & Goode 201Bgispiele fur diverse zellulare
Funktionen, die durch Formine reguliert werden, sind unter andéediform, Zellteilung,
Zellbewegung, Zelladhasion, Vesikeltransport und Zellmigratidagserman 199&aix &
Grosse 2006Barlink et al. 2010Kuhn & Geyer 2014)Das Gen, welches DIAPH1 codiert,
ist auf Chromosom 5 lokalisiert (Lynch et al. 1997).

1.3.1. Aufbau

In Saugetierzellen sind drei Isoformen von DIAPH bekadig jeweils unterschiedliche
Bezeichnungen teen:DIAPH1 (mDial m = MausproteinvarianteDIAPH2 (mDia3) und
DIAPH3 (mDia2) Fast alle Formine besitzen einen ahnlichen schematischen Aufbau und
sind durch zwei wichtige Domanen gekennzeichnet: die BRd die FH2Domé&ne Formin
homologyl- and 2 - domain) (Faix & Grosse 2006Goode & Eck 2007; Paul & Pollard
2009; Maiti et al. 2012). Sie sind Effektd?roteine verschiedener GTPasen wie Rho, Rac
und Cdc42 \Wasserman 199&ihn & Geyer 2014)In Abwesenheit solcher Stimuli sind
DRFs und die meisten ang@ Formine autoinhibiert. Die Hemmung der Proteinaktivitat
wird durch die Interaktion der DHDoméane (Diaphanous inhibitory doma)n am
N-Terminus und der DAEDoméane Diaphanousautoregulatory domainam GTerminus
initiiert (Abb. 10). Erst die Bindung voiGTP gebundenem Rho (Ri®TP) an die
GBD-Domane (GTPasebinding domaii von DI APH1 untDeADfr i cht
Interaktion und das Protein wird in den aktiven Zustand Uberf@imegarone et al. 20,10
Maiti et al. 2012Kiuhn & Geyer 2014)Dabei wird zwischen der Aktirund Mikrotubulk

regulierenden Aktivitat unterschieden.
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Rho Activation l Autoinhibition
GBD DID DD CcC FH1 FH2 DAD
e — P————————————
- 1 A i t # L
mDia1 73 130 377 452 570 736 1175 1200

Abb. 10: Schematischer Aufbau vonDIAPH1 (Abbildung veréndert aus Goode & Eck 2007).In
Abwesenheit von extrazellularen Stimuli ist DIAPHd@itoinhibiert. Dabei bindet die DADomane an die
DID-Domane. Erst die Bindung von RI&TP an die GBEDomane fuhrt durch die Unterbrechung der
A D I-CDA D-Finteraktion zurAktivierung des ProteinsAbkirzungen: GBD i GTPasebinding domain
DID i Diaphanous inhibitory domajrDD i Dimerization domainCCi Coiled-coil domain FH1- und FH2i
Formin homologyl- and2 - domain DAD i Diaphanous autoregulatory domain

1.3.2. Aktin -regulierende Aktivitat

Aktin ist neben vielen wichtigen zellularen Funktionen auch an pathophysiologischen
Prozessen wie Migration und Invasion der Tumorzellen beteMigirn(berg et al. 201 Fife

et al. 2014 Wie in 1.1.2. bereits beschrieben, dienen Formsmeay. AktinBindeproteine
(ABPs) der Entstehung vonFilopodien und anderen Zellauslaufern, indem sie die
Formierung von Aktinfilamenten verstarkdre(Clainche & Carlier 2008Auch DRFs sind

an der Formation linearer Aktinfilamente beteiligbyar 2007, Goode & Eck 207; Paul &
Pollard 2009. Dabei interagiert die prolinreiche FHlomane mit dem ABP Profilin,
welches AktinMonomere (GAktin) bindet(Wasserman 1998; Kovar 2006hesarone et

al. 2010 Breitsprecher & Goode 201Biohmann & Dehghani 20)9Gleichzeitig wird mit

der FH2Doméane GAktin zu filamentésem Aktin (FAktin) geformt und es kommt zur
Elongation der Aktinfilamente (Abb. 11, b). Klinisch relevant ist, dass DIAPH1 von allen
ABPs die hdchste Syntheserate in kolorektalen Tumorzellen atfiveiset al. 2014, Fur

die Entstehung von Aktinfilamenten muss das Protein in dimerisierter Form vorldégen (
et al. 2004Maiti et al. 2012. Die Dimerisierung erfolgt in Anwesenheit eines Stimulators
(RhoGTP) mit den DD und den FHZDomé&nen zweier Bteine derselben Isoforms
(Homodimere, s. Ablll,a), wobei die FHDomane antiparallel dimerisierK¢ et al.
2004;Barlink et al. 201D
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a Regulatory Active b
I 1 i 1
4 Autoinhibition 4
e
e

\ Profilin
@ Actin

: : , Budl4
| ' | . CLIP170
Rhoand | a-catenin ) DIP !
Rac ! Spa2 Profilin  €EFIA ! Alaprait
family ! IRSp53  Smy1 Budé
GTPases DIP Dishevelled
IQGAP1 Hof1 ROCK

Abb. 11: Aktin -regulierende Aktivitat von DIAPH1 (Chesarone et al. 2010)a) Domanenstruktur und
Dimerisierung. Charakteristisch sind die AHund FH2Domanedie fiir die Aktinregulierende Aktivitat des
Proteins verantwortlich sind.Einige Proteine binden spezifisch an bestimmte Doménen (z.B. Rho an
RBD-Doméane, Profilin an FHDomaéane etc.). Auffallig ist die Domdhnliche Form der FHPDoméane.B)
Entstehung von Aktinfilamenten. Die FH1-Domaneinteragiert mit dem ABPProfilin, welchesAktin-
MonomergG-Aktin) bindet. Zugleich wird GAktin durch die FH2Doméne zu filamenttésem Aktin{#&ktin)
polymerisiert.

1.3.3. Mikrotubuli -regulierende Aktivitat

Als ein ABP weist DIAPH1 wie einige andere Formine eine Besonderheit auf, denn einige
Formine kénnen auch unabhangig von der Aktinpolymerisierungsaktivitat Bindungen zu
den Mikrotubuli vermittln (Bartolini et al. 2008Breitsprecher & Goode 201L3Am
genauesten ist bislang di&ormin-Mikrotubuli-Interaktion von mbDia2 (DIAPH3)
charakterisier{Bartolini & Gunderson 2010): mDia2 bindet direkt an die Mikrotubuli und
stabilisiert diese. Die Stakslerung ist dabei nicht auf das vermehrte Wachstum der
Mikrotubuli, sondern auf die niedrigere Zerfallsrate der TubuUlimereinheiten in
Gegenwart des Formins zurlickzufuhrBalézzo et al. 2001; Bartolini & Gunderson 2010).

mDia-Formine fungieren hierlbals eine Art Kappe (Abb. 12
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G protein Formin Microtubule effect

Rho —» mDia —» Capping
(stabilization)

Abb. 12: Mikrotubuli -regulierende Aktivitdit von mbDia (Palazzo et al. 2001) Dargestellt ist die
Aktivierung des Formins durch das3otein Rho und der Effekt auf die Mikrotubuli. mEk@rmine binden
direkt an die Mkrotubuli und weisen eind ¢ a p pAkiivigafiauf. Die Kappe stabilisiert die Mikrotubuli.

Bisher ist bekannt, dass die Bindung an die Mikrotubuli durcliFrdi2 Domane vermittelt
wird (Ishizakiet al. 2001; Bartolini & Gunderson 201@)n et al. (2015) konnten zeigen,
dass die Mikrotubulabhangige Adhéasion durch DIAPH1 auch in Abwesenheit von
extrazellularen Stimuli erfolgt. Bei der DIAPH&oform konnte zuséatzlich gezeigt werden,
dass die Mikotubuli-Dynamik unabhéngig von der FH2omane kontrolliert wird (Grueb

et al. 2019). Der Mechanismus der Interaktion von DIAPH1 mit den Mikrotubuli, ist weniger
genau untersucht und von-wiro-Effekten auf die Dynamik der Mikrotubuli anderer
Formine wude bislang wenig berichtet (Bartolini et al. 20B88ytolini & Gunderson 2010).
Die Mikrotubuli-regulierende Aktivitat von DIAPH1 wird fur die Mikrotubedibhéngige
Adhé&sion benétigt (s.0.). EinBlockade derAD 1 A AVH Kk r o t-Intdyaktion \iiirde
durch den Verlust der Mikrotubudtabilisierenden Funktion zu einer Hemmung der
Mikrotubuli-vermittelten Adh&sion von Tumorzellen fiihrédieser Schritt vermittelt den

Einstieg in die Metastasierungskaskade.
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1.4. Arbeitshypothese und Fragestellung

Das metastatische Potenzial des Kolonkarzinoms wird durch die Mikrotdyutittelte
Adhasion beeinflusst (Lin et al. 2015). Hierbei nimmt das Protein DIAPH1 durch seine
Mikrotubuli-regulierende Aktivitat eine wiclge Rolle ein. Untersuchungen von Lin et al.
(2015) zeigten, dass die Stabilisierung von Mikrotubuli und damit die
Mikrotubuli-abhangige Adhasion durch das DIARRI(otein keine Anwesenheit von
Stimuli erfordert. Inwieweit DIAPHL1 in autoinhibiertem Zustandt men Mikrotubuli
interagiert, wurde ifvitro bislang noch nicht erforscht und ist Thema der vorliegenden
Arbeit. Fur die DIAPH2Isoform wurde bereits gezeigt, dass das Proieinder
autoinhibierten Form an Mikrotubuli bindet und eine Fdletierte Mutate des Proteins
groRere Effekte auf die Mikrotubuli hervorruft als die FE@méane allein (Grueb et al.
2019). Damit konnte gezeigt werden, dass DIAPH2 in kolorektalen Karzinomen die
Dynamik der Mikrotubuli unabhéngig von der RB®maéane kontrolliert. Der eind hierfar

wird auf eine zweite MikrotubulBindedoméne aul3erhalb der FB2mane zurtckgefuhrt
(Grueb et al. 2019)Ausgehend von diesem Ergebnis stellt sich die Frage, ob auch in
DIAPH1 eine zweite MikrotubuBindedomane aufer der FHIbméane existiertDie
Existenz einer moglichen zweiten Mikrotub@indedoméne naher zu untersuchisheine
weitere Zielsetzung der vorliegenden Arbeit. Die Beantwortdeg obengenannten
Fragestellungn erfordert zunadchst die Klonierung ura@hschlie3enddie bakterielle
Expression der bisher bekannten FBi@mane des Proteins mit deletierter FHIbmane
(fortan alsp F H2zeichnetyind des Volllangegproteins (DIAPH1)Die Auswirkungenvon
DIAPH1, pF Huhd der FH2Domaneauf die Mkrotubuli-Polymerisierungverden dann
durchin-vitro-Experimente analysiert und quantifiziert. Sollte sich die Vermutung tber das
Vorliegen einer zweiten MikrotubuBindedomane in DIAPHL1 tatsachlitiestatigen, ist es

fur die spéatere therapeutische Hemmung der onkogenen Aktivitat von DIAPHliesenz

diese Doméane zu identifizieren.
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2. Material und Methoden

Tab. 1: Laborgeréate

Gerate Hersteller
Autoklav Systec
Bakterienschuttler New Brunswick

Heizblock ThermoStatlus und Thermomixer comfor

Inkubator
Fluoreszenzmikroskop
Magnetrthrer

Mikrowelle

Nanodrop (MikrovolumefsSpektralphotometer)
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Pipettierhilfen (Pipetus®) aceet
Sonifier Ultraschallgeréat
Sterilwerkbank
Mikroplattenreader
Thermocycler

Rotatorscheibe
Uberkopfschuttler
UV-Transilluminator

Vortex (GenieE )

Waage

Wasserbad

Wippschdttler

Zentrifugen

Eppendorf
Thermo Scientifi& , Binder
Keyence

Heidolph

Severin

Thermo Scientific
WTW

Eppendorf
Eppendorf
Hirschmann, Brand
Branson

Thermo Scientifi&
Tecan

Eppendorf

Stuart

IKA

UvpP

Scientific Industries
Sartorius

Memmert

Heidolph

Heraeus, Hermle, Eppendorf,
Thermo Scientifi€ , Sorvall
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Tab. 2: Reagenzien

Reagenzien Hersteller
Acrylamid/Bisacrylamid Serva
Agarose Serva

APS (Ammonium Persulfate)

Ampicillin

BSA (Bovines Serumalbumin)

dATP (Desoxyadenosintriphosphat)

DTT (Dithiothreitol)

1 kb DNA-Ladder

dNTPs (Desoxynucleosidtriphosphate)
GST-BeadqGlutathionSepharos@ ag-Bead3
Glycerin

GTP (Guanosintriphosphat;100 mM)
HMW (high moleular weigh) -Marker
ITPG (Isopropyb-D-thiogalactopyranosid)
LB (lysogenybroth) -Medium

GSH (L-Glutathion)

NaOH (Natriumhydroxid)

TEMED ( NReNanitdylethylenediamine)
Poly-L-Lysin

Roti®-Blue-quick (ProteinFarbeldsung)
Roti®-GelStain

SDS(Sodium dodecly sulfgte

Taxol

Tubulin (> 99% pure)porcine brain
Tubulin (rhodamine)porcine brain

6x DNA-LoadingDye

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
BioLabs

BioRad

BioLabs
SigmaAldrich

GE Healthcare, SigmaAldrich
Chemsolute
Cytoskeleton, Inc.
Thermo Scientific
Roth

Roth
SigmaAldrich
SigmaAldrich
Thermo Scientific
SigmaAldrich
Roth

Roth

Serva
SigmaAldrich
Cytoskeleton, Inc.
Cytoskeleton, Inc.
PeglLab
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Tab. 3: verwendete Puffer bei derKlonierung

Puffer

Hersteller

5x HightFidelity (HF)T Puffer

Thermo Scientific

5x TagDNA-PolymerasePuffer Promega
2x Ligationspuffer Promega
NE-Buffer3:1 BioLabs
Tab. 4: Enzyme
Enzym Sequenz Hersteller
Xhol CTCGAG New England BioLab:s
Notl GCGGCCG New England BioLab:s

PhusionDNA-Polymerase

TagDNA-Polymerase

ThermoScientific

New England BioLabs

T4 Ligase TR Promega
Tab. 5: Bakterienstamme

Stamm Verwendungszweck

XL1-BlueE.-coli Klonierung

BL21(DE3)pLys<E.-coli
C41(DE)pLys<E .-coli
C43(DE)pLys<E.-coli
Rosetta(DE3)pLysE.-coli

diaphl undfh2-Expression
fh2-Expression
fh2-Expression

fh2-Expression

Tab. 6: Vektoren

Vektoren Resistenz
pGEM®-T Easy Ampicillin
pPGEX6P-2A Ampicillin
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Tab. 7: Kits
Kit Hersteller
NucleoSpi® Gel und PCR' CleanUp MachereyNagel

Fastn-Easy Plasmid MinPrepKit

JenaBioscience

Tab. 8 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

p-slide-8-well (8erChamberSlides
96-well-plates

Pipettenspitzen uneaktionsgefalle
Skalpell

Spritzenvorsatzfilter (0,45 pm)
Plating beads
EinmalFeindosierspritzen
Vivaspin500 Zentrifugalfilter
OD-Kuvetten

Ibidi

Greiner BieOne
Sarstedt, Eppendorf
Braun

Sarstedt

Rattler

Braun

Sartorius

Sarstedt

Tab. 9: verwendete Software

Software Verwendungszweck

BZ Analyzer, BZ Viewer Analyse von mikroskopischen Aufnahmen am Keyence

Zotero Verwaltung von Literatur

ImageJ Auswertungvon mikroskopischen Aufnahmen

NanoDrop 2000/2000c  Bestimmung der DNA<onzentration

SigmaPlot Datenauswertung und Erstellen von Diagrammen

SnapGengSerial Cloner Tool fir virtuelles KlonierepAnalyse von DNASequenzer

Anmerkung: Das Fusionsgegstdiaphlund dasgFH2-Protein wurde von Shumilliao

zur Verfigung gestellt.
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2.1. Klonierung

2.1.1. Vervielfaltigung der DNA

Zu Beginn der Klonierung mussten die Restriktionsschnittste{leol und Notlin die
fh2-Domane eingebaut werdenHierzu erfolgte eine Amplifizierung mittels PCR
(polymerase chain reactignDie Primerwurden dabei so gewahlt, dassdie gewiinslsten
Restriktionsschnittstellen beinhalten (Sequenzen s. Anhang). Fur die PCR wurde zunachst
ein Reaktionsmix auf Eis zusammenpipettiert (Tid).und dePCRAnsatzanschleRend

in einem EppendorfThermocycler inkubiert welcher das in Tab. 11 dargestellte
PCRProgramm durchéf.

Tab. 10: Bestandteile der PCR

5x HightFidelity(HF) 1 Puffer 10ul
dNTPs (10mM) 1u
fh2-Fw-Primer (10uM), Schnittstelle: Xhol 1l
fh2-Rv-Primer (10uM), Schnittstelle: Notl 1l
TemplateDNA (10 ng/pl) 1l
PhusionDNA-Polymerase (2 U/pl) 1l
destilliertes Wasser 35ul

Tab. 11 PCR-Programm

30s 98°C Initiale Denaturierung

15s 98°C Denaturierung

60 s 68°C AnnealingTemperatur der Primer 30 Zyklen
60 s 72°C Elongation

300 s 72°C Finale Elongation

b 4°C Abkuhlung/Lagerung

Zur Kontrolle, ob das Transgdimser) erfolgreich amplifiziert wurde, eignete sich ein
1 %iges Agarosed.
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Hierzu wurden 0,95 Agarose in 50nl des 1:10 verdinnten TAEBuffer (Tab. 12)
aufgekocht, bis die Suspension durchsichtig und klar wurde. Um die DNA anzufarben,
wurden zur aufgekochten LosunguBRoti®-GelStainhinzugegeben. Die Lésung wurde
anschlieBenth eine GielRschiene gegossen und zum Herstellen deraSehen wurde ein

passender Kamm in das noch fliissige Gel hineingesteckt.

Tab. 12 Zusammensetzung de3ris-Acetat-EDTA -Puffers (TAE -Puffer)

Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) 2M
EDTA (Ethylendamintetraacetat) 0,1 M

Nach dem Verfestigen des Gels wurden plOdes PCRAnsatzes mit 2l

6x DNA-LoadingDyeversetzt und hiermit eine G&hsche beladen. Daneben wurdqulLO

vom 1kb(Kilobasen) DNA-Ladderals GroRenstandard aufgetragen und die Elektrophorese
bei einer Spannung von 100 V gestartet. Das Gel wirkte dabei wie ein molekulares Sieb, bei
dem kurzereDNA-Fragmente durch das elektrische Feld angetrieben weiter zur Anode
wanderten als langere. Nach 30 min Laufzeit wurden die {BidAden mit dem
UV-Transilluminator UVP sichtbar gemacht. Zum Schluss wurd®dié (die restlichen

40 pl aus der PCRReaktion)mit demNucleoSpif? Gel und PCRCleanrup-Kit nach dem
Protokoll vonMachereyNagelgereinigt und mit dem im Kit enthaltenbiie-Bufferin einem

Gesamtvolumen von 2d eluiert.

2.1.2. Zwischenklonierung inden p-GEM®-T Easyi Vektor

Xhol undNotl geh6ren zu den Typ-IRestriktionsenzymermramulaitiene& Siksnys 2008;
Datenbank Uniprot), die innerhalb der Erkennungssequenz vorzugsweise durch Ansetzen an
einer stabilen Bindestelle schneiden. Nach der dJReRktion waren die
Restriktionsschnigtellen am Ende der amplifizierten DN#trange lokalisiert. Dadurch
verringerte sich die Wahrscheinlichkeit einer stabilen Bindung der Enzyme an die DNA und
hiermit die Entstehung von kompl ement2ren
Um diesemProblem entgegenzuwirken und damit die Wahrscheinlichkeit der Ligation des

PCRProdukts in den Zielvektau steigern, wurde eine Zwischenklonierung durchgefihrt.
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Hierbei wurde depGEMP-T easyi Vektor als Zwischenvektor genutzt, welcher einen
Poly-T-Uberhang besitzt (s. Vektorkarte im Anhang). Vor der LigatiopGEM®-T easy
wurde zurfh2-Domaneein PolyA-Schwanz hinzugefigt (Polyadenylierung). Damit konnte
die fh2-Domane, durch die komplemergdlbereinstimmung des Pel-Schwanzes zum
Poly-T-Uberhang des Vektors, in d@GEM®-T easyintegriert werden. Hierzu wurde ein
Reaktionsmix pipettiert (Tali3), welcher bei 72C fur 30min im Heizblock Therm&tat

plusinkubiert wurde.

Tab. 13 Einfligen des PolyA-Schwanzes (Polyadenylierung

Eluat des PCFCleanups 13 ul
5x TagDNA-PolymerasePuffer 4ul
dATP (2 mM) 2 pl
TagDNA-Polymerase 2ul

Im Anschluss an die Polyadenylierung wurde @&@EMP-Teasyi Ligationsansatz
hergestellt (Tabl4) und dieser Uber Nacht bei’@ in einem Eppendorf Thermomixer

inkubiert.

Tab. 14 pGEM®-T easyi Ligation

2x Ligationspuffer 7ul
PA-Tailing Ansatz 5ul
pGEM®-T easy 1l
T4 Ligase 1

Nach der Ligation wurde die DNA am nachsten TagXinl-BlueE.-coli eingebracht
(Transformation). Dazu mussten die zuvor488°C gelagerten 100l XL-1-Bluei Zellen
zunéachst fur caZ min auf Eis aufgetaut werden. Zu den aufgetauten Bakterienzelleemvur
10l LigationsansatzgGEM®-T easymit inserierterfh2-Domane)pipettiert. Dieser Mix
wurde fur weitere 3@nin auf Eis gelagert und anschlie3end wurde ein Hitzeschock fur eine
Minute bei 42°C im Heizblock durchgefiihrt. Die Zellen wurden direkt dansicle Minute
erneut aufs Eis gestellt und mit 90D antibiotikafreiem LB-Medium versetzt. Die

Bakteriensuspension wurde bei¥7und 80Qpm fir 1h in einem Eppendorf Thermomixer
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inkubiert und anschlieBend auf einer -BBnpicillin-Agarplatte durchs Schwenken mit
plating beads(kleine Kugelchen) verteilt. Die abschlieRende Inkubation der Agarplatte
erfolgte Uber Nacht bei 3T im Binder Inkubator. Am néchsten Tag wurden acht Kolonien
gepickt und diese jeweils in 6 ml EBedium guvor mit1 mM Ampicillin verdinnt) im
selben Inkubator bei 3T Uber Nacht inkubiert. DielasmidDNA wurde im Anschluss mit
demFastn-EasyPlasmid MiniPrep Kit von Jena Bioscience isoliert und zum Uberpriifen
der Zwischenklonierung wurdein andytischer Verdau durchgefuhrt (Tabb). Hierzu
wurde ein Mix aus PlasmiDNA, NE-Buffer und destlliertes Wasselin einem 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefald hergestellt. Zuletzt wurden die Restriktionsenzyme Xhol und
Notl hinzugegeben und der Ansatz wurde Ith bei 37°C im Eppendorf Thermomixer

inkubiert.

Tab. 15 Analytischer Verdau

PlasmidDNA 1ug
NE-Buffer3:1 2 pl
Restriktionsenzym je 0,5ul
destilliertes Wasser Auffullen auf 20ul

Der analytische Verdau wurdedurch ein 0,86iges Agarosegel kontrolliert
(Gelherstellungs.0.). Um abschlieBend mdgliche Rasterschubmutationen und andere Fehler

in der Gensequenz auszuschlief3gearde die PlasmiDNA sequenzier(Tab.16).

Tab. 16 Sequenzierung derin pGEM®-T easyinserierten fh2-Doméane

PlasmidDNA aus MiniPrep 1,2ug
PrimerT7 und SP6 (Zugabe durch SeqlLab) 3l
destilliertes Wasser Auffullen auf 12ul

Die Zugabe der Sequenzierungsprimer T7 und $HA6Igte zum Schluss durch das
Sequenzierungslabor (Bindestellen s. Vektorkarte im Anhddg)Sequenzen der Klone
wurden mithilfe der Software SnapGene und der Datenbank BLAST mit der
Originalsequenz verglichen und auf Vollstandigkeit Uberprift, bewoKblinierung in den

ExpressionsplasmigGEX6P-2A fortgesetzt wurde.
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2.1.3. Klonierung in den Zielvektor pGEX-6P-2A

Die fh2-Doméne lag nicht isoliert vor, sondern befand siclp@EM®-T easyPlasmid. Im
Zielvektor war zuséatzlich ein anderes Gigpk@) integriert. Folglich erfordertei@ Insertion
derfh2-Domane in den Zielvektor zun&achst einen praparativen Verdau, da die Komponenten
bereitgestellt werden musstehZ-Domane und ZielvektopGEX6P-2A). Hierzu wurden

zwei getrennte Ansatze, die sich addellich bzgl. der PlasmiDNA unterscheiden, mit

jeweils gleichen Volumina zubereitet und bei°®7fur 3h inkubiert (Tab. 17).

Tab. 17: Praparativer Verdau fur Ansatz 1 und 2

PlasmidDNA: pGEM®-T easymit fh2-Doméne (Ansatz 1),

PGEX6P-2A mit itpka (Ansatz 2) 219
NE-Buffer3:1 2ul
Restriktionsenzym (Xhol und Notl) je 0,5ul
destilliertes Wasser Auffullen auf 20 pl

Die Ansatze wurden in eif,8%iges Agarosegeaiufgetragerund nach 30 min Laufzeit
wurdendie gewinschten DNAanden (ZielvektopGEX6P-2A undfh2-Doméane) mithilfe
eines Skalpells herausgeschnitt@GEX6P-2A und die fh2-Doméane wurden in je ein
1,5mli umfassendes ReaktionsgefaR wberfiihrt und mit déumsleoSpn® Gd- und
PCRCleanup-Kit nach dem Protokoll voMachereyNagelaus dem Gel extrahierer
Ligationsansatavurde gemaf Tab. 18 hergestellt und 1&?C Gber Nacht im Eppendorf

Thermomixer inkubiert.

Tab. 18 Ligation in den Zielvektor

2x Ligationspuffer 7u
Insert 5ul
Vektor pGEX6P-2A 1
T4 Ligase 1

Am nachsten Tag erfolgte eine  Transformationn  Xl-1-Blue-E.-coli

(Durchfuhrungs. Zwischenklonierung).
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Ab hier war die Klonierung, bis aufden praparativen Verda(dieser war nicht mehr
notwendig), mit deZwischenklonierungdentisch. ZurSequenzierungTab.19) wurden
Primer entworfen, die vor und nach degstPreScissiorbtelle binden um den
Sequenzibergang vagst zur fh2-Domane zu Uberprufe(Bindestellen und Sequenzen

s.Anhang)

Tab. 19: Sequenzierungder in pGEX-6P-2A inserierter fh2-Doméane

PlasmidDNA aus MiniPrep 1,2ug
gstfh2-Fw-Primer 3ul
gstfh2-Rv-Primer 3ul
destilliertes Wasser Auffallen auf 15pl
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2.2. Bakterielle Expression defh2-Domane und der Volllange diaphl)

Die Genexpression wurde fur zwei Prot&anstrukte durchgefuhrt: die FFHRoméne und
das VolllangerProtein (Skizzen s. Anhang). Sowohl dl&@-Doméne als auchliaphl
wurden als GSFFusonsproteine (GSTFH2 und GSIDIAPH1) exprimiert. Die in
pGEX6P-2A vorhandene Glutathie8-Transferase (GST) eignete sich dabds a
ProteinTag welches eirMolekulargewicht von ca. 26 kDeufweist.

2.2.1.Rekombinante Expressionvon gstfh2
2.2.1.1. Transformation

Die Expression der imGEX6P-2A inserierter fh2-Domane erforderte zunachst eine
Transformation. Da fur die Expression deP-Doméne kein etabliertes Protokoll vorlag,
wurden vier verschiedene Bakterienstammmtersucht (BL21(DE3pLysSE.-coli,
C41(DE)pLys<E .-coli, C43(DE)pLys<E.-coli und Rosetta(DE3)pLys&E .-coli). Fur die
Transformation mussten die bei zuv86 °C gelagerten Bakterienzellen fir d@.min auf

Eis aufgetaut werden. Zu den Zellen wurde dann pro Bakterienstgumhindationsansatz
(PGEX6P-2A-PlasmidDNA mit gstth?) pi pet t i er t .-LightmrsG ABiakd reif i e
wurde flur weitere 30 min auf Eis gelagert und es wurdélgaeschock fir eine Minute bei

42 °C durchgefuhrt. Die Zellen wurden direkt danach fir eine Minute erneut aufs Eis
gestellt, bevor sie mit 90@ antibiotikafreiemLB-Medium versetzt und bei 37C und
800rpm fur 1h in einem Eppendorf Thermomixer inkutiiewurden. Nach dem
Ausplattieren der vier Bakteriensuspensionen afAmBpicillin-Agarplatten erfolgte eine

Inkubation iiber Nacht bei 3T in einemThermoScientifi€ Inkubator

2.2.1.2. Herstellen der Vor und Hauptkulturen

Zum Herstellen der Vorkultan wurde m selben Inkubatopro Bakterienstamneine
Ubernachtkultubei 37°C angesetztlierzu wurde pro StammeinzelneBakterienkolonien

abgenommen undiesein je 6 ml LB-Medium transferiertwelches zuvor mit @l
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Ampicillin (100pg/ml) versetzt wurdeAm nachsten Tag wurden die Vorkulturen jeweils
in 50ml eines 1:1000 mit Ampicillin verdinnten EMediums UberfuhrtHerstellen der
Hauptkulturen) Die Inkubation der Hauptkulturen erfolgte bei € und 180pm im
Bakterienschittler vom HerstellertygNew Brunswick bis ein ORosWert von 0,50,8

erreicht wurde.

2.2.1.3.Induktion mit unterschiedlichen Bakterienstammen

Zur Induktion der Genexpression wurde zu den Bakterien jemM7 IPTG
(Isopropytb-D-thiogalactopyranosjdhinzugefiigt und die Bakterien bei 20 °C uber Nacht
inkubiert. Nach dem Modell von Jacob & Monod (1961) wird durch die Zugabe von IPTG
die Expression ddac-Operons (s. VektorkarigGEX6P-2Aim Anhang) induziert, indem
IPTG an den Raressor bindet und damit eine Konformationsanderung initiiert. Folglich
dissoziiert der Repressor vom Operator (LacO) und das bakterielle Strukturgen LacZ des
lac-Operons(s. Vektorkarte)kann durch die RNAPolymerase abgelesen werden. Mit der
IPTG-Substréinduktion konnte die Transkription vaystfh2 ausgehend vorac-Promotor
despGEX6P-2AT Vektorsinitiiert werden.Da derpGEX6P-2A1 Vektor im Vergleich

zum allgemein bekanntdac-Operon kein LacY und LacAGen enthalt und auch keine
Terminatorregion aufweist (s. Vektorkarte), wurde die Transkription nicht wie tblich nach

demlac-Operon, sondern erst nach der Transkriptiongstih2 gestoppt.

2.2.14. Uberpriufung der Induktion mittels SDS-PAGE

Die Induktion der Genexpression wurde mittels SBSGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoreseialysiert. Hierzu wurde ein P@iges SDSGel nach
Laemmli (1970) hergestellt, indem zun&chst das Trenngel und anschlielend das Sammelgel
vorbereit¢ wurde. Fir ein Trenngel wurden '8 vom 4x Trenngelpuffer, 2ml
destlliertes Wasser und 2 ml Acrylamid in eine @b Eppendorf Tube pipettiert (TaR0).
Hiernach wurden 60 pl APS (Ammonium Persulfate) und 2,541 TEMED

(N N N 6-Neramethylethylenedming fiir den Start der Polymerisierung hinzugegeben.
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Die Mischung wurde nach der Zugabe von APS und TEMED invertiert und unverzuglich
zwischen zwei Glasplatten, die zuvor in einem Stander befestigt und abgedichtet wurden,
luftblasenfrei gegossen. Umdas Austrocknen des Trenngels wahrend einer
Polymerisierungszeit von cd0 min bei Raumtemperatur zu vermeiden, wurde das Gel mit

1 ml Isopropanol beschichtet. Fir das Sammelgel wurdahdes 4x Sammelgelpuffers in

eine 15ml 1 Eppendorf Tube pipettierNach der Zugabe von 40 APS und 5ul TEMED
(Tab.20), wurde die Mischung invertiert und nach dem Ausschitten des Isopropanols
luftblasenfrei zum polymerisierten Trenngel gegossen. Der Kamm wurde unmittelbar nach
dem Einfullen des Sammelgels luftblagenfzwischen die Glasplatten gesteckid das
Sammelgel fur 3nin bei Raumtemperatur auspolymerisidfor der Verwendung des

SDSGels wurde der Kamm herausgenommen und die Probetaschen mit den Proben der

Induktion beladen.

Tab. 20 Zusammensetzung der Puffer fir dieSDSPAGE

Tris 15M
4x Trennggpuffer (pH 8,8) DS 0.4 %
4x Sammelgeduffer (pH 6,8) s 05M

SDS 0,4%

Tris 025M
10x SDSLaufpuffer (pH 8,8) | Glycin 1,92 M

SDS 1%

Tris (pH 6,8) 75 %
6x SDSProbenpuffer =DS 0%

[>-Mercaptoethanol 6 %

Bromphenolblau 0,18%

6x SDSProbenpuffer 6 mi
4x SDSProbenpuffer Destilliertes Wasser 900 ul

Glycerin 20 %

Dazu wurden die Proben der Induktion (je| 20 mit je 10ul 4x Probenpuffer versetzt
(Tab.20). Hierunter umgab das im Probenpuffer enthaltene SDS die Proteine mit negativen
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Ladungen und gewahrleistete damit, dass alle Proteine zur Anode und nig&lztlzode
wanderten. Zusatzlich wurden die Proben vor der Beladung des Gels %2ifi@55 min
abgekocht. Durch die Hitze induzierte Denaturierung konnten molekulare
Wechselwirkungervon GSTFFH2 (z.B. Wasserstoffbrickenbindungen, Disulfidbriicken,
hydrophobeWechselwirkungen, lonenbindungen), die die Sekundad Tertiarstruktur
bestimmen, aufgehoben werden. Auf diese Weise war es mdoglieh,Proteine
ausschlief3lich nach GroRe und nicht nach Proteinstruktur durch die vertikale Laufrichtung
zur Anode, aufzuennen. Die Proben der Induktion wurden nach dem Abkochen und nach
der Auspolymerisierung des Sammelgels in die Taschen gefullt. Daneben wurde der
HMW (high molecular weigh) -Marker als GrofR3enstandard aufgetragen. Zum Schluss
wurde die Gelelektrophoresach der Zugabe von 1:1@rdinntem Laufpuffer (Tab. 20)

bei 80V gestartet. Nach einer Einlaufzeit von 28.min wurde die Spannung auf 1¥0
erhoht und die Proteine wurden fir 2dn aufgetrennt. Die Farbung der Gele wurde Uber
Nacht mit deiRoti®-Blue-quick ProteinFarbelésung durchgefihrt.

2.2.15. Testen unterschiedliche Induktionsbedingungen

Nach der Analyse der Induktion mittels SIPGE wurden zusatzlich zwei
unterschiedliche Induktionsbedingunggmo Bakterienstamm miteinander verglichen:
Induktion bei 20°C Uber Nacht und Induktion bei 37 °C fur zwei Stunden. Hierzu wurde
erneut eine Transformation durchgefiihrt und die Genexpression mit IPTG induziert
(Durchfuihrungs.o.). Die Bakterien mussten mmacder Induktion bis zur weiteren
Verwendung (Herstellen der Proteinlysate) 488 °C aufbewahrt werden, um zunachst die

Expressionsbedingungen mittels SBAGE zu untersuchen (Durchfiihrung s.o.).

2.2.16. Herstellen der Proteinlysate

Fur das Herstellen der Proteinlysate wurden zwei Bakterienstimme mit jeweils
verschiedenen Induktionsbedingungaisgewahlt Rosetta(DE3)pLys&.-coli, Induktion
bei 20°C tber Nachund C43(DE)pLys<E.-coli, Induktion bei 37°C fur 2h).
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Dazu musstedie bei-80 °C gelagerten Bakterien zuerst aufgetaut und dann 15 mirf@ei 4

und 4000pm auf einerThermo ScientifiE Zentrifuge geerntet werden. Der zum Pellet
abzugrenzende Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit je 10 ml PBS resuspendiert
(Tab. 21). Die Suspension wurde in je @871 Zentrifugenréhrchen umgefillt und fur

20 min erneut bei gleicher Temperatur und Umdrehungsgeschwindigkeit zentrifugiert. Nach
dem Verwerfen des Uberstands wurde das Zellpellet mit jenl10ysepuffer (enthielt
zusatzich Proteasénhibitoren) durch Auf und Abpipettieren geldst (Tab. 21). Damit
sollten die Bakterien chemisch aufgeschlossen werden. Brasli§e, abwechselnde
Sonofizieren fur je 68 mit demSonifier Ultraschallgetdvon Branson bewirkte den
mechanischen Zellaufschluss. Zur Trennung der bakteriellen Proteine von den
Bakterienzelltrimmern wurden die Lysate mit der SoR&H6 PlusZentrifuge
(Rotor:SS34) bei 20.000pm und 4°C fur 45min zentrifugiert. Die Filtration des
entstandenen Uberstands mit ein 0,45um7 Spritzenvorsatzfilter in je ein
15mli Zentrifugenréhrchen ermoglichte als weiteres mechanisches Trennverfahren eine

zusatzliche Reinigung.

Tab. 21 Pufferzusammensetzung zum Herstellen der Proteinlysate

NacCl 137 mM
1x Phosphatgepufferts
Salzlésung (PBS KCI 2,7 mM
NaoHPOy 10 mM
pH 7,4
KH2POy 1,8 mM
PBS 1x
Glycerol 10%
Lyseprfer EDTA 1mM
pH 7’5 DTT imM
Lysozym 25 pl/20ml Puffer
Proteasénhibitor-Mix 500pl/20 ml Zelllysat
PMSF 1mM
Proteasénhibitor-Mix | DTT 1 mMm
(far 20 ml Zelllysat) | EDTA 1 mM
Benzamidin 0,5 mM
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2.2.17. Kopplung von GST-FH2 an dieGST-Beads

Wahrend der Zentrifugation der Lysate SS34-Rotor wurde pro Lysateine dreimalige
Aquilibrierung von je 1ml der 50% GlutathionSepharosd@agBeads (GST-Bead3
vorgenommen. Hierzu wurde zu dBeadge 1 ml Gefi-Laufpufferpipettiert (Tab. 22) und
die Beadswurden bei 2000pm und 4°C fur 5min auf der Heraeus Tischzentrifuge
zentrifugiert. Die aquilibrierterGST-Beadswurden mit abgeschnittener Pipettenspiané
die filtrierten LysategegebenDie Kopplung von GSIFH2 an die GSIBeadserforderte
zusatzlich die Zugabe von einer gleichen MemgeGefi-Laufpuffer wie die filtrierten
Lysatvolumina (in diesem Fall beindl Filtrat: 7 ml Puffer). Damit war gewébhrleistet, dass
die Beads wahrend einer Inkubationszeit vonh2bei Raumtemperatur auf dem
Uberkopfschiittler IKA nicht an der Wand des Rohrchengételsondern sich durchgehend
in der Lysatl 6sung befanden und an das Fusionsprotein binden konnten.

Tab. 22 Zusammensetzung des Gefiaufpuffers (pH 8)

HEPES 20 mM
KCI 150 mM
Glycerol 10 %
DTT 1 mM

2.2.1.8.Reinigung derBeads

Nach der Inkubation wurden die mit dem Fusionsprotein gekoppeéidrBeadsoei 5009

und 4°C fiir 5min auf der Thermo Scientifit ZentrifugeabzentrifugiertDer entstandene
Uberstand wurddén neue 15ml 1 Zentrifugenréhrchen tberfihrt und beir@ auf Hs
aufbewahrt fur den Fall, dass die Kopplumicht funktioniert hatte. Zu den abzentrifugierten
Beadswurden je 10ml Lysepuffer hinzugegeben (Tab. 21) und &eadswurden auf
derselben Zentrifuge bei gleichbleibenden Einstellungen zentrifugiert. Dieser Waschschritt
wurde zwei Mal wiederholt und diBeadswurden zum Schluss mit abgeschnittener

Pipettenspitze in je einf@l T umfassendes Reaktionsgefald transferiert.
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2.2.1.9.Elution des Fusionsproteins

Wahrend der Reinigung d@&eadswurde parallel der Elutionspuffer vorbereitet. Hierzu
wurden 0,09 g reduziertes Glutathion mitriDLysepuffer (Tab. 21) durchmischt und der
pH-Wert mit NaOH auf 8 eingestellt. ZutEon von GSTFH2 wurde zu deGST-Beads

je 1 ml Elutionspuffer pipettiert und diBeadsl0 min bei Raumtemperatur und Ipm auf

der Stuart RotatorscheilBepftiber rotiert. DilBeadsvurden im Anschluss auf der Heraeus
Zentrifuge bei 2000pm fiir 5min zentrifugiert.Der abzugrenzende Uberstand enthielt das
GST-FH2-Fusionsprotein, welches separat nach jeder Elution als Elutionsfraktion in je einer
1 mli umfassendes Eppendorf Tube gesammelt wigde Analyse deElutionen eignete

sich die Auftrennung miels 10%iger SDSPAGE. Um der Inaktivierung des Proteins

vorzubeugen, erfolgte die Lagerung der Elutionen [3€1 4uf Eis.

2.2.2. Rekombinante Expression vogstdiaphlin BL21(DE3)pLysSE.-coli

Fur gstdiaphl lag ein etabliertes Expressionsprotokoll mit dem Bakterienstamm
BL21(DE3)pLyssE.-coli vor, sodass unterschiedliche Bakterienstamme und
Induktionsbedingungen nicht getestet werden mussten. Die Expressigstdiaphlund

die anschlieBende Elution desskansproteins war bis auf die verwendeten Volumina und
einigen Zentrifugen mit den Versuchsschritten von der-Bldghane identisch. Analog zu
der Expression defh2-Domane wurde auch bei diesem Konstrukt zu Beginn eine

Transformatiordurchgefihr{Durchfiihung s.o.).

2.2.2.1. Induktion der Genexpression

Fir die Induktion wurden die Vorkulturen in 400 ml mit 1 mM Ampicil{tb00pg/ml)
verdinntes LBMedium tberfuhrt (Hauptkultur). Die Bakterigrurden dann bei 37C und
180rpm im Bakterienschuttler vonierstellertyp New Brunswick inkubiert, bis ein
ODeoo-Wert von 0,50,8 erreicht wurde. Abschliel3end erfolgte nach der Zugabe von
0,7mM IPTG eine Inkubation bei 20 °C tber Nacht.
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2.2.2.2. Herstellen der Proteinlysate

Die Bakterien wurden auf der Sall/RC-5 PlusZentrifuge (GSARotor) fir 15min bei
5000rpm und 4°C geerntet. Nach dem Verwerfen des Uberstands wurde eine Resuspension
mit 20ml kaltem PBS pro Zentrifugenréhrchen durchgefuhrf&h. 21). Die Suspension
wurde in zwei 50nl T Zentrifugenréhrchen tGberfihrt und bef@ und 4000pm fur 20 min

auf derThermoScientificE Zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand nach der Zentrifugation
wurde verworfen und das entstandene Zellpellet mit jmPDysepuffer geldst (Tab. 21).
Anschlie3end erfolgte eine dreimalige Sonifikation fir je 60 s mit deomifier
Ultraschallgeréivon Branson. Die Lysate wurden bei 20.0@6n und 4°C fir 45min mit

der SorvalRC-6 PlusZentrifuge (Rotor: S$4) zentrifugiert und der Uberstand wurde mit

einem 0,45um Spritzenvorsatzfilter in je 5&1 T Zentrifugenrohrchen gefiltert.

2.2.2.3. Koppung von GST-DIAPH1 an die GST-Beads

Die Kopplung von GSIDIAPH1 an die GSIBeadswurde analog zu der Kopplung von
GST-FH2 an die GSIBeadsdurchgefuhrt (s. Abschnitt 2.2.1.7.). Hier wurde jedoch bei der

Zugabe des Getiaufpuffers ein Volumen von 2@ pipetiert.

2.2.2.4. Reinigung deBeads

Nach der Zentrifugation der gekoppelten GBdadsbei 500g und 4°C fur 5min auf der
Thermo ScientifiE Zentrifuge wurde dr abzugrenzende Uberstanth neue
50ml 1 Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt und bef@ auf Eis aufbewahr{wichtig fir den
Versuch in 2.2.3.: Kopplungsvariationen von GSIAPH1 an die GSIBead$. Die
weiteren Reinigungsschritte wurden analog zu der Reinigung der-FEI3Beads
durchgefluhrt (s2.2.1.8.)

2.2.2.5. Elution ded~usionsproteins

Die Elution von GSTIDIAPH1 war zu der Elution von GSFH2 identisch (s. 2.2.1.9.).
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2.2.2.6.Uberpriifung der Induktion und Elution

Da DIAPH1 ein hoheres Molekulargewicht aufweist als die {Eldd2ndne musstedie
InduktionderdiaphZExpression und die Elution des Proteins mit einévigen statt einem
10%igen SDSGel uberpruft werden. Hierzu wurden fur das Trenngehd,Acrylamid,

1,5ml des 4x Trenngelpuffers uraj9 ml destilliertes Wasser verwendet. Die Volumina fur
APS wnd TEMED und die Mengen fur das Herstellen des Sammelgels blieben unverandert

(Details zur Gelherstellung und Probenvorbereitung s. Abschnitt 2.2.1.4.)

2.2.3. Kopplungsvariationen von GSTFDIAPHL1 an die GST-Beads

Um GSTDIAPH1 von anderen Proteineniedunspezifisch und leicht an GEIAPH1
gebunden hatten und folglich miteluiert wurden, zu trennen, wurden unterschiedliche

Kopplungsbedingungen von GEIAPH1 an die GSIBeadsgetestet.

2.2.3.1. Koppung von GST-DIAPH1 an die Beads

Hierzu wurdendie zwei Uberséinde verwendet, die nach der ersten Zentrifugation der
gekoppelten GS'Beadsbei 4°C aufbewahrt wurden (Reinigung deBeadsin 2.2.2.4.).
Diese wurden zunachst in vier BOT Zentrifugenréhrchen gleichmafig in je 20
aufgeteilt. AnschlieBend wurden zwei der Zentrifugenréhrchen mit den bereits eluierten
GST-Beads versetzt (s. 2.2.2.5.). Zugleich wurden fir die restlichen izwe
Zentrifugenrdhrchen je thl GST-Beadsaquilibriert (Durchfiihrung s.0.). Nach der Zugabe
der Beadswurden zu allen Rohrchen 20 Gefi-Laufpuffer (Tab. 22) pipettiert. Zwei der
Zentrifugenrohrchen (eins mit bereits eluiertdeadsund eins mit frisch aglibrierten
Bead$, wurden zunéchst bei 3T fur 30 min imThermoScientificc Inkubator inkubiert.
Die kurzfristige Hitze diente der Mobilisierung und der physikalisdbenaturierungler
kleineren Proteine, sodass dieisterdieser Proteine sickon GSTDIAPH1 I6sen konnten

Im Anschluss erfolgte eine zuséatzliche Inkubation béiC4iber Nacht auf dem
Uberkopfschuttler IKA.
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Die Inkubation der zwei restlichen Zentrifugenrohrchen, fand ausschliel3lich’Geiilder
Nacht statt.
2.2.3.2. Reinigung deBeadsund Elution

Am nachsten Tag erfolgte die Reinigung Beladsund die Elution des Proteins wie oben
beschrieben (s. 2.2.2.8. und 2.2.2.9.) Zur Analyse der Elutionen wurde étige 8
SDSPAGE durchgefuhrt.
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2.3.In-vitro -Versuche mit Mikrotubuli

Die Untersuchung der in der vorliegenden Arbeit aufgeworfenen Fragestellung erforderte
die Durchfuihrung von hvitro-Versuchen mit drei unterschiedlichen ProtEnstrukten:
FH2-Domane (FH2)Volllange (DIAPH1) und Protein mit der deletierten FBamane
(pFH2) . Hi gstdmphl wvdigstth2bakteriell exprimiert. Das Fusionsprotein
GST-gpF Hvurde fur die Experimente zur Verfiigung gestellt.

2.3.1.Messung der Mikrotubuli-Polymerisierung

Um die Messung der MikrotubuRolymerisierung moglichst genau zu gestalten und
Storungsanfalligkeiten aufgrund von Zeitverzogerungen durch mehrmaliges Pipettieren zu
minimieren, wurde der Versuch pro Tag mit je einem Konstrukt durchgefihrt. Insgesamt
wurden pro Konstrukt zwei Einzelexperimente jeweils in Doppelbestimmung durchgefihrt.
Vor dem Versuch wurde das zu untersuchende Protein jeweils mit defRUMRB (Tab23)

umgepuffert und auf eine Konzentration vopgumgestellt.

Tab. 23 Zusammensetzug des TPBPuffers (tubulin polymerization buffer, pH 6,9)

PIPES 80 mM
EDTA 0,5mM
MgCl2 2mM
GTP 1 mM
Glycerin 11%

Fur die MikrotubuliPolymerisierung wurden zunachst der FP&ffer, die Proteine (je gg
GST-DIAPH1, GSTFH2 undGST-pF H 2 ) eine ®8Well-Platte fir 10min bei 37°C
vorgewarmt. Wahrenddessen wurde das zuvor -B8°C gelagerte Tubulin auf Eis
aufgetaut. Nach dem Pipetten von 5ug Protein und 5@uig Tubulin, wurden di&Vellsauf
100pul mit TPB-Puffer aufgefillt und die Messung bei 37 °C und B40im Tecan

Mikroplattenreader (Programm: Tecaadntrol, shaking 5) unverziglich gestartet.
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Die Absorption des Lichtsdy einer bestimmten Wellenlange (hier 3#) verhalt sich
proportional zur Polymerisierung der Mikrotubuli (Shelanski et al. 1973). Dadurch konnte
nach der Messung der resultierende Anstieg der Mikrotubuli aus dem Gleichgewicht der
Polymerisierung und Depymerisierung visualisiert werden. Die im THRiffer
enthaltenen Bestandteile Glycerol und GTP beschleunigten die
Mikrotubuli-Polymerisierung zuséatzlich. Die Messung wurde fur dad@rchgefuhrt und

die gewonnenen Daten wurden abschlieBend mit dew&&tSigmaPlot ausgewertet.

2.3.2 Herstellung von polymerisierten und Taxolstabilisierten Mikrotubuli

fur die Analyse der Mikrotubuli -Struktur

Um die Struktur der Mikrotubuli im Fluoreszenzmikroskop zu untersuchen, mussten
zunéachst polymsierte Mikrotubuli vorliegen, die mit einem Fluoreszenzmolekutl markiert
waren. Hierzu wurde zunéachst ein mit Rhodagmtabeltes Alliquo(6,25 mg/ml)auf Eis
aufgetautind mit 0,7 pl Taxol gemischt. Nach Zugabe des Taxols (stabilisiert polymerisierte
Mikrotubuli, Schiffetal. 1979) wurde das TubuklimaxolGemisch fir 30 min bei 37C im
Wasserbad inkubiert. Parallel wurde der fRAuiffer (Zusammensetzung s. Tab. 24)
vorbereitet (Tab. 25).

Tab. 24: Zusammensetzung des MAPuffers (pH 6,9)

PIPES 80 mM
EDTA 0,5mM
MgCl2 2mM
GTP 1mM

Tab. 25: Ansetzen des M-Puffers

MT-Puffer (Tab. 24) 500 pl
Taxol (200 puM) 50pl
GTP (100 mM) 5l
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Aus diesem Puffermix (Tab. 25) wurden 380 entnommen und in ein neues
1,5mli umfassendes EppendomReaktionsgefald uberfihrt. Nach der -rBthitigen
Inkubation wurde Jul von dem TubulinTaxolGemisch zum 36Ql Puffermix gegeben.
Zum Schluss wurde eine Inkubation im Wasserbad bé&C3ir 20min durchgefiihrt und

die polymerisierten Mikrotubuli wurden @bNacht bei Raumtemperatur gelagert.

2.3.21. Analyse der Mikrotubuli-Struktur mittels Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ermdglichte die Visualisierung der Mikrotubuli, indem das
emittierte Licht desluoreszenzmarkers Rhodamin sichtbar gemacht wurde, welches durch
die Absorption von Licht einer bestimmten Wellenlange entstand. Fur dieses Experiment
erfolgte zunachst eine dfindtige Inkubation des MT Puffers (Tab. 25), der jeweiligen
Proteinkonstrute und der oben beschriebenen hergestellten Mikrotubuli F& 87 einem
Wasserbad. AnschlieBend wurden je 10 pl Protein und Mikrotubuli in eine
1,5ml 7 Eppendorf Tube pipettiert und fir 15 min bei € gemeinsam inkubiert.
Zeitgleich wurde eine Konthe angesetzt (Mikrotubuli mit 10l Puffer statt Protein) und

diese ebenfalls unter denselben Bedingungen inkubiert (schematische Ubersicht der
Versuchsdurchfiihrung abb. 13).

Vorinkubation der Mikrotubuli, Proteine und des MT -Puffers bei 37°C

\%

Mikrotubuli Mikrotubuli Mikrotubuli Mikrotubuli
+ MT -Puffer + DIAPH1 + FH2 + @FHZ

l l

Mikroskopieren der 4 Ansatze

Abb. 13: Analyse der Mikrotubuli -Struktur. Abgebildetist eine Ubersicht des Versuchsablaufs. Die
Mikrotubuli wurden nach der Inkubation mit den jeweiligen Proteinkonstrukten mithilfe der
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert.
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Fur die Mikroskopie wurde in ein mit Polylysin beschichteteweli-plate auf jedes
Well10pl vom inkubierten MikrotubulProteirGemischbzw. MikrotubuliPuffermix
platziert. Die Mikrotubuli wurden abschlieBend im Keyerdéroskop bei 66facher
VergroRerung (Fluoreszenzkanal: CHRuorescense Cherry)) im BZ Viewer analysierd

mit den Programmen BZnalyzer und ImageJ ausgewertet.

2.3.2.2. Analyse der Mikrotubuli -Struktur mittels Fluoreszenzmikroskopiebei

cold-induceddepolymerization

Bartolini et al.(2008) beobachteten, dass die FH1Hbt#nane von mDia (DIAPH3) die
Mikrotubuli gegen diecold-induceddepolymerizatiorschitzt. Um diesen Effekt auch flr
DIAPHL1, FH2undpF H2 zu wunt er s uc Riperl5minétigd Vorinigubaton z u n 2 ¢
der Proteinkonstrukte, des MHuffers und der in 2.3.2. beschriebenkergestellten
Mikrotubuli bei 37°C in einem Wasserbad. Hiernach wurden je 10 pl Protein und
Mikrotubuli in ein 1,5ml7 EppendorfReaktionsgefal? pipettiert und far &ln bei
Raumtemperatur inkubiert. Damit sollte die Bindung der Proteine an Mikrotrudiglicht
werden. Zeitgleich wurde in einem separaten 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefald eine
Kontrolle angesetzt (Mikrotubuli mit 20 Puffer statt Protein) und diese ebenfalls unter
denselben Bedingungen inkubiert. FUr ded-induceddepolymerizationerfolgte eine
Inkubation bei 4 °C fur 20 mirHierunter wurdedurchdie Kalte die Depolymerisierung

der Mikrotubuli induziert Wahrend der 2@ninitigen Inkubationszeit wurden die Ansatze
alle 5 min fir 10sec gevortext, um die Mikrotubuli zusatzlich mechanisch zu zerlegen (zur
Visualisierung des Versuchsablaufs s. Abb. 14). Die Effekte auf die Mikrotubuli wurden

analog zu 2.3.2.1. mithilfe defuéreszenzmikroskopie analysiert und ausgewertet.
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Vorinkubation der Mikrotubuli, Proteine und des MT -Puffers bei 37°C

Mikrotubuli
+ MT -Puffer

Mikrotubuli

+ DIAPH1

l

%

Mikrotubuli
+ FH2

l

Mikrotubuli

+ @FH2

Inkubation fir 10 min bei Raumtemperatur

|

Inkubation bei 4 °C und Vortexen

|

Mikroskopieren der 4 Ansatze

Abb. 14: Analyse der Mikrotubuli-Struktur bei coldinduceddepolymerization Abgebildet ist eine

Ubersicht des Versuchsablaufs. Die Mikrotubuli mit den jeweiligen Proteinkonstrukten wurden nach

Inkubation bei Raumtemperatur zusatzlich b&C4nkubiert und in regelmafigen Abstanden gevortext. Nach
der Kalteinduzierten Depolymerisierung wwed die Mikrotubuli mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie

visualisiert.

2.4. Statistische Analyse

Die Kontrollen wurden immer als 100 % gesetzt und die Werte normalisiert. Zur

statistischen Auswertung wurde deest fir ungepaarte Proben mit der Sofen@igmaPlot

verwendet. PNer t e

00, 05
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ERGEBNISSE

3. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeivar herauszufinden, inwieweit autoinhibiertes DIAPH1 mit
Mikrotubuli interagiert und ob in DIAPH1 eine zweite MikrotubBlindedomane existiert.
Um die notwendigen Hvitro-Versuche zur Beantwortung dieser Fragestellung
durchzufihren, wurden drei Protearistrukte verwend€s. Abb. 15).

DIAPH1

L F2

FH2-Doméane

o F HProtein

FH1 “-

Abb. 15: DIAPH1 (Volllange), FH2-Domane und Protein mit deletierter FHZ2Do m2 ne (DEFH2) .
autoinhibitorischen Doméanen (DID und DAD) sind blau hervorgehoben und dieDieHine ist griin von

den anderen Dom2nen abge gdomanerichen den FHIpmane lokalisigrt. di e
Abkirzungen: GBD i GTPasebinding domainDID i Diaphanous inhibitory domajrDD i Dimerization

domain CCi Coiled-coil domain FH1- und FH2i Formin homologyl- and2 - domain DAD i Diaphanous
autoregulatory domain

DieseKonstrukte mussten zunéchst kloniert und anschliel3end bakteriell exprimiert werden
(Das Fusionsgegstdiaphlund dasy-H2-Protein wurde von Shumin Miao zur Verfigung
gestellt).Nach der Expressiowurde die MikrotubuliPolymerisierungn Anwesenheit der

drei verschiedenen Proteine gemessendiacEffektedieser Proteinauf die Struktur der
Mikrotubuli wurden per Fluoreszenzmikroskopieuntersucht. Die Analyse der

Mikrotubuli-Struktur erfolgte zuséatzlich auch kmmild-induceddepolymerization
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3.1.Klonierung

3.1.1. Amplifikation der tfh2-Domé&ne durch PCRund Klonierung in den
pPGEM®-T easyi Vektor

Zu Beginn derKlonierung mussterdie RestriktionsschnittstellexXhol und Notlin die
fh2-Domaéne eigefugtund diefh2-Doméanevervielfaltigt werdenHierzu wurde eine PCR
durchgefuhrt und die amplifizierte DNA zur Kontrolle mit dsgaroseGelelektrophorese
visualisiert.

In Abb. 16, A ist das Ergebnis der Amplifikation dargest&ie Bande der amplifizierten
fh2-Domane ist zwachen 100@ind 1500bp (Basenpaare) lokalisiert. DieBesition passte
zu der tatsachlicherLangeder th2-Doméane(1317 Basenpaare) und bewies gedungene

Amplifikation des Transgens mittels PCR.

A B
M M 1 2 3

10000 bp 10000 bp
8000 bp 8000 b
6000 b;\ 6000 b&
5000 b \ 5000 b
4000 b[ﬁl 4000 bg> -
3000 bp— 3000 by
2000 bp? < f 2000 bi)/ < f
1500bp 1500 b
1000 bp 1000 bp

500 bp 500 bp

Abb. 16: A) Vervielfaltigung der fh2-Doméne.Die amplifizierte DNA wurde neben dem Marker auf ein
AgaroseGel aufgetragen. Die vervielfaltigfe2-Doméne befindet sich zwischen 16@thd 1500bp. Diese
Position entspricht der erwarteten Lange die2-Doméane (1317 bp)B) Analytischer Verdau zum
Uberpriufen der Zwischenklonierung. Die Restriktionsenzyme Xhol und Notl konnten bei den Klonen
1und3 diefh2-Domane aus demGEM® - easyi Vektor (3015 bp) entfernen. Dies beweist den Einbau der
Restriktionschnittsstellen in dfa2-Domane, die erfolgreiche Insertion de2-Domaéne in den Vektor und das
Aufnehmen der PlasmiDNA in die Bakterien. Bei Klon 2 dtte der analytische Verdau nicht funktioniert.
Abkurzungen: bp= Basenpaare, M Marker, f =fh2-Domane, \ = Vektor1 (pGEM®- easy, 1=Klon 1,
2=Klon 2,3 =Klon 3
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