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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Das Aktinzytoskelett

1.1.1. Das Strukturprotein Aktin

Das Zytoskelett ist von entscheidender Bedeutung fiir die Funktion und den Erhalt einer Zelle.
Neben Mikrotubuli und Intermediérfilamenten sind die aus dem Strukturprotein Aktin auf-
gebauten Mikrofilamente Grundbausteine des Zytoskeletts in Eukaryoten. Diese sind ubi-
quitér in der Zelle verteilt und bilden den Zell-Kortex, kontraktile Fasern wie Stressfibrillen

sowie Zellfortsatze wie Lamellipodien und Filopodien.

Aktin besteht aus 375 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 42 kDa. Es ist eines
der am haufigsten vorkommenden zelluléren Proteine in Eukaryoten und zwischen den ein-
zelnen Spezies hoch konserviert (Dominguez & Holmes, 2011). So weisen die sechs in
Saugetieren bekannten Isoformen eine Sequenzhomologie von mindestens 93% auf (Perrin &
Ervasti, 2010). Anhand ihres Expressionsmusters unterscheidet man dabei zwischen den drei
a-lsoformen in Glatt-, Herz- und Skelettmuskelzellen, der - und y-Isoform in Nicht-Muskel-
zellen sowie der y-Isoform in Glattmuskelzellen (Vandekerckhove & Weber, 1978). Aktin
tritt entweder in Form des globuldren Aktin-Monomers (G-Aktin) oder in Form von filamen-
tdsem Aktin (F-Aktin) auf, das durch Polymerisation von G-Aktin gebildet wird. Kabsch et
al. ermittelten 1990 erstmals die Kristallstruktur von monomerem Aktin im Komplex mit
DNase I. G-Aktin ist aus vier Subdoménen aufgebaut, welche aus zwei Hauptdoméanen ge-
bildet werden (Abb. 1A). Dabei untergliedert sich die kleine, im Filament auRenliegende
Domane in die Subdoménen 1 und 2 und die groRe, im Filament innenliegende Doméne in die
Subdoménen 3 und 4. In der Spalte zwischen Subdoméne 2 und 4 befindet sich die Binde-
tasche fiir ATP bzw. ADP sowie ein assoziiertes divalentes Kation (Ca?*, Mg?*), wobei die
Art des gebundenen Nukleotids die Stabilitat und Struktur der Aktinuntereinheit im Filament
beeinflusst (Abb. 1A; Kabsch et al., 1990; Otterbein et al., 2001). Die hydrophobe Spalte
zwischen Subdomaéne 1 und 3 ist zudem Interaktionsflache fir eine Vielzahl von Aktinbinde-
proteinen (Abb. 1B).

F-Aktin hat einen Durchmesser von 5-9 nm und ist aus Aktinmonomeren aufgebaut, die tber
nicht-kovalente Wechselwirkungen miteinander verbunden sind. Das Aktinfilament hat eine
linksdrehende helikale Struktur, welche aufgrund des groBen Rotationswinkels der Monomere
auch als doppelstrangige, rechtsdrehende Helix erscheint (Holmes et al., 1990). Da alle

Monomere die gleiche Orientierung aufweisen, entsteht ein polares Filament, dessen Enden
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als Plus- (oder barbed end) und Minus-Ende (oder pointed end) bezeichnet werden. Die Sub-

domanen 2 und 4 sind dabei zum Minus-Ende hin ausgerichtet (Lee & Dominguez, 2010).

A Nukleotidbindetasche B
G-Aktin

Vorderseite

(] MIM

o WIP
o e ,“ WAVE2
£y Ciboulot
RPEL2
Riickseite Gelsolin

Hydrophobe Spalte

Abbildung 1: Kristallstrukturen von monomerem Aktin.

A: Dargestellt ist die Struktur von G-Aktin mit gebundenem ATP (sticks, blau) und einem Ca?*-lon (Kugel, griin). Die
Subdoménen wurden farblich gekennzeichnet: Subdoméne 1 (rot), Subdoméne 2 (1-/1), Subdoméne 3 (tlrkis) und Sub-
doméne 4 (violett). Die Nukleotidbindetasche sowie die hydrophobe Spalte, tber die viele Aktinbindeproteine mit Aktin
interagieren, wurden durch Pfeile (=) markiert. PDB-Code: 1ATN, nach Kabsch et al. (1990). B: Der Komplex aus G-Aktin
(Oberflachendarstellung) mit dem zweiten RPEL (Arg-Pro-X-X-X-Glu-Leu)-Aktinbindemotiv (RPEL2) von MRTF-A
(myocardin-related transcription factor A) mit Uberlagerung des Wiskott-Aldrich Syndrom Protein (WASP)-Homologie 2
(WH2)-Motivs der Aktinbindeproteine MIM (missing in metastasis, schwarz), WIP (WASP-interacting protein, blau), WASP
(0210), WAVE2 (WASP family Verprolin-homologous protein 2, pink) und Ciboulot (rot) sowie Gelsolin (violett). Dargestellt
ist die untere Ansicht von G-Aktin mit der hydrophoben Spalte zwischen Subdoméne 1 und 3. Abbildung modifiziert nach
Mouilleron et al. (2008).

Grundvoraussetzung fir die Neubildung eines Aktinpolymers ist die Entstehung eines Nu-
kleationskeimes. Dabei lagern sich Aktinmonomere zu -dimeren und schlieBlich zu -trimeren
zusammen. Dieser Prozess wird Nukleation genannt und ist aufgrund der Instabilitat der
Aktinoligomere der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fir die de novo Synthese F-Aktins
(Pollard et al., 2000; Sept & McCammon, 2001). Ausgehend von diesem, aus drei Aktin-
monomeren bestehenden Nukleationskeim erfolgt anschliellend die schnelle Elongation des
Filaments (Abb. 2). Die Polymerisation erfolgt in vitro solange, bis die Konzentration von
freiem G-Aktin einen kritischen Wert (kritische Konzentration) erreicht und sich ein Gleich-
gewicht zwischen anlagernden und abfallenden Aktineinheiten einstellt. Monomerkonzen-
trationen ober- oder unterhalb der kritischen Konzentration fiihren somit zur Elongation oder
Depolymerisation an den Filamentenden (Korn et al., 1987).

Aktin hat eine intrinsische ATPase-Aktivitat. Nach Anlagerung der Aktinmonomere an das
Filament erfolgt die irreversible Spaltung des gebundenen ATPs zu ADP und Phosphat
(Carlier et al., 1988) mit einer Halbwertszeit von wenigen Sekunden (Blanchoin & Pollard,

2002). Die Dissoziation des Phosphats ist dagegen ein langsamer Prozess, sodass der Phos-
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phatrest zundachst an den ADP-Aktin-Untereinheiten gebunden verbleibt (Abb. 2; Pollard et
al., 2000). ATP-Aktin und ADP-P;-Aktin weisen identische Eigenschaften auf (Pollard &
Borisy, 2003). Die Freisetzung des anorganischen Phosphats fuhrt zu einer Konformations-
anderung und einer damit verbundenen Destabilisierung der Aktinuntereinheiten im Filament
und fordert somit deren Dissoziation (Carlier, 1991; Otterbein et al., 2001). Der Austausch
von ADP zu ATP erfolgt schlieBlich an monomerem Aktin und nicht im Polymer (Pollard et
al., 1992).

Nukleation Elongation

L ATP
Hydrolyse ‘# .

o W > oo > | —) E\‘:\F@L{ — ; 1*{\_{'{‘%-\ - Ende
O = = 4 B e wlegy s
- / :hi;

Nukleaﬁonskeim '
=

Plus-
Ende

““ATP-Aktin % ADP-P-Aktin S ADP-Aktin

Abbildung 2: Schematische Darstellung der spontanen Aktinpolymerisation in vitro.

Ausgangspunkt fir die de novo Synthese F-Aktins ist die Zusammenlagerung von Aktinmonomeren zu einem
Nukleationskeim (Nukleation). Diese wachsen durch Anlagerung weiterer Monomere (Elongation) zum Aktinfilament.
Wahrend der Polymerisation erfolgt die Hydrolyse des gebundenen ATPs. Bedingt durch die unterschiedlichen
Assoziationsraten bindet ATP-Aktin vermehrt an das Plus-Ende, wohingegen das Minus-Ende langsamer wéchst. Im
Gleichgewicht erfolgt die Anlagerung ATP-gebundener Monomere an das Plus-Ende und die Dissoziation von ADP-
gebundenen Monomeren am Minus-Ende (,,Tretmiihleneffekt). Abbildung modifiziert nach Blanchoin et al. (2014).
Obwohl die Bindung des Nukleotids fur den Polymerisationsprozess nicht notwendig ist,
beeinflusst die ATP-Hydrolyse dennoch die Assoziation und Depolymerisation von Aktin im
Filament (De La Cruz et al., 2000a). ATP- und ADP-geladenes Aktin kann an beiden
Filamentenden binden, weist jedoch abh&ngig von dem gebundenen Nukleotid unterschied-
liche Affinitaten auf. Mg-ATP-Aktin hat am Plus-Ende eine hohere Assoziationsrate als Mg-
ADP-Aktin, welches im Vergleich schneller von diesem Ende dissoziiert (Pollard, 1986).
Zudem wurde gezeigt, dass die Assoziation und Dissoziation des ATP-gebundenen Aktins
auch am Minus-Ende beglnstigt sind, aber deutlich langsamer verlaufen. Die kritische
Konzentration (ck), welche sich aus dem Quotienten von Dissoziations- zu Assoziationsrate
ergibt, ist somit fir Mg-ATP-Aktin am Plus-Ende (ck = 0,12 uM) niedriger als am Minus-
Ende (ck = 0,6 uM) (Pollard, 1986). Im Gleichgewicht liegt die freie Konzentration ATP-
gebundener Monomere zwischen diesen kritischen Konzentrationen. Diese lagern sich haupt-
séchlich am Plus-Ende an, wohingegen die gleiche Menge ADP-Aktin-Monomere vom
Minus-Ende dissoziieren, sodass die Filamentldnge konstant bleibt. Es entsteht eine gerichtete
Wanderung der Monomere im Filament, weshalb dieser Prozess als ,,(Aktin-)Tretmuhlen-

effekt” bezeichnet wird (Abb. 2; Wegner, 1976; Bonder et al., 1983; Pollard & Borisy, 2003).
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1.1.2. Die Regulation der Aktindynamik

1.1.2.1. Regulatorische Aktinbindeproteine

Einige Zelltypen enthalten bis zu 500 uM Aktin (Dominguez, 2009). Dieses liegt aufgrund
der hohen zellularen Konzentration von Mg?* sowie der im Vergleich zu ADP verstarkten
Affinitat zu ATP (Kinosian et al., 1993; Pollard et al., 2000) als Mg-ATP-Aktin vor und
wirde unter diesen Bedingungen spontan polymerisieren. In vivo werden daher alle Schritte
der Aktinpolymerisation/-depolymerisation durch zahlreiche Aktinbindeproteine reguliert.

Diese untergliedern sich in tber 60 verschiedene Klassen (Pollard et al., 2000).

Eine der wichtigsten Vertreter sind Profilin und Thymosin 4, welche Aktinmonomere binden
und den Erhalt von unpolymerisiertem Aktin kontrollieren. Thymosin B4 interagiert iiber eine
erweiterte Wiskott-Aldrich Syndrom Protein (WASP)-Homologie 2 (WH2)-Doméne sowohl
mit dem Plus- als auch mit dem Minus-Ende von G-Aktin (Irobi et al., 2004). Dadurch wird
der Austausch des gebundenen Nukleotids und die Polymerisation von Aktin verhindert
(Goldschmidt-Clermont et al., 1992; De La Cruz et al., 2000b). Dagegen fordert Profilin den
Nukleotidaustausch und hemmt dessen Hydrolyse, sodass die Konzentration von ATP-ge-
bundenem Aktin in der Zelle erhdht wird (Goldschmidt-Clermont et al., 1991). Auferdem
verhindert Profilin die Aktinnukleation, fordert aber das Wachstum des Filaments am Plus-
Ende (Pollard & Borisy, 2003). Durch Kompetition dieser beiden Faktoren wird die Menge
von freien, polymerisationskompetenten Monomeren und somit die Bildung von F-Aktin
reguliert. Mitglieder der Actin-depolymerizing factor/Cofilin-Familie erhéhen den Umsatz
von F- zu G-Aktin. Diese fordern die Dissoziation von ADP-Aktin am Minus-Ende des

Filaments und stellen den Pool von verfligbaren Monomeren wieder her (Carlier et al., 1997).

Die Bildung neuer Aktinfilamente (Aktinnukleation) wird in der Zelle durch den Arp2/3
(actin-related protein 2/3)-Komplex, Formine sowie WH2-Domanen-Nukleatoren reguliert
und ist in Kapitel 1.1.2.3 genauer beschrieben. Die L&nge und Dynamik eines Filaments wird
zudem durch die an die Filamentenden bindenden ,,capping “-Proteine (z.B. CapZ (Plus-
Ende), Tropomodulin (Minus-Ende)), durch Aktinelongationsfaktoren (z.B. Formine, Ena/
VASP (enabled/vasodilator-stimulated phosphoprotein)), aber auch durch filamenttrennende
,,severing“-Proteine (z.B. Gelsolin) bestimmt. Mit Hilfe quervernetzender Proteine entstehen
Filamentbiindel (z.B. a-Actinin) und dreidimensionale Netzwerke (z.B. Filamin), welche
Grundlage fur die Ausbildung verschiedener Zytoskelettstrukturen sind (Lee & Dominguez,
2010).
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1.1.2.2. Das WH2-Bindemotiv

Die WH2-Doméne ist ein weit verbreitetes Aktinbindemotiv und in etwa 80 verschiedenen
Proteinen enthalten. Dazu gehoren die Arp2/3-Aktivatoren der WASP-Familie wie WASP
(Derry et al., 1994), das neuronale WASP (N-WASP; Miki et al., 1996), WAVE1-3 (WASP
family Verprolin-homologous protein 1-3; Miki et al., 1998b; Suetsugu et al., 1999), IMY
(Junction-mediating and regulatory protein; Zuchero et al., 2009), WH2-Domanen-Nuklea-
toren wie Spire (Quinlan et al., 2005), Cordon-Bleu (Cobl; Ahuja et al., 2007) und Leiomodin
(Lmod; Chereau et al., 2008), Formine wie INF2 (inverted formin 2; Chhabra & Higgs, 2006),
aber auch zytoskelettverankernde Proteine wie MIM (missing in metastasis; Mattila et al.,
2003). WH2-Domanen weisen keine spezifische Position auf und kénnen sich N- oder C-ter-
minal, aber auch innerhalb eines Proteins befinden. Bisher konnten bis zu vier WH2-Motive
in einem Protein identifiziert werden. B-Thymosine und WH2-Domanen bilden eine gemein-
same Strukturfamilie. Die Faltung der B-Thymosine &hnelt dabei einer isolierten WH2-
Domane (Paunola et al., 2002; Dominguez, 2007).

Die Lange des WH2-Motivs variiert, wobei zwischen kurzen (ca. 17 Aminoséduren, z.B. in
WASP/WAVE) und langen Doménen (ca. 27 Aminosauren, z.B. in MIM) unterschieden wird.
WH2-Motive weisen eine niedrige Sequenzhomologie auf und werden oft von prolinreichen
Sequenzen flankiert, die u.a. die Interaktion mit Profilin ermoglichen (Chereau et al., 2005).
Der N-terminale Teil der WH2-Doméne bildet eine amphiphile a-Helix, welche in der hydro-
phoben Spalte zwischen Subdoméne 1 und 3 eines Aktinmonomers bindet (Abb. 1B; Hertzog
et al., 2004; Chereau et al., 2005; Ducka et al., 2010). Daran anschlieRend folgt eine variable
C-terminale Region, welche das LKKT/V-Aktinbindemotiv enthélt und sich Uber die Ober-
flache von G-Aktin erstreckt. Dieses Motiv ist zwischen den einzelnen WH2-Proteinen
groftenteils konserviert. Leucin bindet in einer hydrophoben Vertiefung auf der VVorderseite
des Monomers, wahrend die nachfolgenden positiv geladenen Aminosduren (meist Lysin oder
Arginin) elektrostatische Wechselwirkungen mit G-Aktin eingehen (Dominguez, 2007). An
der letzten Position findet sich oft Threonin oder Valin.

Lange WH2-Doménen und B-Thymosine weisen eine anschlieBende C-terminale Verlan-
gerung auf (Chereau et al., 2005; Dominguez, 2007). Diese bildet im Fall der B-Thymosine
eine weitere a-Helix, welche sich Uber das Minus-Ende erstreckt und somit die Anlagerung
des Monomers an das Filament blockiert (Irobi et al., 2004). Im ungebundenen Zustand liegen
WH2-Doménen intrinsisch ungefaltet vor, wohingegen die Interaktion mit Aktin zur Faltung
der Doméne fuhrt (Czisch et al., 1993; Safer et al., 1997). Studien haben auRerdem gezeigt,
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dass WH2-Domanen bevorzugt mit ATP-gebundenem Aktin interagieren (Mattila et al.,
2003; Chereau et al., 2005).

WH2-Doménen sind an vielen verschiedenen Prozessen der Aktindynamik beteiligt. Dazu
gehoren u.a. die Nukleation und Elongation von Aktinfilamenten sowie die Aufrechterhaltung
des G-Aktin-Pools durch eine inhibierte Aktinpolymerisation. Darlber hinaus wurde in vitro
fur einige WH2-Proteine wie Cobl, Spire oder INF2 eine zusétzliche filamenttrennende, cap-
ping und/oder monomersequestrierende Aktivitdt nachgewiesen (Chhabra & Higgs, 2006;
Bosch et al., 2007; Husson et al., 2011; Chen et al., 2012).

1.1.2.3. Aktinnukleation

Der erste Schritt der Aktinnukleation, d.h. die Bildung eines Nukleationskeims fur die
Entstehung eines neuen Filaments, wird durch verschiedene Aktin-Nukleatoren unterstitzt.
Diese lassen sich in drei Proteingruppen untergliedern: der Arp2/3-Komplex zusammen mit
nukleationsférdernden Faktoren (nucleation promoting factors, NPFs), Formine sowie WH2-
Doménen-Nukleatoren (Campellone & Welch, 2010).

1.1.2.3.1. Der Arp2/3-Komplex und nukleationsfordernde Faktoren

Der Arp2/3-Komplex ist der erste identifizierte Aktin-Nukleator und ist zwischen den ver-
schiedenen eukaryotischen Spezies konserviert (Welch et al., 1997). Der Komplex wurde
erstmals 1994 als Profilin-Interaktionspartner isoliert und besteht aus sieben Proteinen, den
Aktin-verwandten Proteinen (actin-related protein, Arp) -2 und -3 sowie den fiinf Arp-
complex-Untereinheiten (ARPC1-5; Machesky et al., 1994; Goley & Welch, 2006). Studien
haben gezeigt, dass der Arp2/3-Komplex an bereits bestehende Filamente bindet und dort die
Bildung eines neuen Filaments induziert, wobei diese Verzweigung einen charakteristischen
Winkel von 70° aufweist. Der Komplex verbleibt am Minus-Ende, sodass das Wachstum des
Filaments am Plus-Ende erfolgt (Mullins et al., 1998; Blanchoin et al., 2000). Alle Kompo-
nenten des Arp2/3-Komplexes interagieren mit dem existierenden Filament, wéhrend Arp2

und Arp3 dabei auch das erste Dimer des neuen Filaments bilden (Rouiller et al., 2008).

Die Nukleationsaktivitat des Arp2/3-Komplexes wird durch NPFs (I und II) erhéht. Zu den
Typ | NPFs gehoren neben den (N-)WASP/WAVE-Proteinen (Yarar et al., 1999; Rohatgi et
al., 1999; Machesky et al., 1999) auch die spéater identifizierten Mitglieder WASH (WASP
and Scar Homolog; Linardopoulou et al., 2007), WHAMM (WASP homolog associated with
actin, membranes, and microtubules; Campellone et al., 2008) und JMY (Zuchero et al.,
2009). Allen gemeinsam ist eine C-terminale VCA-Region, die bis zu drei WH2- (oder Ver-

prolin-Homologie-, V) Domdnen sowie eine zentrale/verbindende (central/connecting, C) und
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saure (acidic, A) Region aufweist. Wahrend monomeres Aktin Uber die WH2-Domanen re-
krutiert wird (Miki & Takenawa, 1998), erfolgt die Interaktion mit dem Arp2/3-Komplex tber
die anschlieRende CA-Region (Machesky & Insall, 1998; Rohatgi et al., 1999). Die C-Region,
welche strukturelle Ahnlichkeit mit WH2-Domanen aufweist (Chereau et al., 2005), kann zu-
dem an Aktin binden (Kelly et al., 2006). Fir eine effiziente Stimulation der Arp2/3-ver-
mittelten Aktinnukleation durch NPFs ist die vollstandige VCA-Doméne notwendig (Rohatgi
et al., 1999; Marchand et al., 2001). Diese induziert eine Konformationsanderung der Arp2/3-
Komplexuntereinheiten, sodass Arp2, -3 und WH2-gebundenes Aktin den Nukleationskeim
fiir das neuentstehende Filament bilden (Panchal et al., 2003; Rodal et al., 2005). Die Akti-
vierung des Arp2/3-Komplexes durch NPFs wird kontrovers diskutiert. Wahrend Gaucher et
al. (2012) die Bindung einer einzelnen VCA-Region an den Arp2/3-Komplex beobachteten,
weisen verschiedene Studien auf eine Assoziation des Komplexes mit zwei NPFs wahrend
des Aktivierungsprozesses hin (Ti et al., 2011; Padrick et al., 2011; Boczkowska et al., 2014).
Typ Il NPFs enthalten keine VCA-Domane, sondern binden und aktivieren den Arp2/3-
Komplex Uber eine saure Region sowie F-Aktinbindestellen (Weaver et al., 2001; Goley &
Welch, 2006). Ein bekannter Vertreter von Typ Il NPFs ist Cortactin. Cortactin hat eine
geringe NPF-Aktivitat, stabilisiert jedoch die Arp2/3-induzierten Filamentverzweigungen und
stimuliert die N-WASP-vermittelte Arp2/3-Nukleation (Weaver et al., 2001, 2002; Martinez-
Quiles et al., 2004).

Die am besten charakterisierten Mitglieder der Typ | NPFs sind WASP und dessen Homolog
N-WASP sowie die drei WAVE-Isoformen. Wahrend N-WASP und WAVE?2 ubiquitér expri-
miert sind, treten WAVE1 und -3 hauptsachlich im Nervensystem und WASP ausschliel3lich
im hdmatopoetischen System auf (Miki et al., 1998a; Suetsugu et al., 1999). An deren C-Ter-
minus befindet sich die Arp2/3-aktivierende VCA-Domane. Dabei enthalt N-WASP zwei auf-
einanderfolgende WH2-Doménen und weist in vitro im Vergleich zu den anderen VCA-
Regionen die starkste Induktion der Arp2/3-vermittelten Aktinnukleation auf (Yamaguchi et
al., 2000). Abgesehen von der VCA-Region unterscheidet sich der N-terminale Aufbau der
WASP und WAVE-Proteine deutlich voneinander. Daraus resultieren verschiedene Regu-
lationsmechanismen, welche die Aktivitat dieser Faktoren in der Zelle kontrollieren. WASP
und N-WASP liegen im inaktiven Zustand autoinhibiert vor. Verschiedene Arbeiten belegen,
dass die C-terminale VCA-Region mit der N-terminalen GTPase-Bindedoméne (GBD) inter-
agiert (Miki et al., 1998a; Rohatgi et al., 2000; Kim et al., 2000), wodurch die Aktivierung
des Arp2/3-Komplexes nicht mdéglich ist. Die Autoinhibition wird durch Interaktion der
aktivierten RhoGTPase Cdc42 mit der GBD aufgehoben (Miki et al., 1998a; Kim et al.,
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2000), wobei die kooperative Assoziation von Phosphatidylinositol-(4, 5)-bisphosphat (P1(4,
5)P.) an die N-terminal angrenzende basische Region diesen Effekt beglinstigt (Rohatgi et al.,
1999, 2000). AuRerdem binden Src Homologie 3 (SH3)-Domanen-enthaltende Proteine wie
Grb2 (growth-factor receptor-bound protein-2; Carlier et al., 2000) oder Abil (Abelson-
interactor-1; Innocenti et al., 2005) an die zentralliegende prolinreiche Domane und fuihren so
zur Aktivierung der WASP-Proteine. Des Weiteren wird die Funktion von N-WASP und
WASP durch Mitglieder der WIP (WASP-interacting protein)-Familie reguliert (Moreau et
al., 2000; Martinez-Quiles et al., 2001; Kato et al., 2002). Martinez-Quiles et al. (2001)
postulierten, dass WIP die intramolekulare Faltung der WASP-Proteine stabilisiert und deren
Aktivitat somit inhibiert. WAVE-Proteine dagegen sind nicht durch intramolekulare Faltung
inhibiert, sondern liegen in Form eines inaktiven, pentameren Komplexes, dem WAVE-
Regulatory-Complex, vor. Dieser Komplex wurde erstmals 2002 durch Eden et al. isoliert und
besteht neben WAVE aus Napl (Nck-associated protein 1), HSPC300 (hematopoietic
stem/progenitor cell protein 300), Sral (specifically Rac-associated 1) und Abi-1/2 (Eden et
al., 2002; Gautreau et al., 2004). Der Komplex kann (ber verschiedene Stimuli wie
Interaktion mit der aktivierten RhoGTPase Racl und Phosphatidylinositol-(3, 4, 5)-trisphos-
phat (PI(3, 4, 5)P3) sowie Phosphorylierung der Komplexuntereinheiten aktiviert werden
(Eden et al., 2002; Oikawa et al., 2004; Lebensohn & Kirschner, 2009). Anhand der Kristall-
struktur des WAVE-Komplexes wurde gezeigt, dass die VCA-Region von WAVE durch
Bindung an Sra-1 inaktiviert ist (Chen et al., 2010). Verschiedene Studien weisen darauf hin,
dass die Komplexuntereinheiten nach Aktivierung nicht wie von Eden et al. (2002) postuliert,
teilweise dissoziieren, sondern aneinander gebunden verbleiben (Innocenti et al., 2004;
Steffen et al., 2004). Die VCA-Region von WAVE wird dabei vermutlich durch eine Kon-
formationséanderung innerhalb des Komplexes freigelegt (Chen et al., 2010). WAVE wird zu-
sammen mit dem Arp2/3-Komplex hauptséchlich fir den Aufbau von Lamellipodien bendétigt
und spielt somit fir die Zellmotilitat eine Rolle (Suetsugu et al., 2003; Steffen et al., 2004;
Lai et al., 2008). Dagegen sind WASP-Proteine in eine Vielzahl zellularer Prozesse wie
Endozytose und Transport von Vesikeln (Benesch et al., 2002, 2005; Innocenti et al., 2005),
Phagozytose (Lorenzi et al., 2000; Dart et al., 2012) oder Bildung von Podosomen (Linder et
al., 1999; Mizutani et al., 2002; Isaac et al., 2010) und Invadopodien (Yamaguchi et al., 2005;
Gligorijevic et al., 2012) beteiligt.

JMY stellt einen besonderen Aktin-Nukleator dar. JMY wurde zundachst als p300-Kofaktor
wéhrend der p53-vermittelten Stressantwort beschrieben (Shikama et al., 1999). 10 Jahre

spater zeigten Zuchero et al. (2009), dass JIMY drei WH2-Doménen sowie eine anschlieBende
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CA-Region besitzt. In dieser Studie wurde nachgewiesen, dass JMY in vitro einerseits zur
Aktivierung des Arp2/3-Komplexes fiihrt, andererseits aber auch eine Arp2/3-unabhdngige
Aktinnukleation induziert und somit Eigenschaften eines Typ 1 NPFs und eines WH2-
Doménen-Nukleators (1.1.2.3.3) wie Cobl oder Spire kombiniert. Die Lokalisation und Akti-
vitat von JMY wird wiederum durch Aktin kontrolliert. Die Bindung von Aktin an die WH2-
Region blockiert das darin integrierte nukledre Lokalisationssignal und inhibiert somit den
Importin-o/B-abhangigen Kernimport des Proteins, wohingegen der Komplex wahrend der
DNA-Schadensantwort dissoziiert und die nukledre Translokation von JMY erfolgt (Zuchero
et al., 2012). Neben seiner Bedeutung als p300-Kofaktor ist JMY an der Zellmigration
(Zuchero et al., 2009; Coultts et al., 2011), der Oogenese und Embryogenese (Sun et al., 2011;
Wang et al., 2013; Lin et al., 2014, 2015), dem Vesikeltransport (Schliter et al., 2014), der
Bildung von Autophagosomen (Coutts & La Thangue, 2015) beteiligt und hat wéhrend der
Neuritogenese eine inhibitorische Funktion auf die Ausbildung von Neuriten (Firat-Karalar et
al., 2011).

1.1.2.3.2. Formine

Formine sind konservierte Multidomé&nenproteine, welche sowohl an der Nukleation als auch
an der Elongation eines neuen Filaments beteiligt sind. Bisher wurden 15 verschiedene hu-
mane Formine identifiziert, die sich anhand ihrer C-terminalen Formin-Homologie 2 (FH2)-
Doméne in sieben Untergruppen untergliedern (Higgs & Peterson, 2005). Zu den be-
kanntesten Vertretern gehdren die Dia (Diaphanous)-Proteine 1-3, FMN (Formin)-Pro-
teine -1/-2, die FHOD (Formin homology domain)-Proteine -1/-3 sowie INF1/-2. Fir die de
novo Synthese F-Aktins erfolgt die Dimerisierung der FH2-Doménen (Xu et al., 2004),
welche eine ringférmige Struktur bilden und Aktindimere stabilisieren (Pring et al., 2003).
Die FH2-Doménen wandern sukzessiv an die Plus-Enden der zugeftigten Aktinuntereinheiten
und verhindern somit die Anlagerung von capping-Proteinen (Pruyne et al., 2002; Zigmond et
al., 2003; Kovar & Pollard, 2004). Zudem werden durch die benachbarten FH1-Domaéanen
Profilin-Aktin Komplexe rekrutiert, die in das wachsende Filament eingebaut werden (Kovar
et al., 2006). Formine generieren somit unverzweigte Aktinpolymere und bilden u.a. Stress-
fasern oder Filopodien. Zudem sind sie an aktinunabhdngigen Prozessen beteiligt, indem sie
die Organisation und Stabilitdt von Mikrotubulis kontrollieren (Breitsprecher & Goode,
2013). Die Funktion der Formine wird in der Zelle durch verschiedene Mechanismen re-
guliert. Diaphanous-verwandte Proteine, zu denen z.B. Dia und FHOD gehoren, liegen auto-
inhibiert vor und werden u.a. durch RhoGTPasen aktiviert (Lammers et al., 2005;
Breitsprecher & Goode, 2013). Der C-Terminus von FMN1/-2 dagegen enthalt eine Binde-
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stelle fir den WH2-Domaéanen-Nukleator Spirel/-2, sodass beide wahrend des Nukleations-
und Elongationsprozesses miteinander kooperieren (Quinlan et al., 2007; Pechlivanis et al.,
2009).

1.1.2.3.3. WH2-Doménen-Nukleatoren

Die dritte Klasse umfasst die WH2-Domanen-Nukleatoren. Dazu zé&hlen u.a. Lmod (Chereau
et al., 2008), Spire (Quinlan et al., 2005), Cobl (Ahuja et al., 2007) und verschiedene bak-
terielle WH2-Nukleatoren (Jewett et al., 2006; Tam et al., 2007; Liverman et al., 2007). Allen

gemeinsam ist die Arp2/3-unabhangige Bildung von unverzweigten Aktinfilamenten.

Leiomodine (Lmod1-3) werden hauptsachlich in Muskelzellen exprimiert und weisen struk-
turelle Ahnlichkeiten zu dem Minus-Enden-capping-Protein Tropomodulin auf (Conley et al.,
2001). Der bekannteste Vertreter ist Lmod2, welches an der Organisation von Sarkomeren
beteiligt ist (Chereau et al., 2008). Lmod2 besitzt wie Tropomodulin zwei Aktinbindestellen
sowie eine zusétzliche C-terminale WH2-Doméne, die zwischen den einzelnen Leiomodin-
Isoformen konserviert sind. Durch Anlagerung von drei Aktinuntereinheiten wird somit die
Bildung eines Nukleationskeims fir die Entstehung eines neuen Filaments beglnstigt
(Chereau et al., 2008; Chen et al., 2015).

Der Aktin-Nukleator Cobl ist in Vertebraten konserviert (Carroll et al., 2003) und wird
hauptsachlich im Gehirn, aber auch in anderen Geweben wie Lunge, Milz und Hoden ex-
primiert (Ahuja et al., 2007). Cobl spielt vor allem fiir die Morphogenese des Nervensystems
eine groRe Rolle. Dabei ist Cobl an der Bildung und/oder Verzweigung von Dendriten in pri-
maéren, hippocampalen Neuronen (Ahuja et al., 2007; Schwintzer et al., 2011) und zerebralen
Purkinje-Zellen (Haag et al., 2012) beteiligt. Zudem tbernimmt Cobl weitere Funktionen
beim Aufbau von Mikrovilli (Grega-Larson et al., 2015, 2016) und wahrend der Zilliogenese
im Zebrafisch (Ravanelli & Klingensmith, 2011; Schuler et al., 2013).

Cobl besitzt drei WH2-Motive in der C-terminalen Domane, welche durch eine kurze und
eine lange Linkerregion voneinander separiert sind. Diese werden fur den Nukleationsprozess
bendtigt und induzieren in vitro die Entstehung unverzweigter Aktinpolymere (Ahuja et al.,
2007). In dem beschriebenen Nukleationsmodell binden die ersten beiden WH2-Doménen mit
hoher Affinitat an G-Aktin und generieren ein lineares Aktindimer. Durch die anschliel3ende
lange Linkerregion umwindet die dritte WH2-Doméne das Dimer, sodass nach Anlagerung
eines weiteren Monomers ein sich berkreuzender Nukleationskeim gebildet wird (Ahuja et
al., 2007). In einer weiterfihrenden Studie wurde jedoch gezeigt, dass die Grundvoraus-

setzung eine basische Region ist, welche sich N-terminal vor den WH2-Motiven befindet und
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die bereits in Verbindung mit der angrenzenden WH2-Domane zur Nukleation fuhrt. Zudem
wurde nachgewiesen, dass Cobl das Wachstum am Plus-Ende beginstigt, aber auch die
Spaltung von Aktinfilamenten induziert und ADP-Aktin bevorzugt bindet (Husson et al.,
2011). Somit ist Cobl in verschiedene Prozesse der Aktindynamik involviert. Die zelluldaren
Funktionen von Cobl werden durch dessen Assoziation mit Kofaktoren wie Mitgliedern der
Syndapin-Familie (Schwintzer et al., 2011; Schuler et al., 2013; Grega-Larson et al., 2015)
oder dem F-Aktinbindeprotein 1 (Haag et al., 2012) kontrolliert.

Spire wurde erstmals 1989 als wichtiger Faktor wéhrend der Entwicklung von Oozyten und
der Embryogenese in Drosophila (D.) melanogaster beschrieben (Manseau & Schiipbach,
1989). Auch die in Saugetieren identifizierten Spire-l1soformen, Spirel und -2, sind in die Oo-
genese involviert (Pfender et al., 2011). Spirel ist hauptsachlich in neuronalen Zellen wie z.B.
den zerebralen Purkinje-Zellen exprimiert (Schumacher et al., 2004), wahrend die Expression
von Spire2 nicht nur im Gehirn, sondern auch im Verdauungstrakt, Niere und Hoden nachzu-
weisen ist (Pleiser et al., 2010).

Spire enthdlt vier N-terminale WH2-Doménen. Diese initiieren in vitro die Nukleation von
neuen Aktinfilamenten, wobei die zwei C-terminalen WH2-Domanen entscheidend fur diesen
Prozess sind (Quinlan et al., 2005). Anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen
zeigten Quinlan et al. (2005), dass Spire vier Aktinmonomere entlang der Achse eines Proto-
filaments bindet, welches durch Anlagerung weiterer Monomere an die zweite Filamentachse
weiter polymerisieren konnte. Dieses Modell wird jedoch kontrovers diskutiert (Bosch et al.,
2007; Renault et al., 2008; Ducka et al., 2010). Spire weist zudem filamenttrennende, mono-
mersequestrierende und capping-Eigenschaften auf (Bosch et al., 2007; Chen et al., 2012).
Spire und das Formin Cappucchino aus D. melanogaster, sowie deren Homologe Spirel und
Formin2 kooperieren sowohl in vitro als auch in vivo miteinander (Quinlan et al., 2007). In
dieser Studie wurde gezeigt, dass die Interaktion speziesibergreifend konserviert ist und zur
Bildung eines Komplexes aus einem Formindimer und zwei Spiremonomeren flhrt. Die
Bindung von Cappucchino an Spire fordert die Spire-abhangige Aktinnukleation in vitro,
wohingegen die Nukleationsaktivitit von Cappucchino gehemmt wird (Quinlan et al., 2007).
Anhand dieser Daten wurde ein Modell entwickelt, in dem die Formin-abhé&ngige Di-
merisierung von Spire zur Bildung eines helikalen Aktinoligomers aus acht Monomeren fihrt,
welches anschliefend durch Cappucchino zum Filament verlangert wird (Quinlan &
Kerkhoff, 2008; Dietrich et al., 2013). Auch in vivo ist die Interaktion der beiden Aktin-
Nukleatoren von entscheidender Bedeutung. Die Kooperation von Spire und Cappucchino

bzw. Formin2 spielt z.B. fiir die Generierung eines Aktinnetzwerkes wéhrend der Oogonese
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(Dahlgaard et al., 2007; Pfender et al., 2011; Quinlan, 2013) oder fur den zelluléren Vesikel-
transport (Schuh, 2011; Pylypenko et al., 2016) eine Rolle.

1.1.3. Zellulare Funktionen von Aktin

Das Aktinzytoskelett ist fur eine Vielzahl zellularer Prozesse von essentieller Bedeutung.
Dabei bestimmen Mikrofilamente zusammen mit Myosin oder anderen assoziierten Aktin-
bindeproteinen (1.1.2.1) nicht nur die Zellform und -polaritat, sondern sind gleichermalien
entscheidend fiir die Zellmigration, Zytokinese, Endozytose, den Transport von Vesikeln oder
die Zelladhasion (Blanchoin et al., 2014). Zudem ist die Aufrechterhaltung des sensiblen
Gleichgewichts zwischen monomerem und filamentdésem Aktin wichtig fur den Erhalt einer
Zelle. So ist eine Behandlung mit Substanzen, welche dieses Gleichgewicht stéren, oftmals
toxisch (Qualmann & Kessels, 2009). Verénderungen der zelluldren Aktindynamik sind zu-
dem mit verschiedenen Krankheiten assoziiert. Dazu gehdren neben der Tumorentwicklung
und -metastasierung auch Krankheiten, welche die Muskulatur (z.B. Skelettmuskelmyo-
pathie), das Nerven- (z.B. Alzheimer), Immun- (z.B. Wiskott-Aldrich Syndrom) oder das vas-
kulére System (z.B. Entstehung von Mikrothrombosen) betreffen (Cleuren & Boonstra, 2012).

Aktin ist nicht nur wesentlicher Bestandteil des Zytoskeletts, sondern zudem in nukleére Pro-
zesse involviert. Dabei liegt Aktin sowohl in monomerer, aber auch in filamentéser Form im
Zellkern vor (Belin et al., 2013; Baarlink et al., 2013). Aktin reguliert verschiedene Stufen der
Gentranskription. Studien belegen, dass Aktin mit allen RNA Polymerasen (I-111) interagiert
und fiir deren Funktion essentiell ist (Philimonenko et al., 2004; Hofmann et al., 2004; Hu et
al., 2004). Eine weitere Maglichkeit der Transkriptionskontrolle ist die Assoziation mit Chro-
matin-remodeling-Komplexen wie z.B. dem BAF (brahma/brahma-related gene 1-associated
factor)-Komplex, wobei Aktin die Aktivitdt des Komplexes und somit die Aktivierung der
Transkription reguliert (Zhao et al., 1998). AulRerdem bildet Aktin mit der wachsenden pre-
MRNA (messenger RNA), der RNA Polymerase Il und dem heterogenen nukledren Ribo-
nukleoprotein U einen Komplex und beginstigt durch Rekrutierung von Histonacetyltrans-
ferasen den Fortlauf der Transkription (Kukalev et al., 2005; Obrdlik et al., 2008). Daruber
hinaus kontrolliert Aktin die Lokalisation und Aktivitat verschiedener Transkriptionsfaktoren
wie z.B. die der Myocardin-verwandten Transkriptionsfaktoren (myocardin-related tran-
scription factor, MRTF), welche wichtige Ko-Aktivatoren des serum response factors (SRF)
darstellen. Diese Interaktion ist entscheidend fur die Regulation des Aktin-MRTF-SRF-
Signalweges, welcher im folgenden Kapitel (1.2) beschrieben wird.

12
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1.2. Der Aktin-MRTF-SRF-Signalweg

1.2.1. Der Serum Response Factor (SRF)

Der serum response factor (SRF) ist ein ubiquitérer Transkriptionsfaktor und zwischen den
verschiedenen Spezies konserviert. SRF wurde erstmals 1986 von R. Treisman als serum-
responsives, nukledres Protein beschrieben und zwei Jahre spater durch Norman et al. (1988)
kloniert. SRF besteht aus 508 Aminosduren und hat ein apparentes Molekulargewicht von
circa 67 kDa (Abb. 3). SRF ist einer der ersten identifizierten Vertreter der MADS (MCML,
Agamous, Deficiens, SRF)-Box-enthaltenden Proteinfamilie, wobei Uber diese Doméne so-
wohl die DNA-Bindung, Protein-Protein-Wechselwirkungen sowie eine Dimerisierung der
Proteine vermittelt wird (Shore & Sharrocks, 1995). Daran angrenzend befindet sich eine
Transaktivierungsdoméne, die die Assoziation mit verschiedenen SRF-interagierenden
Proteinen reguliert (Miano, 2003) oder moglicherweise die Expression verschiedener Ziel-
gene konstitutiv induziert (Esnault et al., 2014). Uber die MADS-Domane bindet SRF als
Homodimer an CC(A/T)eGG-enthaltende DNA-Sequenzen, die sogenannte CArG-Box
(Norman et al., 1988; Minty & Kedes, 1986; Pellegrini et al., 1995).
MADS

SRF - —
1 132 223

Abbildung 3: Schematischer Aufbau von SRF.
Dargestellt ist die Struktur von murinem SRF mit Kennzeichnung der MADS (MCM1, Agamous, Deficiens, SRF)-Box an
Aminoséureposition 132-223. Abbildung modifiziert nach Posern und Treisman (2006).

SRF-assoziierte Gene konnten mit Hilfe von Chromatin-Immunprézipitationen und der an-
schlieBenden Sequenzierung der SRF-gebundenen DNA, die sogenannte ChiP-seq (Chroma-
tin immunoprecipitation-sequencing)-Methode, identifiziert werden. In Kombination mit einer
Genexpressionsanalyse durch RNA-sequencing wurde gezeigt, dass SRF die Transkription
von 960 induzierbaren Zielgenen in serumstimulierten Fibroblasten kontrolliert, die u.a. fir
extrazelluldre Matrixproteine, Zytoskelettproteine, Transkriptionsfaktoren oder Regulatoren
des Tag/Nacht-Rhythmuses kodieren (Esnault et al., 2014).

Die Aktivitat von SRF wird durch verschiedene Kofaktoren wie z.B. den ternary complex
factors (TCFs) oder MRTFs/ Myocardin (1.2.2) reguliert. TCFs gehéren zur Familie der ETS-
Domanen-enthaltenden Proteine und werden durch den Ras-ERK (extracellular signal-regu-
lated kinase)-abhdngigen Signalweg aktiviert. Durch extrazellulare Stimulation erfolgt die
Ras-vermittelte Induktion von MAP (mitogen activated protein)-Kinasen wie ERK, die TCFs

phosphorylieren (Posern & Treisman, 2006). Diese binden zusammen mit SRF an die Pro-
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motorsequenzen verschiedener Zielgene, welche aufier der CArG-Box oftmals ETS-Motive
oder andere TCF-Bindestellen enthalten (Esnault et al., 2014; Gualdrini et al., 2016). Im
Gegensatz zu TCFs ist die Aktivierung der MRTF-SRF-vermittelten Transkription abhéngig
von RhoGTPasen und wird in den nachfolgenden Kapiteln ausfihrlich beschrieben. Anhand
von Mutations- und Kompetitionsassays wurde gezeigt, dass TCFs und Myocardin/MRTFs
SRF aufgrund einer Uberlappenden Interaktionsoberflache nicht gleichzeitig binden kénnen
(Miralles et al., 2003; Wang et al., 2004; Zaromytidou et al., 2006). Beide Kofaktor-Familien
kontrollieren verschiedene Zielgengruppen, die nur partiell Gbereinstimmen, und kénnen sich
gegenseitig negativ regulieren (Descot et al., 2009; Esnault et al., 2014; Gualdrini et al.,
2016).

SRF ist ein wichtiger Regulator der zellularen Aktindynamik und steuert eine groRe Anzahl
verschiedener biologischer Prozesse. Anhand von SRF-knock-out-Madusen wurde gezeigt,
dass SRF ein entscheidender Faktor wahrend der Embryogenese ist. Die Mausembryonen
starben bereits wahrend der Gastrulation, spatestens bis zum embryonalen Entwicklungstag
(E)12,5 aufgrund einer defekten Mesodermentwicklung (Arsenian et al., 1998). SRF ist auch
in einzelnen Zell-/Organsystemen von entscheidender Bedeutung. SRF-defiziente embryonale
Stammzellen weisen durch eine verringerte Bildung und/oder fehlerhafte Lokalisation von
F-Aktin und diverser Fokaladh&sionsproteine (z.B. Talin, Vinculin) einen veranderten Aufbau
des Zytoskeletts auf, sodass wesentliche zelluldre Prozesse wie Zellmotilidt, -adh&sion
oder -spreizung gestort sind (Schratt et al., 2002). AuBerdem spielt SRF beispielsweise bei
der Entwicklung des Nervensystems eine Rolle. Nach konditionellem knock-out von SRF in
neuronalem Gewebe wurde eine deutliche Expressionsabnahme von Aktin und Gelsolin sowie
eine verstérkte Inaktivierung von Cofilin beobachtet, sodass die Funktion wichtiger Regula-
toren des Zytoskeletts gestort ist (Alberti et al., 2005). SRF”-Neuronen weisen daher Defekte
in der Zellmigration, der -polarisation, der Bildung von Filopodien und dem Auswuchs von
Neuriten auf (Alberti et al., 2005; Knoll et al., 2006; Stern et al., 2009). Ein &hnlicher
Phanotyp kann auch durch Uberexpression eines dominant-negativen MRTF-A-Proteins
(Knoll et al., 2006) oder einer nicht-polymerisierenden Aktinmutante beobachtet werden
(Stern et al., 2009). Daruber hinaus ist SRF an der Kardiogenese (Niu et al., 2005) oder an der
Entwicklung und Funktion des Endotheliums (Weinl et al., 2013), der Epidermis (Luxenburg
et al., 2011) oder dem Glattmuskelgewebe des Magen-Darm-Traktes (Park et al., 2015) be-
teiligt.
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1.2.2. Myocardin und Myocardin-Related Transcription Factors (MRTFs)

Myocardin ist das erste identifizierte Mitglied dieser SRF-Kofaktoren und ein starker Akti-
vator der SRF-vermittelten Genexpression (Wang et al., 2001). Myocardin ist dabei aus-
schlielich im Herz- und Glattmuskelgewebe, jedoch nicht in Skelettmuskelzellen, exprimiert.
Durch alternatives Spleilien entstehen zwei Myocardin-Isoformen, wobei Myocardin-856
glattmuskelspezifisch und Myocardin-935 herzmuskelspezifisch ist (Creemers et al., 2006).
Die Aktivierung von SRF konnte zudem durch weitere Transkriptions-Kofaktoren, MRTF-A
und dessen Homolog MRTF-B, beobachtet werden, welche strukturelle Ahnlichkeit zu
Myocardin besitzen (Wang et al., 2002). Diese konnten in vielen verschiedenen Zelltypen
detektiert werden, unterschieden sich jedoch partiell in ihren gewebetypischen Expressions-
starken. Bereits zeitgleich mit der Entdeckung von Myocardin wurde humanes MRTF-A
(Synonyme: megakaryozytische akute Leukamie (MAL), megakaryoblastische Leukamie-1
(MKL-1)) bei der Untersuchung von Patientenmaterial von Sauglingen und Kleinkindern mit
akuter megakaryoblastischer Leukamie beschrieben (Ma et al., 2001; Mercher et al., 2001,
Wang et al., 2002). MRTF-A ist dabei Teil eines onkogenen Fusionsproteins, welches durch

eine chromosomale Translokation (t(1;22)) generiert wird.

B2
RPEL1-3 B1Q SAP LZ TAD
MRTF-A NI [ o929
-9 +1
Leu Met

MRTF-B (W TT 10 [ Ju039
Myocardin-935 l]]]]l]]:.” ITT] [ Joss

(herzmuskelspezifische Isoform) 1

Myocardin-856 MW 1T 1T [ lss6
(glattmuskelspezifische Isoform) 1

Abbildung 4: Schematische Struktur von MRTF-A und -B sowie der Myocardin-Isoformen.

Dargestellt sind die funktionellen Doménen der murinen Proteinvarianten. Der Translationsstart von MRTF-A erfolgt bereits
ausgehend von Leucin -92. RPEL, Arg-Pro-X-X-X-Glu-Leu-Aktinbindemotiv; B1/2, basische Region 1/2; Q, glutaminreiche
Region; SAP, SAF-A/B, Azinus, PIAS-homologe Domane; LZ, Leucin zipper-Motiv; TAD, Transaktivierungsdoméne.
Abbildung modifiziert nach Posern und Treisman (2006).

Die Doménenstruktur von Myocardin und MRTFs ist nahezu identisch (Abb. 4). Alle
enthalten in der N-terminalen Doméne bis zu drei konservierte Arginin-Prolin-X-X-X-Glu-
taminsdure-Leucin-(RPEL)-Motive sowie zwei basische Regionen (B1, B2), welche fiir den
Kernimport notwendig sind (Miralles et al., 2003). Daran anschlielend folgt eine glutamin-
reiche Region (Q), ein SAP-(SAF-A/B, Azinus, PIAS)-Motiv, ein Leucin-,ReiBverschluss*
(Leucin zipper, LZ) sowie eine C-terminale Transaktivierungsdomane (TAD). MRTF-A

und -B weisen eine Sequenzhomologie von 42% auf (Wang et al., 2002). Die N-terminalen
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RPEL-Motive sind Aktinbindeelemente (Guettler et al., 2008), welche analog zu WH2-Do-
ménen (1.1.2.2) zwischen Subdoméne 1 und 3 eines Aktinmonomers binden (Abb. 1B;
Mouilleron et al., 2008). Im Vergleich zu MRTFs weist die RPEL-Region von Myocardin
Sequenzunterschiede und eine daraus resultierende schwachere Bindung an Aktin auf, sodass
Myocardin nukledr und konstitutiv aktiv vorliegt (Wang et al., 2001; Miralles et al., 2003;
Guettler et al., 2008). Guettler et al. (2008) konnten anhand von domain swapping-Analysen
zeigen, dass bereits der Austausch der ersten beiden RPEL-Motive von MRTF-A in Myo-
cardin zu dessen Regulation durch Aktin fuhrt. Zwischen den drei RPEL-Motiven befinden
sich zwei kurze Linkersequenzen (22 Aminosauren), welche ebenfalls mit Aktin interagieren
(Mouilleron et al., 2011). Die Autoren zeigten, dass MRTF-A somit bis zu funf Aktin-
monomere binden kann. Eine weitere Komplexform mit drei gebundenen G-Aktinen (tri-
valenter Aktin:MRTF-A-Komplex) resultiert aus einer schwécheren Interaktion der zweiten
Linkerregion und dem dritten RPEL-Motivs mit Aktin (Mouilleron et al., 2011). Die Asso-
ziation mit SRF erfolgt Uber eine kurze, konservierte Aminosaureregion in dem basischen B1-
Motiv und wird durch die angrenzende glutaminreiche Doméne verstarkt (Miralles et al.,
2003; Zaromytidou et al., 2006). Zudem war die simultane Bindung der B1-Region an die
umliegende DNA fiir eine effiziente Komplexbildung notwendig (Zaromytidou et al., 2006).
Myocardin und MRTFs besitzen eine konservierte SAP-Doméne, deren genaue Funktion in
vivo jedoch kontrovers diskutiert wird. Im Allgemeinen haben SAP-Doménen-enthaltende
Proteine eine Funktion fur die DNA-Bindung und -Reparatur, die RNA-Prozessierung und
wéhrend der Apoptose (Aravind & Koonin, 2000). Wang et al. (2001) zeigten, dass eine
Aminosauresubstitution oder -deletion in der SAP-Doméne von Myocardin die Expression
des atrial natriuretic factor-Reportergens inhibierte, wahrend die Aktivierung des Transgelin-
Reporters nicht beeinflusst wurde. Dagegen hatte eine fehlende SAP-Region in MRTF-A
keine Auswirkungen auf die Bindung und Aktivierung von SRF (Miralles et al., 2003; Cen et
al., 2003). Myocardin und MRTFs binden mit Hilfe des LZ-Motivs als Homo- bzw. Hetero-
dimere an SRF und stimulieren die Aktivierung der Transkription durch die C-terminale TAD
(Wang et al., 2001, 2002; Miralles et al., 2003; Du et al., 2004).

Die partiell Ubereinstimmenden Expressionsmuster und das verbreitete Vorkommen der
beiden MRTF-Proteine implizieren eine mogliche funktionelle Redundanz zwischen Myo-
cardin, MRTF-A und MRTF-B. So war die RNA-Interferenz-vermittelte Reduktion beider
MRTF-Varianten notwendig, um die Aktivierung eines SRF-Reporters in serumstimulierten
HeLa-Zellen zu verhindern (Cen et al., 2003). Untersuchungen in knock-out-Mé&usen zeigen,

dass Myocardin/MRTFs den Funktionsverlust von einem dieser SRF-Kofaktoren nicht voll-
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stdndig ausgleichen kdnnen. Der Myocardin-knock-out in Mausen resultiert in einer Ent-
wicklungsstorung des vaskuldaren Glattmuskelgewebes, die aufgrund eines Differenzierungs-
stopps zum friihen Tod (bis E10,5) der Mausembryonen fuhrt (Li et al., 2003). Dagegen
konnten keine Auswirkungen auf die Morphogenese des Herzmuskelgewebes beobachtet
werden, sodass die Autoren eine mogliche Funktionsiibernahme durch MRTFs postulierten.
Die Deletion von MRTF-B in Mdusen ist letal (Oh et al., 2005; Li et al., 2005). In beiden
Studien konnte eine fehlerhaften Entwicklung des kardio-vaskuldren Systems sowie ein
Differenzierungsdefekt vaskuldrer Glattmuskelzellen beobachtet werden. Embryonale
MRTF-B”-Stammzellen weisen zudem ein stark verdndertes Zytoskelett sowie eine ver-
ringerte Zelladhasion auf, die auf einer MRTF-B-spezifischen Stérung der TGF (transforming
growth factor)-p2-Signalkaskade beruhen (Li et al., 2012). MRTF-A”-Méuse zeigen dieselbe
Lebensdauer wie Wildtyp-Mause und kénnen Nachkommen zeugen (Li et al., 2006; Sun et
al., 2006). Im Gegensatz zu den anderen Autoren beobachteten Sun et al. (2006), dass 35%
der Embryonen aufgrund von nekrotischen, myokardialen Zellen bis zum E10,5 starben.
Beide Untersuchungen beschrieben jedoch, dass MRTF-A”-Weibchen die Nachkommen nicht
ausreichend ernahren kdnnen, sodass diese friihzeitig sterben. Die Autoren zeigten, dass der
Grund dafiir eine unzureichende Genexpression kontraktiler Muskelproteine war, welche in
einer Fehlfunktion und der Apoptose der myoepithelialen Brustdriisenzellen resultierte. In
MCF10A-Zellen, einem humanen Modell fiir die Morphogenese des Brustepitheliums, wurde
beobachtet, dass sowohl die Uberexpression, aber auch die Deletion von MRTF-A zu einer
gestorten Azinientwicklung fuhrt (Seifert & Posern, 2017). Die Autoren zeigten zudem, dass
die Einfihrung von MRTF-B in MRTF-A-deletierten-Zellen diesen Ph&notyp nur partiell auf-
heben konnte, sodass eine vollstdndige funktionelle Redundanz dieser Kofaktoren wéhrend
der Brustazinimorphogenese nicht gegeben ist. Des Weiteren wurde aufgrund einer fehlregu-
lierten Apoptose, Proliferation und einer beginnenden epithelial-mesenchymalen-Transition
durch erh6hte Mengen von MRTF-A eine onkogene Funktion des Proteins postuliert (Seifert
& Posern, 2017). MRTFs haben zudem eine Funktion fir den Aufbau und die Struktur des
Zytoskeletts (Somogyi & Rgrth, 2004; Morita et al., 2007), fir die Neovaskularisation
(Hinkel et al., 2014) sowie fur die Entwicklung verschiedener Gewebearten wie z.B.
Skelettmuskel- (Cenik et al., 2016) oder Nervengewebe (Mokalled et al., 2010).

1.2.3. Die Regulation des Aktin-MRTF-SRF-Signalwegs

Die Aktivierung der SRF-vermittelten Genexpression erfolgt hauptséchlich ber die Asso-

ziation mit Kofaktoren. 1994 beschrieben Hill et al. erstmals eine mdgliche TCF-unabhéngige
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Regulation von SRF. Die Autoren beobachteten, dass ein SRF-Reporter trotz mutierter TCF-
Bindestelle durch Serumstimulation aktiviert werden konnte. Ein Jahr spéter wurde von
derselben Arbeitsgruppe gezeigt, dass SRF durch aktivierte Proteinvarianten der drei
verschiedenen RhoGTPasen stimuliert wird (Hill et al., 1995). AuBerdem spielt die zellulére
Aktindynamik eine essentielle Rolle fiir die Regulation der SRF-Aktivitat. Studien von So-
tiropoulos et al. (1999) sowie Posern et al. (2002) zeigten anhand von zytoskelettveran-
dernden Toxinen wie Latrunculin B und Jasplakinolid, Aktin-Nukleatoren oder punktmu-
tiertem Aktin, dass die Induktion der SRF-vermittelten Transkription durch RhoGTPasen ab-
héngig von Aktin ist. So stimulierten Aktin-Nukleatoren, polymerisationsfordernde Aktin-
punktmutanten oder das F-Aktin-stabilisierende Toxin Jasplakinolid einen SRF-abhangigen
Reporter, wahrend Aktin, nicht-polymerisierende Aktinmutanten oder polymerisationshem-
mendes Latrunculin B eine gegenteilige Wirkung auf die SRF-Aktivitat hatten. Miralles et al.
(2003) wiesen erstmalig nach, dass Aktin die Aktivitdt des SRF-Kofaktors MRTF-A reguliert
(Abb. 5).

Sowonhl die Translokation von MRTF-A in den Zellkern als auch die MRTF-abhéngige SRF-
Aktivierung werden durch direkte Interaktion der N-terminalen RPEL-Doméane mit Aktin
verhindert (Miralles et al., 2003; Posern et al., 2004). MRTFs enthalten im zweiten RPEL-
Motiv und in der angrenzenden Linkerregion zwei basische Bereiche, die gemeinsam als nu-
kledres Lokalisationssignal (NLS) fiir den Importin-a/p-Transportrezeptor fungieren und
durch Aktinbindung blockiert werden (Pawtowski et al., 2010). Die Interaktion mit Aktin
resultiert in einer Konformationsanderung dieses Kernlokalisationssignals, wobei die Bindung
von finf Monomeren fir eine vollstandige Inhibierung des Importin-a/p-abhéangigen Kern-
imports von MRTF notwendig ist (Mouilleron et al., 2011; Hirano & Matsuura, 2011). Da-
gegen konnen 3:1-Komplexe von Aktin und MRTF-A aufgrund des teilweise freigelegten
NLS in den Zellkern translozieren. Auch nukledres MRTF wird durch Aktin reguliert. Die
Assoziation von MRTF-A und Aktin im Zellkern fuhrt unter unstimulierten Bedingungen
nicht nur zu einem schnellen, Crm1 (chromosomal maintenance 1)-abhéngigen Export von
MRTF-A, sondern verhindert auch dessen Fahigkeit, SRF zu aktivieren (Vartiainen et al.,
2007). Punktmutationen in den Linkerregionen der RPEL-Domaéne, welche deren Aktin-
bindung verhinderten, verringerten zwar den nukledren Export von MRTF-A, konnten aber
den inhibitorischen Effekt von Aktin auf die MRTF-SRF-Aktivitdt nur partiell aufheben
(Mouilleron et al., 2011). Fur eine effiziente Aktivierung der MRTF-SRF-vermittelten Tran-
skription ist daher vermutlich die vollstdndige Dissoziation nuklearer MRTF:Aktin-Komplexe

notwendig (Vartiainen et al., 2007; Mouilleron et al., 2011).
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Abbildung 5: Der Aktin-MRTF-SRF-Signalweg.

Ein extrazelluldrer Stimulus aktiviert durch Rho GEFs (guanine nucleotide exchange factors) verschiedene RhoGTPasen.
Diese fulhren tiber zahlreiche Zytoskelettmodulatoren zum Aufbau und zur Stabilisierung von Aktinfilamenten. Dazu gehdren
neben der ROCK (Rho-associated coiled-coil containing kinase)-LIMK (LIM domain kinase)-Proteinkaskade auch Aktin-
Nukleatoren wie der Arp2/3-Komplex, DRFs (Diaphanous-related formins), Proteine der WASP/WAVE-Familie sowie
weitere Aktinbindeproteine (ABPs). Monomeres Aktin bindet den SRF-Kofaktor MRTF sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern. Die Stimulation des RhoGTPase-abhangigen Signalweges filhrt durch eine Verringerung freier Aktinmonomere
zum Zerfall der Komplexe. Nach Kernimport bindet das freigesetzte MRTF als Homo-/Heterodimer an dimeres SRF und
aktiviert die MRTF-SRF-vermittelte Transkription verschiedener Zielgene. Abbildung modifiziert nach Olson und Nordheim
(2010).

Extrazellulare Signale fihren zur Stimulation des Aktin-MRTF-SRF-Signalweges durch
Aktivierung von RhoGTPasen (Abb. 5). Diese aktivieren daraufhin verschiedene Zytoskelett-
regulatoren, die die zelluldre Aktindynamik beeinflussen. Aktin-Nukleatoren wie WASP-Pro-
teine oder mDial, ein Diaphanous-verwandtes Formin, induzieren die Bildung von F-Aktin
sowie die SRF-abhdngige Transkription (Sotiropoulos et al., 1999; Copeland & Treisman,

2002). Die Stimulation von ROCK (Rho-associated coiled-coil containing kinase) durch
RhoA dagegen aktiviert LIM-Doménen-Kinasen (LIMK). Diese inhibieren das aktindepoly-
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merisierende Protein Cofilin durch Phosphorylierung und fiihren somit tiber die Stabilisierung
der Aktinfilamente zur Induktion von SRF, wobei dieser Prozess durch mDia unterstttzt wird
(Sotiropoulos et al., 1999; Geneste et al., 2002).

Die Veranderung der G-Aktin-Menge durch dessen verstarkten Einbau in Aktinfilamente
resultiert im Zerfall inhibitorischer G-Aktin:MRTF-Komplexe, woraufhin MRTF in den Kern
transportiert werden kann. Zudem ist der Export des Proteins reduziert. Anschlielend bindet
das freigesetzte MRTF als Homo- oder Heterodimer an SRF und stimuliert die MRTF-SRF-
abhangige Genexpression (Miralles et al., 2003; Vartiainen et al., 2007).

Durch den Aktin-MRTF-SRF-Signalweg wird die Transkription von fast 700 Zielgenen kon-
trolliert. Diese kodieren fiir Proteine, die u.a. in die Zelladhasion, Zellmotilitat, Transkription
oder Aktindynamik involviert sind und somit auch eine wichtige autoregulatorische Funktion
fiir den Signalweg selbst darstellen (Abb. 5; Descot et al., 2009; Esnault et al., 2014).

Bisherige Studien lassen einen direkten Zusammenhang zwischen der Aktivierung der
MRTF-SRF-vermittelten Transkription und einer abfallenden Menge von Aktinmonomeren
durch verstarkte Aktinpolymerisation vermuten. So fiihrt die Uberexpression verschiedener
polymerisationsfordernder Proteine wie WASP, N-WASP, VASP oder mDia zur Induktion
von SRF (Sotiropoulos et al., 1999; Geneste et al., 2002; Copeland & Treisman, 2002). Die
Verwendung polymerisationshemmender Aktin-bindender Toxine ergab jedoch differen-
ziertere Ergebnisse. Wahrend Latrunculin B G-Aktin:MRTF-A-Komplexe stabilisiert, fuhren
Swinholid A und Cytochalasin D zur Dissoziation der reprimierenden Komplexe und zur In-
duktion der MRTF-SRF-abhangigen Transkription (Miralles et al., 2003; Posern et al., 2004;
Vartiainen et al., 2007). Des Weiteren konnte eine MRTF-SRF-Aktivierung nach Uberex-
pression von Profilin (Sotiropoulos et al., 1999; Miralles et al., 2003; Posern et al., 2004) oder
dem WH2-Protein Thymosin 4 beobachtet werden (Morita & Hayashi, 2013; Hinkel et al.,
2014). Unpublizierte Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wiesen nach, dass Thymosin 4 die SRF-
vermittelte Transkription ohne einen weiteren externen Stimulus induziert (G. Posern, per-
sonliche Mitteilung). Parallel zu der vorliegenden Arbeit zeigten Morita und Hayashi (2013)
anhand von Ko-Immunprazipitationsexperimenten, dass Thymosin B4 die Bildung inhibi-
torischer Aktin:MRTF-A-Komplexe verhindert. Die Interaktion von MRTF-A und WH2-ent-
haltender Proteine erfolgt Uber dieselbe Oberflache eines Aktinmonomers (Abb. 1B;
Mouilleron et al., 2008). Trotz entgegengesetzter Anordnung der Aktinbindeelemente (RPEL
bzw. WH2) ist eine gleichzeitige Bindung dieser Faktoren nahezu auszuschlielen. Diese
Daten lieferten erste Hinweise auf eine mogliche regulatorische Funktion von WH2-enthal-

tenden Aktinbindeproteinen auf die Dissoziation inhibitorischer G-Aktin:MRTF-Komplexe.
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1.3. Zielstellung dieser Arbeit

Das Transkriptionsfaktormodul MRTF-SRF kontrolliert die Expression zahlreicher Gene, die
in verschiedene biologische Prozesse eingebunden sind. Eine Dysfunktion dieser Faktoren re-
sultiert in einem Fehlverhalten der Zelle, welches pathologische oder entwicklungsbio-
logische Konsequenzen hat. Die Aktivitdt von MRTF-SRF wird durch Interaktion von
MRTF-A und monomerem Aktin inhibiert. Trotz zahlreicher Studien konnte die genaue
Regulation der Komplexdissoziation von G-Aktin und MRTF-A bisher nicht erklart werden.
In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob WH2-Domanen eine kompetitive Funktion auf
die Ausbildung des G-Aktin:MRTF-A-Komplexes besitzen und somit die Aktivierung der
MRTF-SRF-abhdngigen Transkription kontrollieren. Als Modellsystem wurde die murine
Fibroblastenzelllinie NIH 3T3 ausgewahlt, welche bereits in zahlreichen Studien fir die
Analyse des Aktin-MRTF-SRF-Signalweges Anwendung fand. In dieser Arbeit wurden die
WH2-Domaénen aus verschiedenen Aktin-Nukleatoren (N-WASP, WAVEZ2, Cobl, Spire2 und

JMY) flr die Bearbeitung folgender Fragestellungen verwendet:

1) Konnen isolierte WH2-Domanen die MRTF-SRF-vermittelte Genexpression akti-
vieren?

2) Beeinflussen isolierte WH2-Doménen die subzelluldre Lokalisation von MRTF-A?

3) Besteht eine direkte Kompetition zwischen WH2-Doméanen und MRTF-A um die
Bindung eines Aktinmonomers?

4) Kann eine Freisetzung von MRTF-A auch durch ausschlief3lich kernlokalisierte WH2-
Domanen stimuliert werden?

5) Besitzen isolierte WH2-Doménen eine polymerisationsunabhéngige Funktion wahrend
der MRTF-SRF-Aktivierung?

Ziel dieser Arbeit war es, neue Erkenntnisse (ber einen méglichen Regulationsmechanismus
der G-Aktin:MRTF-A-Komplexdissoziation zu erhalten und somit den entscheidenden Schritt

des Aktin-MRTF-SRF-Signalweges néher zu charakterisieren.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

In diesem Teilabschnitt wurden Reagenzien und Geréte aufgelistet, welche nicht in den zu-

gehorigen Methoden (2.2) erwéhnt wurden.
2.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Alle nicht aufgefiihrten Laborchemikalien und weitere Reagenzien stammten von den Firmen
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Steinheim) und Thermo Fisher
Scientific (Schwerte). Die Herstellung der Puffer und Losungen erfolgte mit Millipore-
Wasser.

Tabelle 1: Verwendete Laborchemikalien und Reagenzien.

Chemikalien und Reagenzien \ Hersteller

Laborchemikalien

Rotiphorese NF-Acrylamid/Bis-Losung 30% (29:1) | Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Agar-Agar, bakteriologisch Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Agarose Standard Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Ampicillin (Natriumsalz) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Antipain Sigma-Aldrich (Steinheim)

Aprotinin Roche (Mannheim)

Bromphenolblau (Natriumsalz) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Chloramphenicol Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Coomassie Brillantblau G250 Sigma-Aldrich (Steinheim)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (Steinheim)
DL-Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich (Steinheim)

Essigséure (96%) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Ethanol (absolut, >99,8%) Sigma-Aldrich (Steinheim)
Ethidiumbromidlésung Promega GmbH (Mannheim)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
L-Glutathion (reduziert) Sigma-Aldrich (Steinheim)

Glycerol (86%) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]- Sigma-Aldrich (Steinheim)
ethansulfonsdure (HEPES)

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranposid (IPTG) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Kanamycinsulfat Sigma-Aldrich (Steinheim)

Leupeptin SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg)
Luria-Bertani (LB)-Medium (Luria/Miller) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (Steinheim)
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Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

Methanol

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)

Milchpulver

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)

Pefabloc Sigma-Aldrich (Steinheim)

Pepstatin A Sigma-Aldrich (Steinheim)
Proteaseinhibitorcocktail (cOmplete, EDTA-frei, | Roche (Mannheim)

Tabletten)

Salzséure (HCI, 37%) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
N, N, N N-Tetramethylethan-1, 2-diamin | SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg)
(TEMED)

Tris Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin-Hydrochlorid Sigma-Aldrich (Steinheim)

(TCEP)

Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Tween20 Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)

Reagenzien fur molekularbiologische Methoden

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix (je 10 mM)

New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.

M.)

Q5 Reaction Buffer (5x)

New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.

M)

T4 DNA Ligase

New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.

M.)

T4 DNA Ligase buffer (10x)

New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.

M.)

Taq DNA Ligase

New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.

M)

Taq DNA Polymerase

New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.

M)

ThermoPol Reaction buffer (10x)

New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.

M.)

Reagenzien fir die Kultivierung und Manipulation von Saugerzellen

Antibiotikum-Antimykotikum (100x)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, 1x)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Fetales Kalberserum (FCS)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

L-Glutamin (100x, 200 mM)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

0,5% Trypsin-EDTA (10x)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Reagenzien fur proteinbiochemische Methoden

Alexa Fluor 680 Streptavidin Konjugat (Katalognr.:
S$32358)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Immobilon-FL Transfer Membranes

Merck KGaA (Darmstadt)

Spectra/Por2 Membran MWCO 12-14000 Da

Spectrum Laboratories, Inc. (Frankfurt)

Reagenzien fur die Immunfluoreszenzfarbung

DAPI (Katalognr.: D9542)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Alexa Fluor 546 Phalloidin (Katalognr: A22283)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
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2.1.2. Proteaseinhibitoren

Zellulare Proteasen wurden durch Zugabe der in Tabelle 2 aufgefuhrten Proteaseinhibitoren
zu den jeweiligen Pufferlésungen inaktiviert. Dabei wurde entweder ein vorgefertigter Pro-
teaseinhibitormix (cOmplete, EDTA-frei) oder ein selbst hergestellter Proteaseinhibitormix

verwendet.

Tabelle 2: Verwendete Proteaseinhibitoren.

Proteaseinhibitoren Endkonzentration
Proteaseinhibitorcocktail (cOmplete, EDTA-frei, Tabletten) 1 Tablette auf 50 ml Pufferlésung
Proteaseinhibitormix bestehend aus:

Antipain (5 mg/ml) 5 pg/ml

Aprotinin (10 mg/ml) 10 pg/ml

Leupeptin (5 mg/ml) 0,5 pg/ml

Pefabloc (100 mg/ml) 200 pg/ml

Pepstatin A (0,7 mg/ml) 0,7 pg/ml

2.1.3. Gerate

Tabelle 3: Verwendete Laborgerate.

Verwendung | Geréate Hersteller

Elektrophorese | Power Supply EV261 PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen)

Mini-PROTEAN Tetra Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)

Mini  Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)

Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf AG (Hamburg)
Inkubatoren New Brunswick Scientific Inkuba- | Eppendorf AG (Hamburg)
tionsschdttler 126
Heracell 150i CO,-Inkubator Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
Mikroskope Axio Observer.Z1 Mikroskop mit | Carl Zeiss Jena GmbH (Jena)

Apotome

AXxio Imager.M1 Mikroskop

Carl Zeiss Jena GmbH (Jena)

EVOS XL Core Mikroskop
(Zellkultur)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Zellaufschluss

Ultraschallprozessor UP200S

Hielscher Ultrasonics GmbH (Teltow)

Zentrifugen

Optima TL 100 Ultrazentrifuge mit
TLA-100.2 Rotor

Beckman Coulter GmbH (Krefeld)

SORVALL RC-6 Superspeed-Zen-
trifuge mit SS-34 Festwinkelrotor

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Kihlbare Mikrozentrifuge 5417R

Eppendorf AG (Hamburg)

Allegra X-15R Zentrifuge

Beckman Coulter GmbH (Krefeld)
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2.1.4. Bakterienzellstamme und Zelllinie

Die in Tabelle 4 aufgefihrten Escherichia coli (E. coli)-Zellstdmme wurden flr die Isolation
von Plasmid-DNA (E. coli DHS5a) und fiir die rekombinante Genexpression von GST-

Fusionsproteinen (E. coli BL21 (DE3) Rosetta) verwendet.

Tabelle 4: Verwendete Bakterienzellstamme.

Bakterienzellstamm Genotyp Quelle

E. coli DH5a F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 | Thermo Fisher
recAl endAl hsdR17 (rK—-, mK+) phoA | Scientific
SUpE44 A—thi-1 gyrA96 relAl (Schwerte)

E. coli BL21 (DE3) Rosetta FompT hsdSg(rs" mg’) gal dcm (DE3) pRARE | Merck KGaA
(CamR®) (Darmstadt)

Die murine Fibroblastenzelllinie NIH 3T3 (Tab. 5) wurde fir alle aufgefiihrten Experimente

in S&ugerzellen verwendet.

Tabelle 5: Verwendete Zelllinie.

Zelllinie Beschreibung Quelle

NIH 3T3 Immortalisierte embryonale Maus- | G. Posern (Todaro & Green,
fibroblasten 1963)

2.1.5. Plasmide

2.1.5.1. Kauflich erworbene und existierende Plasmide
Die in Tabelle 6 aufgefiihrten Plasmide wurden als Basisvektoren fur Klonierungen sowie fur
die Expression der angegebenen Fusionsproteine und Luziferasereporter in Bakterien- und

Saugerzellen verwendet.

Tabelle 6: Verwendete kauflich erworbene/existierende Plasmide.

Plasmidname | Beschreibung Herkunft
pGEX-6P-1 Expressionsvektor, Generierung von N-terminalen | GE Healthcare Europe
GST-Fusionsproteinen in Bakterien GmbH (Freiburg)
pEGFP-C2 Expressionsvektor, Generierung von N-terminalen | Takara Bio  Europe
eGFP-Fusionsproteinen in Séugerzellen S.A.S. (Saint-Germain-
en-Laye, Frankreich)
pAcGFP1-C2 Expressionsvektor, Generierung von N-terminalen | Takara Bio  Europe
AcGFP1-Fusionsproteinen in Saugerzellen S.A.S. (Saint-Germain-
en-Laye, Frankreich)
PEF plink Modifizierter Expressionsvektor, Generierung von | G. Posern (Sotiropoulos
ungetaggten Proteinen in Sadugerzellen, auf pUC12- | et al., 1999)
Vektor basierend, mit EF 1o Enhancer/Promoter
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Plasmidname

Beschreibung

Herkunft

pEF-Flag-Aktin-
WT

Humanes Gesamtlangen-B-Aktin, Wildtyp, mit N-ter-
minalem Flag-Tag

G. Posern (Posern et al.,
2002)

pEF-Flag-Aktin-
R62D

Unpolymerisierende Mutante von humanem Gesamt-
langen-B-Aktin, mit N-terminalem Flag-Tag

G. Posern (Posern et al.,
2002)

PEF-Thymosin
B4

Murines Gesamtlangen-Thymosin 4, ohne Tag

G. Posern (Weissbach
& Schikora et al., 2016)

PEF-MRTF-A-
f.1-HA

Murines Gesamtldngen-MRTF-A, mit C-terminalem
HA-Tag

G. Posern (Miralles et
al., 2003)

pET4la(+)-3CA-
MRTF-A(2-261)

RPEL-Doméane von murinem MRTF-A (AS 2-261),
mit N-terminaler GST-Fusion und 3C-Protease-
Schnittstelle

G. Posern (Posern et al.,
2004)

pET41la(+)-3C 3C Protease, mit N-terminaler GST-Fusion N. Q. McDonald
pEF-myc-JIMY Murines Gesamtldngen-JMY, mit N-terminalem myc- | J. Wei3bach
Tag
pEGFP-C1- Murines Gesamtlangen-N-WASP, mit N-terminaler | T. Stradal
N-WASP eGFP-Fusion
pPEGFP-C1- Murines Gesamtlangen-WAVE2, mit N-terminaler | T. Stradal
WAVE2 eGFP-Fusion
pGEX-5X-1- Zweite WH2-Domane (B, AS 1209-1276) aus mu- | M. M. Kessels (Ahuja
Cobl-V(B) rinem Cobl, mit N-terminaler GST-Fusion et al., 2007)
pEGFP-C2- Zweite WH2-Domaéne (B, AS 1209-1276) aus mu- | M. M. Kessels (Ahuja
Cobl-V(B) rinem Cobl, mit N-terminaler eGFP-Fusion et al., 2007)
pCMV-Tag2B- Zweite WH2-Domane (B, AS 266-311) aus murinem | M. M. Kessels (Ahuja
Flag-GFP- Spire2, mit N-terminaler Flag-eGFP-Fusion et al., 2007)
Spire2-V(B)
pGEX-5X-1- Zweite WH2-Domaéne (B, AS 266-311) aus murinem | M. M. Kessels
Spire2-V(B) Spire2, mit N-terminaler GST-Fusion
p3D.A.-Luc SRF-Luziferase-Reporterplasmid, pGL3-basierter | G. Posern (Geneste et
Vektor mit dreifacher aus dem c-fos Promoter herge- | al., 2002; Posern et al.,
leiteten SRF-Bindestelle und einer Aktin (Typ 5) | 2002)
TATA Box aus Xenopus laevis, spezifische Rho-
Aktin-SRF-abhdngige  Expression  der  Firefly
Luziferase
pRL-TK Renilla Luziferase-Kontrollplasmid, Renilla reniformis | Promega GmbH
Luziferaseexpression unter Kontrolle des Herpes | (Mannheim)

Simplex Virus-Thymidinkinasepromoters

2.1.5.2. Generierte Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Plasmide (Tab. 7) wurden flr die Expression von

WH2-Fusionsproteinen in Bakterien- und Saugerzellen verwendet und nach Yamaguchi et al.
(2000), Cherau et al. (2005), Ahuja et al. (2007), Zuchero et al. (2009) sowie Weissbach &
Schikora et al. (2016) konzipiert. Der Sequenzvergleich mit der NCBI-Datenbank wurde mit
folgenden Zugangsnummern durchgefiihrt: N-WASP (Maus, AJ318416.1), WAVE2 (Maus,




AY135643.1), IMY (Maus, NM_021310.3), Cobl (Maus, NM_172496.3) und Spire2 (Maus,

NM_172287.2).
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Tabelle 7: In dieser Arbeit generierte Plasmide.

Plasmidname Beschreibung Vektor
pPGEX-6P-1 ohne MCS | Punktmutation der BamHI Schnittstelle (GGA TCC — | pGEX-6P-1
TGA TCC) zur Einflhrung eines vorzeitigen Stoppcodons
PGEX-6P-1-N-WASP- | Isolierte WH2-Domanen (AB, AS 388-458) aus murinem | pGEX-6P-1
VV(AB) N-WASP, mit N-terminaler GST-Fusion
pPGEX-6P-1-N-WASP- | C-terminale Domane aus murinem N-WASP bestehend | pGEX-6P-1
VV(AB)CA aus WH2-Domanen und CA-Region (AS 388-501), mit
N-terminaler GST-Fusion
pGEX-6P-1-WAVE2-V | Isolierte  WH2-Doméne (AS 417-463) aus murinem | pGEX-6P-1
WAVEZ2, mit N-terminaler GST-Fusion
pGEX-6P-1-WAVE2- C-terminale Doméne aus murinem WAVE?2 bestehend aus | pGEX-6P-1
VCA WH2-Domane und CA-Region (AS 417-497), mit N-ter-
minaler GST-Fusion
pGEX-6P-1-JMY-V(A) | Erste WH2-Doméne (A, AS 846-882) aus murinem JMY, | pGEX-6P-1
durch zusatzlichen 5xGlycin-Serin-Linker separiert von
N-terminaler GST-Fusion
pGEX-6P-1-JIMY-V(B) | Zweite WH2-Doméne (B, AS 877-912) aus murinem | pGEX-6P-1
JMY, durch zuséatzlichen 5xGlycin-Serin-Linker separiert
von N-terminaler GST-Fusion
pGEX-6P-1-JMY-V(C) | Dritte WH2-Domadne (C, AS 908-944) aus murinem JMY, | pGEX-6P-1
durch zusatzlichen 5xGlycin-Serin-Linker separiert von
N-terminaler GST-Fusion
pGEX-6P-1-JMY- Erste und zweite WH2-Doméne (AB, AS 846-912) aus | pGEX-6P-1
VV(AB) murinem JMY, durch zusétzlichen 5xGlycin-Serin-Linker
separiert von N-terminaler GST-Fusion
pGEX-6P-1-JMY- Zweite und dritte WH2-Doméne (BC, AS 877-944) aus | pGEX-6P-1
VV(BC) murinem JMY, durch zusétzlichen 5xGlycin-Serin-Linker
separiert von N-terminaler GST-Fusion
pGEX-6P-1-JMY - Isolierte WH2-Region aus murinem JMY bestehend aus | pGEX-6P-1
VVV(ABC) drei WH2-Domanen (ABC, AS 846-944), durch zu-
sétzlichen 5xGlycin-Serin-Linker separiert von N-ter-
minaler GST-Fusion
pGEX-6P-1-JIMY - C-terminale Domdne aus murinem JMY bestehend aus | pGEX-6P-1
VVV(ABC)CA drei WH2-Doménen und CA-Region (AS 846-983), durch
zusétzlichen 5xGlycin-Serin-Linker separiert von N-ter-
minaler GST-Fusion
pPEGFP-C2-N-WASP- Isolierte WH2-Domanen (AB, AS 388-458) aus murinem | pEGFP-C2
VV(AB) N-WASP, mit N-terminaler eGFP-Fusion
pEGFP-C2-N-WASP- Isolierte WH2-Domanen (AB, AS 388-458) aus murinem | pEGFP-C2

NLS-VV(AB)

N-WASP, mit N-terminaler eGFP-Fusion und nukledrem
Lokalisationssignal
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Plasmidname Beschreibung Vektor
PEGFP-C2-N-WASP- C-terminale Domane aus murinem N-WASP bestehend | pEGFP-C2
VV(AB)CA aus WH2-Domadnen und CA-Region (AS 388-501), mit
N-terminaler eGFP-Fusion
PEGFP-C2-N-WASP- C-terminale Domane aus murinem N-WASP bestehend | pEGFP-C2
NLS-VV(AB)CA aus WH2-Domanen und CA-Region (AS 388-501), mit
N-terminaler eGFP-Fusion und nukledrem Lokalisations-
signal
PEGFP-C2-WAVE2-V | Isolierte WH2-Doméane (AS 417-463) aus murinem | pEGFP-C2
WAVE2, mit N-terminaler eGFP-Fusion
PEGFP-C2-WAVE2- Isolierte  WH2-Doméane (AS 417-463) aus murinem | pEGFP-C2
NLS-V WAVE?2, mit N-terminaler eGFP-Fusion und nukledrem
Lokalisationssignal
PEGFP-C2-WAVE2- C-terminale Domane aus murinem WAVE2 bestehend aus | pEGFP-C2
VCA WH2-Domane und CA-Region (AS 417-497), mit N-ter-
minaler eGFP-Fusion
PEGFP-C2-WAVE2- C-terminale Domane aus murinem WAVE2 bestehend aus | pEGFP-C2
NLS-VCA WH2-Domane und CA-Region (AS 417-497), mit N-ter-
minaler eGFP-Fusion und nukledrem Lokalisationssignal
PEGFP-C2-Cobl-NLS- | Zweite WH2-Doméne (B, AS 1209-1276) aus murinem | pEGFP-C2
V(B) Cobl, mit N-terminaler eGFP-Fusion und nukledrem
Lokalisationssignal
pCMV-Tag2B-Flag- Zweite WH2-Doméane (B, AS 266-311) aus murinem | pCMV-
GFP-Spire2-NLS-V(B) | Spire2, mit N-terminaler Flag-eGFP-Fusion und nu- | Tag2B-Flag-
kledrem Lokalisationssignal GFP
PEGFP-C2-JMY-V(A) | Erste WH2-Doméne (A, AS 846-882) aus murinem JMY, | pEGFP-C2
durch zusatzlichen 5xGlycin-Serin-Linker separiert von
N-terminaler eGFP-Fusion
pEGFP-C2-JMY-V(B) | Zweite WH2-Doméne (B, AS 877-912) aus murinem | pEGFP-C2
JMY, durch zusatzlichen 5xGlycin-Serin-Linker separiert
von N-terminaler eGFP-Fusion
pEGFP-C2-JMY-V(C) | Dritte WH2-Domane (C, AS 908-944) aus murinem JMY, | pEGFP-C2
durch zusatzlichen 5xGlycin-Serin-Linker separiert von
N-terminaler eGFP-Fusion
pEGFP-C2-JMY - Erste und zweite WH2-Doméne (AB, AS 846-912) aus | pEGFP-C2
VV(AB) murinem JMY, durch zusétzlichen 5xGlycin-Serin-Linker
separiert von N-terminaler eGFP-Fusion
pEGFP-C2-JMY - Zweite und dritte WH2-Doméne (BC, AS 877-944) aus | pEGFP-C2
VV(BC) murinem JMY, durch zusétzlichen 5xGlycin-Serin-Linker
separiert von N-terminaler eGFP-Fusion
pPEGFP-C2-JMY- Isolierte WH2-Region aus murinem JMY bestehend aus | pEGFP-C2
VVV(ABC) drei WH2-Domdnen (ABC, AS 846-944), durch zusatz-
lichen 5xGlycin-Serin-Linker separiert von N-terminaler
eGFP-Fusion
pEGFP-C2-JMY - C-terminale Doméne aus murinem JMY bestehend aus | pEGFP-C2

VVV(ABC)CA

drei WH2-Doménen und CA-Region (AS 846-983), durch
zusétzlichen 5xGlycin-Serin-Linker separiert von N-ter-
minaler eGFP-Fusion
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Plasmidname Beschreibung Vektor
pAcGFP1-C2- Isolierte WH2-Domanen (AB, AS 388-458) aus murinem | pAcGFP1-C2
N-WASP-VV(AB) N-WASP, mit N-terminaler AcGFP1-Fusion
pAcGFP1-C2- Isolierte WH2-Domanen (AB, AS 388-458) aus murinem | pAcGFP1-C2
N-WASP-NLS- N-WASP, mit N-terminaler AcGFP1-Fusion und nu-
VV(AB) kledrem Lokalisationssignal
pAcGFP1-C2- C-terminale Domane aus murinem N-WASP bestehend | pAcGFP1-C2
N-WASP-VV(AB)CA | aus WH2-Doménen und CA-Region (AS 388-501), mit

N-terminaler AcGFP1-Fusion
pAcGFP1-C2- C-terminale Domane aus murinem N-WASP bestehend | pAcGFP1-C2
N-WASP-NLS- aus WH2-Domanen und CA-Region (AS 388-501), mit
VV(AB)CA N-terminaler AcGFP1-Fusion und nukledrem Lokali-

sationssignal
PAcCGFP1-C2-WAVE2- | Isolierte WH2-Domane (AS 417-463) aus murinem | pAcGFP1-C2
Vv WAVEZ2, mit N-terminaler AcGFP1-Fusion
PACGFP1-C2-WAVEZ2- | Isolierte  WH2-Domédne (AS 417-463) aus murinem | pAcCGFP1-C2
NLS-V WAVE2, mit N-terminaler AcGFP1-Fusion und nu-

kledrem Lokalisationssignal
pAcGFP1-C2-WAVEZ2- | C-terminale Doméne aus murinem WAVE?2 bestehend aus | pACGFP1-C2
VCA WH2-Domane und CA-Region (AS 417-497), mit N-ter-

minaler AcGFP1-Fusion
pACcGFP1-C2-WAVEZ2- | C-terminale Doméne aus murinem WAVE?2 bestehend aus | pACGFP1-C2
NLS-VCA WH2-Domane und CA-Region (AS 417-497), mit N-ter-

minaler AcGFP1-Fusion und nukledrem Lokalisations-

signal
pAcGFP1-C2-Cobl- Zweite WH2-Doméne (B, AS 1209-1276) aus murinem | pAcGFP1-C2
V(B) Cobl, mit N-terminaler AcGFP1-Fusion
pAcGFP1-C2-Cobl- Zweite WH2-Doméne (B, AS 1209-1276) aus murinem | pAcGFP1-C2
NLS-V(B) Cobl, mit N-terminaler AcGFP1-Fusion und nukledrem

Lokalisationssignal
pPAcGFP1-C2-Spire2- Zweite WH2-Doméne (B, AS 266-311) aus murinem | pAcGFP1-C2
V(B) Spire2, mit N-terminaler AcGFP1-Fusion
pAcGFP1-C2-Spire2- Zweite WH2-Doméne (B, AS 266-311) aus murinem | pAcCGFP1-C2

NLS-V(B)

Spire2, mit N-terminaler AcGFP1-Fusion und nukledrem
Lokalisationssignal

2.1.6. Primer

Die in Tabelle 8 bis Tabelle 10 aufgefiihrten Oligonukleotide wurden durch die Firma

Eurofins Genomics (Ebersberg) hergestellt.

2.1.6.1. Klonierungsprimer

Die in Tabelle 8 aufgefuihrten Oligonukleotidprimer wurden fir die Klonierung der in dieser

Arbeit generierten Plasmide verwendet. Die zugehorigen Sequenzen der Restriktionsenzyme

wurden unterstrichen.




Tabelle 8: Verwendete Primer fur Klonierungen.
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Plasmid Name Sequenz (5¢ — 39) Enzym
pGEX-6P-1 | StoppMCS.pGEX GTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGTGATCCC | -
ohne MCS CGGAATTCCCGGGTCGA
pGEX-6P-1- NWASP.V.FW.EcoRI CGCGGAATTCCCTTCTGATGGTGACCAT | EcoRlI
N-WASP- CAA
VV(AB) NWASP.V.RevNot ATATGCGGCCGCTTATGCGGGTGTTGGT | Notl
GGTGTGGA
pGEX-6P-1- NWASP.V.FW.EcoRlI CGCGGAATTCCCTTCTGATGGTGACCAT | EcoRlI
N-WASP- CAA
VV(AB)CA NWASP.VCA.RevNot ATATGCGGCCGCTCAGTCTTCCCACTCA | Notl
TCATCATC
pGEX-6P-1- WAVE2.V.FW.EcoRI CGCGGAATTCCCACCACCTTCTGAGGC EcoRlI
WAVE2-V CACC
WAVE2.V.RevNot ATATGCGGCCGCTTACACATCACGCTTC | Notl
TCTTGCTC
pGEX-6P-1- WAVE2.V.FW.EcoRI CGCGGAATTCCCACCACCTTCTGAGGC EcoRlI
WAVE2-VCA CACC
WAVE2.VCA .RevNot ATATGCGGCCGCTTAATCCGACCAGTC Notl
GTCTTCATC
pGEX-6P-1- J.A.EcORL.LFW ATATGAATTCGGTAGCGGTAGCGGTAG | EcoRl
JMY-V(A) CGGTAGCGGTAGCATCCCAAAGTCGGC
CAGTGCCCCC
J.A.Notl.Rev ATATGCGGCCGCTCACACTCTCCTCCTC | Notl
TGCAGCCCTTCCAC
pGEX-6P-1- | J.B.ECORL.FW ATATGAATTCGGTAGCGGTAGCGGTAG | EcoRl
JMY-V(B) CGGTAGCGGTAGCCTGCAGAGGAGGAG
AGTGAGTTCA
J.B.Notl.Rev ATATGCGGCCGCTCAAGGAAAAGGAGG | Notl
CAGAGTCCGCTGTTC
pGEX-6P-1- J.C.EcoRI.FW ATATGAATTCGGTAGCGGTAGCGGTAG | EcoRl
JMY-V(C) CGGTAGCGGTAGCCTGCCTCCTTTTCCT
GATGAAGAT
J.C.Notl.Rev ATATGCGGCCGCTCAAAGTGTGAAGGA | Notl
TTCTCTCAAAACTTC
pGEX-6P-1- J.A.EcORI.LFW ATATGAATTCGGTAGCGGTAGCGGTAG | EcoRl
JMY-VV(AB) CGGTAGCGGTAGCATCCCAAAGTCGGC
CAGTGCCCCC
J.B.Notl.Rev ATATGCGGCCGCTCAAGGAAAAGGAGG | Notl
CAGAGTCCGCTGTTC
pPGEX-6P-1- | J.B.ECORL.FW ATATGAATTCGGTAGCGGTAGCGGTAG | EcoRlI
JMY-VV(BC) CGGTAGCGGTAGCCTGCAGAGGAGGAG
AGTGAGTTCA
J.C.Notl.Rev ATATGCGGCCGCTCAAAGTGTGAAGGA | Notl

TTCTCTCAAAACTTC
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Plasmid Name Sequenz (5 — 39) Enzym
pGEX-6P-1- J.A.EcoRI.LFW ATATGAATTCGGTAGCGGTAGCGGTAG | EcoRl
JMY- CGGTAGCGGTAGCATCCCAAAGTCGGC
VVV(ABC) CAGTGCCCCC
J.C.Notl.Rev ATATGCGGCCGCTCAAAGTGTGAAGGA | Notl
TTCTCTCAAAACTTC
pGEX-6P-1- J.A.EcoRI.LFW ATATGAATTCGGTAGCGGTAGCGGTAG | EcoRl
JMY - CGGTAGCGGTAGCATCCCAAAGTCGGC
VVV(ABC)C CAGTGCCCCC
A J.VCA.Notl.Rev ATATGCGGCCGCCTAGTTCTCCCAGTCT | Notl
GTGCACGGCAA
PEGFP-C2-N- | V.WASP.FW.Xho CGCGCTCGAGCCCTTCTGATGGTGACC Xhol
WASP- ATCAA
VV(AB) V.WASP.RevSal CGCGGTCGACTTATGCGGGTGTTGGTG Sall
GTGTGGA
PEGFP-C2-N- | NLSV_VCAWASP.FW | ATATCTCGAGCCCGCCTAAGAAAAAGC | Xhol
WASP-NLS- GGAAGGTGCCTTCTGATGGTGAC
VV(AB) V.WASP.RevSal CGCGGTCGACTTATGCGGGTGTTGGTG Sall
GTGTGGA
PEGFP-C2-N- | V.WASP.FW.Xho CGCGCTCGAGCCCTTCTGATGGTGACC Xhol
WASP- ATCAA
VV(AB)CA VCA.WASP.RevSal CGCGGTCGACTCAGTCTTCCCACTCATC | sall
ATCATC
PEGFP-C2-N- | NLSV_VCAWASP.FW | ATATCTCGAGCCCGCCTAAGAAAAAGC | Xhol
WASP-NLS- GGAAGGTGCCTTCTGATGGTGAC
VV(AB)CA VCA.WASP.RevSal CGCGGTCGACTCAGTCTTCCCACTCATC | Sall
ATCATC
pEGFP-C2- V.WAVE.FW.Xho ATATCTCGAGCCCACCACCTTCTGAGGC | Xhol
WAVE2-V CACC
V.WAVE.RevSal CGCGGTCGACTTACACATCACGCTTCTC | Sall
TTGCTC
pEGFP-C2- NLSV_VCAWAVE.FW | ATATCTCGAGCCCGCCTAAGAAAAAGC | Xhol
WAVE2- GGAAGGTGCCACCACCTTCTGAG
NLS-V V.WAVE.RevSal CGCGGTCGACTTACACATCACGCTTCTC | Sall
TTGCTC
pEGFP-C2- V.WAVE.FW.Xho ATATCTCGAGCCCACCACCTTCTGAGGC | Xhol
WAVE2-VCA CACC
VCA.WAVE.RevSal CGCGGTCGACTTAATCCGACCAGTCGT Sall
CTTCATC
pEGFP-C2- NLSV_VCAWAVE.FW | ATATCTCGAGCCCGCCTAAGAAAAAGC | Xhol
WAVE2- GGAAGGTGCCACCACCTTCTGAG
NLS-VCA VCA.WAVE.RevSal CGCGGTCGACTTAATCCGACCAGTCGT | sall
CTTCATC
pPEGFP-C2- NLS.Cobl_FW ATATGAATTCCCGCCTAAGAAAAAGCG | EcoRl
Cobl-NLS- GAAGGTGGCAGAACTGACGTCA
V(B) NLS-Cobl_Rev CGCGGTCGACAAGGCCAAGGTCTTCTT | Sall

GCTG
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Plasmid Name Sequenz (5 — 39) Enzym
pCMV- NLS.Spire_FW ATATGAATTCCCGCCTAAGAAAAAGCG | EcoRl
Tag2B-Flag- GAAGGTGCAGGAGAAGGAGTTC
GFP-Spire2- NLS.Spire_Rev CGCGCTCGAGTCACTTCTTCACCCTGGG | Xhol
NLS-V(B) AGGGAT
pEGFP-C2- J.A.Xho.FW ATATCTCGAGCGGTAGCGGTAGCGGTA | Xhol
JMY-V(A) GCGGTAGCGGTAGCATCCCAAAGTCGG
CCAGTGCcCcCcCC
J.A.Sall.Rev CGCGGTCGACTTACACTCTCCTCCTCTG | Sall
CAGCCCTTCCAC
pEGFP-C2- J.B.Xho.FW ATATCTCGAGCGGTAGCGGTAGCGGTA | Xhol
JMY-V(B) GCGGTAGCGGTAGCCTGCAGAGGAGGA
GAGTGAGTTCA
J.B.Sall.Rev CGCGGTCGACTTAAGGAAAAGGAGGCA | sall
GAGTCCGCTGTTC
pEGFP-C2- J.C.Xho.FW ATATCTCGAGCGGTAGCGGTAGCGGTA | Xhol
JMY-V(C) GCGGTAGCGGTAGCCTGCCTCCTTTTCC
TGATGAAGAT
J.C.Sall.Rev CGCGGTCGACTTAAAGTGTGAAGGATT | Sall
CTCTCAAAACTTC
pEGFP-C2- J.A.Xho.FW ATATCTCGAGCGGTAGCGGTAGCGGTA | Xhol
JMY-VV(AB) GCGGTAGCGGTAGCATCCCAAAGTCGG
CCAGTGCCCcCcC
J.B.Sall.Rev CGCGGTCGACTTAAGGAAAAGGAGGCA | Sall
GAGTCCGCTGTTC
pEGFP-C2- J.B.Xho.FW ATATCTCGAGCGGTAGCGGTAGCGGTA | Xhol
JMY-VV(BC) GCGGTAGCGGTAGCCTGCAGAGGAGGA
GAGTGAGTTCA
J.C.Sall.Rev CGCGGTCGACTTAAAGTGTGAAGGATT | Sall
CTCTCAAAACTTC
pEGFP-C2- J.A.Xho.FW ATATCTCGAGCGGTAGCGGTAGCGGTA | Xhol
JMY - GCGGTAGCGGTAGCATCCCAAAGTCGG
VVV(ABC) CCAGTGCCCCC
J.C.Sall.Rev CGCGGTCGACTTAAAGTGTGAAGGATT | Sall
CTCTCAAAACTTC
pEGFP-C2- J.A. Xho.FW ATATCTCGAGCGGTAGCGGTAGCGGTA | Xhol
JMY - GCGGTAGCGGTAGCATCCCAAAGTCGG
VVV(ABC)C CCAGTGCCCCC
A J.VCA.Sall.Rev CGCGGTCGACCTAGTTCTCCCAGTCTGT | Sall
GCACGGCAA
PACGFP1-C2- | WH2Spire.Hind.F CGCGAAGCTTCCAGGAGAAGGAGTTCA | Hindlll
Spire2-V(B) ACCCA
WH2Spire.Sal.R CGCGGTCGACTCACTTCTTCACCCTGGG | Sall
AGGGAT
pACGFP1-C2- | NLSWH2Spire.F ATATAAGCTTCCCGCCTAAGAAAAAGC | Hindlll
Spire2-NLS- GGAAGGTGCAGGAGAAGGAGTTC
V(B) WH2Spire.Sal.R CGCGGTCGACTCACTTCTTCACCCTGGG | Sall

AGGGAT
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2.1.6.2. Primer fur DNA-Sequenzierungen

Die Sequenzierung (2.2.2.8) der generierten Plasmid-DNA erfolgte

dargestellten Primern.

Tabelle 9: Verwendete Primer fiir die DNA-Sequenzierung.

Materialien und Methoden

mit den in Tabelle 9

Vektor Name Sequenz (5¢ — 3¢) Herkunft

PEGFP-C2 | DS.pEGFP.C2.seq | CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG D. Shaposhnikov (#62)
Insertspezifisch Insertspezifischer Rickwartsprimer s. Tabelle 8

pGEX-6P-1 | pGEX GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG | GE Healthcare Europe
5‘SeqPrimer GmbH (Freiburg)
pGEX CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG
3‘SeqPrimer

pAcGFP1- | pEGFPN1for GTCGTAACAACTCCGCCC Eurofins Genomics

c2 pEGFPClrev CATTTTATGTTTCAGGTTCAGGG | (Ebersberg)

2.1.6.3. Primer f

ur die gPCR

Fur die mittels gPCR durchgefiihrte Analyse der relativen Genexpression wurden die in

Tabelle 10 aufgeflihrten Oligonukleotide verwendet.

Tabelle 10: Verwendete Primer fur die qPCR.

Amplikon Name Sequenz (5 — 39) Herkunft
ALAS1 (Maus) | ALAS mus for CTCCTCGAACCCTGTCCAC F. Pohl (#70)
ALAS mus rev GCCATCTGGGACTCGTCAG F. Pohl (#71)
HPRT (Maus) ADM1.HPRT for TCAGTCAACGGGGGACATAAA | F. Pohl (#67)
ADM1.HPRT.rev | GGGGCTGTACTGCTTAACCAG | F. Pohl (#66)
Acta2 (Maus) ADM1.SMA2.FW | GGGAGTAATGGTTGGAATGG A. Descot (#105)
ADM1.SMA2.Rev | CAGTGTCGGATGCTCTTCAG A. Descot (#106)
2.1.7. Antikorper

2.1.7.1. Primare

Antikorper

Die in Tabelle 11 aufgefiihrten priméren Antikdrper wurden fir die Immundetektion von

Proteinen mittels Western Blot-Analyse (WB, 2.2.5.4) oder Immunfluoreszenzfarbung (IF,

2.2.6) verwendet.

Tabelle 11: Verwendete priméare Antikorper.

Primare Spezies Verwendung Katalog- | Hersteller
Antikdrper nummer
Anti-p-Aktin Maus, Monoklonal, Klon | WB: 1:1000 A5441 Sigma-Aldrich
AC-15 (Steinheim)
Anti-Flag Kaninchen, Polyklonal WAB: 1:2000 F7425 Sigma-Aldrich
(Steinheim)
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Primére Spezies Verwendung Katalog- | Hersteller
Antikdrper nummer
Anti-GFP Kaninchen, Polyklonal WAB: 1:1000 G1544 Sigma-Aldrich
(Steinheim)
Anti-GST Kaninchen, Polyklonal WAB: 1:1000-1:2000 | G7781 Sigma-Aldrich
(Steinheim)
Anti-HA Kaninchen, Polyklonal WAB: 1:1000 H6908 Sigma-Aldrich
(Steinheim)
Anti-MRTF Kaninchenantiserum, IF: 1:1000 - Hausgemacht
Polyklonal (Descot et al.,
2009)
Anti-MRTF-A Ziege, Polyklonal IF: 1:100 sc-21558 | Santa Cruz
(C-19) Biotechnology
Inc. (Heidelberg)
Anti-MRTF-A Maus, Monoklonal, Klon | WB: 1:500-1:1000 | - Hausgemacht
1A11 (Busche et al.,
2010)
Anti-a-Tubulin Maus, Monoklonal, Klon | WB: 1:1000-1:2000 | T9026 Sigma-Aldrich
DM1A (Steinheim)

2.1.7.2. Sekundéare Antikorper
Fur die Durchfiihrung der Western Blot-Analyse (WB, 2.2.5.4) oder Immunfluoreszenz-

farbung (IF, 2.2.6) wurden die in Tabelle 12 aufgelisteten sekundaren Antikorper verwendet.

Tabelle 12: Verwendete sekundére Antikorper.

Sekundére Antikdrper Spezies Verwendung | Katalog- | Hersteller
nummer
Anti-Ziege 19gG (H+L)-Cy3- | Esel, IF: 1:200 705-165- Dianova  GmbH
Konjugat Polyklonal 147 (Hamburg)
Anti-Kaninchen 1gG (H+L)- | Ziege, IF: 1:200 A-11010 Thermo Fisher
Alexa Fluor 546 Konjugat Polyklonal Scientific
(Schwerte)
Anti-Maus 1gG (H+L)-IRDye | Ziege, WB: 1:15.000 | 926-32210 | LI-COR
800CW-Konjugat Polyklonal Biosciences GmbH
(Bad Homburg)
Anti-Kaninchen 1gG (H+L)- | Ziege, WB: 1:15.000 | 926-32211 | LI-COR
IRDye 800CW-Konjugat Polyklonal Biosciences GmbH
(Bad Homburg)
Anti-Maus 1gG (H+L)-IRDye | Ziege, WB: 1:15.000 | 926-68070 | LI-COR
680RD-Konjugat Polyklonal Biosciences GmbH
(Bad Homburg)
Anti-Kaninchen 1gG (H+L)- | Ziege, WB: 1:15.000 | 926-68071 | LI-COR
IRDye 680RD-Konjugat Polyklonal Biosciences GmbH
(Bad Homburg)
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2.1.8. Software
Die in Tabelle 13 aufgefuhrte Software wurde fir die Aufnahme und Auswertung von Daten

verwendet.

Tabelle 13: Verwendete Software.

Software Herkunft

Adobe Photoshop CS6 Extended, Version 13.0.1 Adobe Systems GmbH (Miinchen)
AxioVision Rel. 4.8.1 Carl Zeiss Jena GmbH (Jena)

GloMax Software, Version 1.9.2 Promega GmbH (Mannheim)

Image Studio Software fir Odyssey CLx, Version 3.1 | LI-COR Biosciences GmbH (Bad Homburg)
Light Cycler 480 Software, Version 1.5.0 SP4 Roche (Mannheim)

Microsoft Office 2010 (Word, Powerpoint, Excel) Microsoft Deutschland GmbH (Munchen)
NanoDrop 2000c, Version 1.6.198 Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
SnapGene, Version 2.8.3 GSL Biotech LLC (Chicago, IL, USA)

2.2. Methoden

2.2.1. Mikrobiologische Methoden

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden in Anlehnung an Sambrook et al. (1989) durch-
gefiihrt. Die Bakterienzellstimme (Tab. 4) wurden in LB-Medium oder auf LB-Agarplatten
kultiviert. Alle bendtigten Medien wurden vor der Verwendung bei 121 °C autoklaviert. Die
Selektion erfolgte durch Zugabe der entsprechenden Antibiotika in einer Endkonzentration

von 100 pg/ml (Ampicillin), 34 pg/ml (Chloramphenicol) und 30 pg/ml (Kanamycin).

Luria-Bertani (LB)-Medium: 1% (w/v) NaCl; 1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; Anti-
biotikum
LB-Agarplatten: 1,5% (w/v) Agar-Agar in LB-Medium; Antibiotikum

2.2.1.1. Transformation von chemisch-kompetenten Bakterienzellen

Ein Aliquot (50 pl) chemisch-kompetenter E. coli-Zellen wurde zunéchst auf Eis aufgetaut,
mit Plasmid-DNA oder dem Ligationsansatz versetzt und ftr 30 min auf Eis inkubiert. Die
Transformation erfolgte mit Hilfe eines Hitzeschocks fiir 45 s bei 42 °C. Nach Abkiihlung des
Reaktionsansatzes fir 2 min auf Eis wurde 500 pl vorgewarmtes LB-Medium zugegeben und
der Ansatz fur 1-1,5 h bei 600 rpm und 37 °C schittelnd inkubiert. 100 pl des Transfor-
mationsansatzes wurden auf LB-Agarplatten ausgestrichen und ber Nacht bei 37 °C durch

Zugabe der jeweiligen Antibiotika selektiert.
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2.2.1.2. Rekombinante Genexpression

Fur die Expression von GST-Fusionsproteinen wurde nach Transformation der ent-
sprechenden Plasmid-DNA in E. coli BL21 (DE3) Rosetta-Zellen (2.2.1.1) eine 5 ml Vor-
kultur mit einer Einzelkolonie beimpft und fur 16 h bei 37 °C schittelnd inkubiert. Eine
500 ml Hauptkultur wurde im Anschluss mit der Vorkultur versetzt und bis zu einer ODegoo nm
von 0,6-0,8 bei 180 rpm und 37 °C kultiviert. Die Induktion der rekombinanten Gen-
expression erfolgte durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 0,1-1 mM. Fir die
Expression von GST-MRTF-A(2-261), GST-3C sowie der GST-JIMY-V/VVVCA-Fusions-
proteine wurde die Inkubationstemperatur auf 25 °C gesenkt. Die Zellernte erfolgte nach
4 Stunden durch Zentrifugation fur 15 min bei 3200 x g und 4 °C. Fir die Expression der
GST-3C Protease wurde eine Induktionsdauer von 24 h gewahlt. Bis zur weiteren Ver-

wendung wurden die Zellpellets bei -80 °C gelagert.
2.2.2. Nukleinsauretechniken

Alle hier aufgefiihrten molekularbiologischen Standardmethoden fur die Analyse, Modi-
fikation und Klonierung von Nukleinsauren wurden in Anlehnung an Sambrook et al. (1989)
durchgefunhrt.

2.2.2.1. Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der spezifischen Amplifikation von DNA-
Sequenzen, welche in mehrfachen Zyklen durch Denaturierung der DNA, Hybridisierung (an-
nealing) der Primer sowie anschlieRender DNA Polymerase-abhangiger Primerverlangerung
(extension) generiert werden (Mullis et al., 1986). Die PCR wurde in 50 pl Ansétzen ent-
sprechend den Herstellerangaben mit Hilfe der Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New
England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.) durchgefuhrt. Die Reaktion erfolgte in einem
Thermocycler T3000 (Biometra GmbH, Gattingen) unter Verwendung des in Tabelle 14 dar-
gestellten PCR-Programms.

Tabelle 14: PCR-Programm fur die DNA-Amplifikation mit Hilfe der Q5 High-Fidelity DNA Polymerase.

Zyklus | Schritt Temperatur Dauer

1 Initiale Denaturierung 98 °C 30s

35 Denaturierung 98 °C 10s
Primerhybridisierung (annealing) variabel 20s
Verlangerung (extension) 72°C variabel

1 Finale Verlangerung (extension) 72°C 2 min
Ende 4°C 0
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Die annealing-Temperatur und die Dauer der extension wurden an die eingesetzten
Klonierungsprimer (Tab. 8) sowie an die Lange der zu generierenden DNA-Sequenzen an-
gepasst. Die Grolie und Reinheit der PCR-Produkte wurde mittels Agarosegel-Elektrophorese
Uberprift (2.2.2.2).

2.2.2.2. Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese wurde fir die Auftrennung, Identifizierung und Isolierung
von DNA-Fragmenten verwendet. Fur die Herstellung der Agarosegele wurde 1% (w/v)
Agarose in 1x TBE-Puffer durch Erhitzen gel6st und Ethidiumbromid nach Abkuhlung der
Losung in einer Endkonzentration von 0,2 pg/ml zugesetzt. Die DNA-Proben wurden mit 6x
DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, Schwerte) versetzt, auf das auspolymerisierte
Gel aufgetragen und in 1x TBE-Puffer bei 90-120 V fiir 30-60 min elektrophoretisch auf-
getrennt. Als GroRenstandard dienten der GeneRuler 100 bp und 1 kb DNA ladder (Thermo
Fisher Scientific, Schwerte). Die Aufnahme der Gele erfolgte unter UV-Licht an einem GEL

Stick Touch Geldokumentationsgerét (Intas Science Imaging Instruments GmbH, Géttingen).

TBE-Puffer (1x): 90 mM Tris/HCI pH 8,0; 3 mM EDTA; 90 mM Borsaure

2.2.2.3. DNA-Extraktion

Aufgetrennte DNA-Fragmente korrekter GrolRe wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten
und die DNA mit Hilfe des MinElute Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) nach Hersteller-
angaben extrahiert. Die DNA wurde in einem Gesamtvolumen von 10 pl ddH20 eluiert.

2.2.2.4. Restriktionsverdau

Die Restriktion von PCR-Produkten und Plasmid-DNA wurde mit den spezifischen
Restriktionsenzymen (siehe auch Tab. 8, New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Reaktionsansatze wurden in einem Gesamtvolumen von
30 pl fir mindestens 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend wie bereits beschrieben
mittels Agarosegel-Elektrophorese (2.2.2.2) und DNA-Extraktion (2.2.2.3) gereinigt.

2.2.2.5. Ligation

Die Ligation geschnittener DNA-Fragmente (2.2.2.4) wurde in einem Gesamtvolumen von
10 pl bestehend aus 1 ul T4 DNA Ligase buffer, 0,5 pul T4 DNA Ligase, 2 ul PCR-Produkt,
6 ul Vektor und 0,5 pl ddH20 durchgefuhrt. Die Reaktionsansdtze wurden bei Raum-
temperatur fur 4 h oder bei 16 °C uber Nacht inkubiert und nachfolgend in chemisch-

kompetente E. coli DH5a-Zellen transformiert (2.2.1.1).
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2.2.2.6. Plasmidisolation

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus transformierten E. coli DH5a-Zellen erfolgte mit Hilfe
des QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. Fir die Pra-
paration wurde eine 5 ml Ubernachtkultur eingesetzt. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte
in 30 pl ddH20. Fur Transfektionen und den Erhalt der Plasmide wurden héhere Mengen
DNA mit dem QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerprotokoll ge-
neriert. Die Plasmid-DNA wurde in 200 pl ddH20O eluiert.

2.2.2.7. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinséduren wurde mit einem NanoDrop 2000c Spektralphotometer
(Thermo Fisher Scientific, Schwerte) durch Absorptionsmessung bei 260 nm bestimmt. Dabei
entspricht eine Absorption von 1 bei dieser Wellenlénge einer doppelstrangigen DNA-Kon-

zentration von 50 ng/pl bzw. einer RNA-Konzentration von 40 ng/pl.

2.2.2.8. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg)
durchgefuhrt. Fur die Analyse wurden 100 ng DNA und die in Tabelle 9 aufgefuhrten
Sequenzierungsprimer eingesetzt. Die Sequenzauswertung erfolgte mit Hilfe des Programms

SnapGene.

2.2.2.9. Single Oligonucleotide Mutagenesis and Cloning Approach (SOMA)

Mit Hilfe des Single Oligonucleotide Mutagenesis and Cloning Approach (SOMA) kdnnen
Punktmutationen, aber auch gréRere Insertionen oder Deletionen durch den Einsatz eines
einzelnen Mutageneseprimers in Plasmid-DNA eingebracht werden (Pfirrmann et al., 2013).
Der in Tabelle 8 aufgefuhrte Mutageneseprimer wurde durch die Firma Eurofins Genomics
am 5°-Ende phosphoryliert. Abweichend zu dem von Pfirmann et al. (2013) beschriebenen
Verfahren wurde die PCR mit einer Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England
Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.) und 0,2 uM phosphoryliertem Mutageneseprimer durch-
gefiihrt. Das angepasste PCR-Programm ist in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15: PCR-Programm fiir die Mutagenese von Plasmid-DNA mittels SOMA.

ZykKlus | Schritt Temperatur Dauer

1 Denaturierung 98 °C 1 min

30 Denaturierung 98 °C 1 min
Primerhybridisierung (annealing) 55 °C 1 min
Verlangerung (extension) und Ligation 72°C 4 min
Ende 4°C 0

38



Materialien und Methoden

Nach Dpnl-Verdau der methylierten template-DNA fur 4 h bei 37 °C erfolgte die Reinigung
des PCR-Ansatzes mit Hilfe des MinElute PCR Purification Kits (Qiagen, Hilden). Die DNA
wurde in 10 pl ddH20 eluiert und in chemisch-kompetente E. coli DH5a-Zellen transformiert
(2.2.1.2).

2.2.2.10. RNA-Isolation

GFP-V/VCA-Fusionsproteine wurden in NIH 3T3 unter Serumentzug exprimiert. Nach 24-
stindiger Inkubation erfolgte die Isolation der Gesamt-Zell-RNA entsprechend der Hersteller-
angaben mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen, Hilden). Durch Zugabe von 0,01 V TCEP
wéhrend der Lyse wurden zelluldrer RNasen inaktiviert. Die RNA wurde in 40 pl RNase-

freiem H20 eluiert und die Konzentration photometrisch bestimmt (2.2.2.7).

2.2.2.11. Synthese von cDNA durch reverse Transkription

Fur die cDNA-Synthese wurde das Verso cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte) verwendet. Die eingesetzte RNA (500 ng) wurde bei 70 °C flr 5 min denaturiert,
auf Eis inkubiert und die reverse Transkription nach Herstellerprotokoll mit random hexamers
durchgefuhrt. Die cDNA-Synthese erfolgte bei 45 °C flr 1 h mit nachfolgender Inaktivierung
bei 95 °C fur 2 min.

2.2.2.12. Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) wurde mit dem DyNAmo ColorFlash SYBR Green
gPCR Kit (Thermo Fisher Scientific, Schwerte) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
PCR erfolgte in einem Gesamtvolumen von 10 pl mit 1,5 pl der 1:5 verdinnten cDNA
(2.2.2.11), 5 pl des 2xDyNAmo ColorFlash SYBR Green Master mix sowie 0,5 UM genspezi-
fischem Primermix (Tab. 10). Fir die Reaktion wurde ein LightCycler 480 Instrument Il
(Roche, Mannheim) und das in Tabelle 16 dargestellte PCR-Programm verwendet.

Tabelle 16: Verwendetes Programm fiir die qPCR.

ZyKlus | Schritt Temperatur Dauer

1 Initiale Denaturierung 95°C 7 min

45 Denaturierung 95°C 10s
Primerhybridisierung (annealing) und | 60 °C 30s
Verlangerung (extension)

Die Aufnahme der Schmelzkurve erfolgte durch einen stufenweisen Temperaturanstieg von
65-95 °C mit einer Geschwindigkeit von 0,11 °C/s. Die Berechnung der relativen Gen-
expression wurde mit Hilfe der 224¢T-Methode nach Livak und Schmittgen (2001) durch-
geflhrt.
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2.2.3. Saugerzellkulturtechniken

2.2.3.1. Kultivierung und Lagerung von Saugerzellen

Die murine Fibroblastenzelllinie NIH 3T3 wurde in Zellkulturflaschen mit einer Flache von
75 cm? in 15 ml Wachstumsmedium bei 37 °C und 5% CO; kultiviert. Zur Bestimmung der
Zellzahl wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und mit 1,5 ml 1x Trypsin-EDTA-L6sung
von der Zellkulturflasche abgel6st. Die proteolytische Aktivitat des Trypsins wurde durch
Zugabe von 8,5 ml Wachstumsmedium abgestoppt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit
100 pl verdunnter Zellsuspension in 10 ml CASYton Messpuffer mit Hilfe eines CASY Cell
Counter+Analyser Systems (Model TT, Roche, Mannheim). Die verwendeten Zellzahlen in

Abhéngigkeit von den verschiedenen Zellkulturschalen/-platten sind in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Eingesate Zellzahlen in Abhéngigkeit von den verwendeten ZellkulturgefaRen.

Zellzahl Zellkulturgefald Wachstumsmedium
7 x 10 12well-Platte 1ml

3x10° 6well-Platte 2ml

1x 108 10 cm-Schale 10 ml

Fur den Erhalt der Zelllinie wurden Kryorohrchen mit in Einfriermedium aufgenommenen
Zellen (1 x 10°) befillt und diese langsam in isopropanolhaltigen Einfrierbehéltern bei -80 °C

eingefroren. Die Langzeitlagerung erfolgte bei -150 °C.

Wachstumsmedium:  Glukosehaltiges (4,5 g/l) DMEM; 10% (v/v) FCS; 2 mM L-Glutamin; 1% (v/v)
Antibiotikum-Antimykotikum
Medium fur Serum- Glukosehaltiges (4,5 g/I) DMEM; 0,5% (v/v) FCS; 2 mM L-Glutamin;

entzug: 1% (v/v) Antibiotikum-Antimykotikum
Einfriermedium: 90% (v/v) FCS; 10% (v/v) DMSO
PBS (1x): 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH,POyg; 8,1 mM Na;HPO4; pH 7,4

2.2.3.2. Transfektion von DNA in Saugerzellen

Fur die Einbringung von Plasmid-DNA in NIH 3T3-Zellen wurde das X-tremeGENE 9 DNA
Transfektionsreagenz (Roche, Mannheim) verwendet. Die Transfektion der DNA erfolgte ent-
sprechend der Herstellerangaben 24 h nach Einsden der Zellen. Das Transfektionsreagenz
wurde mit der DNA in einem Verhéltnis von 3:1 in 1x Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte) fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde den Ex-
perimentvorlagen entsprechend zu Wachstums- oder unstimulierten Bedingungen gewechselt.
Nach Zugabe der DNA-Transfektionsreagenz-Komplexe erfolgte die Inkubation der Zellen
bei 37 °C fur 16-24 h.
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2.2.4. Proteinreinigung

Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle Arbeiten, Zentrifugations- und Inkubations-
schritte auf Eis bzw. bei 4 °C durchgefihrt, um einen Proteinabbau zu vermeiden. Die Zugabe
von DTT und den Proteaseinhibitoren erfolgte erst direkt vor Verwendung der Reinigungs-
puffer. Die Proteinreinigungen wurden in Anlehnung an die Dissertation von G. Posern

(1999) sowie den Herstellerangaben fiir pGEX-basierte Fusionsproteine durchgefiihrt.

2.2.4.1. Reinigung von GST und GST-V/VCA-Fusionsproteinen

Die Zellpellets (2.2.1.2) wurden zunéchst auf Eis aufgetaut und in je 25 ml WH2-Lysepuffer
resuspendiert. Nach Sonifikation der Zellen (10 min, 85% Amplitude, Zyklus 1) erfolgte die
Solubilisierung der Proteine durch Zugabe von 1% (v/v) Triton X-100 fiir 30 min bei Raum-
temperatur. Unlosliche Zellbestandteile wurden mittels Zentrifugation (10800 x g, 30 min) ab-
getrennt und verworfen. Der I6sliche Uberstand wurde im Anschluss mit in 1x PBS aquili-
brierten Glutathion Sepharose 4B beads (1 ml, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) flr
2 h rollend inkubiert und das Gemisch auf Gravitationsséulen (Poly-Prep Chromatography
Columns, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) aufgetragen. Durch Waschen der Matrix
mit 10 ml 1x PBS (mit 1% (v/v) Triton X-100) sowie 20 ml GTB Puffer erfolgte die Ab-
trennung unspezifisch gebundener Proteine. Die GST-Fusionsproteine wurden in einem
Gesamtvolumen von 1,75 ml Elutionspuffer | stufenweise eluiert. Um das im Elutionspuffer |
enthaltene Glutathion zu entfernen, wurde das Eluat dreimal fur je mindestens 6 Stunden
gegen den Lagerungspuffer dialysiert. Abweichend dazu erfolgte die stufenweise Elution und
Dialyse von GST-Cobl-V(B) und GST-Spire2-V(B) nach Qualmann et al. (1999) in Elutions-
puffer 1l und 1x PBS. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration (2.2.5.1) wurde die
Proteinlosung mit 8% (v/v) Glycerol versetzt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C ge-

lagert.

WH2-Lysepuffer: 1 mM DTT; Proteaseinhibitoren in 1x PBS

GTB Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mM EDTA; 0,1% (v/v) Tween20
Elutionspuffer I: 150 mM Tris/HCI pH 8,8; 0,1% (v/v) Tween20; 98 mM Glutathion
Elutionspuffer I1: 50 mM Tris pH 8; 20 mM Glutathion; 120 mM NacCl

Lagerungspuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 1 mM DTT

PBS (1x): 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH2POgs; 8,1 mM Na;HPOs; pH 7,4

2.2.4.2. Reinigung der GST-3C Protease und (GST-)MRTF-A(2-261)
Die Resuspension der Zellpellets (2.2.1.2) erfolgte in 15 ml TPE Puffer. Fir die Reinigung
der GST-3C Protease wurde TPE Puffer verwendet, welcher keine Proteaseinhibitoren und
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Glycerol enthielt. Die Zellen wurden mittels Ultraschall (8 min, 85% Amplitude, Zyklus 1)
aufgeschlossen und die unldsliche Fraktion durch Zentrifugation bei 38800 x g fir 30 min se-
dimentiert. Die Kopplung der GST-Proteine an die in 1x PBS dquilibrierten Glutathion
Sepharose 4B beads (1 ml, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) erfolgte fir 2 h bei 4 °C.
Nach Auftragen der Proteinlosung auf die Gravitationssaulen (Poly-Prep Chromatography
Columns, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) wurden Fremdproteine durch mehrfaches
Waschen in TPE- (1x) und GTB Puffer (3x) entfernt. Die GST-3C Protease wurde in 1 ml
Elutionspuffer I stufenweise eluiert und mehrfach gegen den Lagerungspuffer (3x, je 6 h) dia-
lysiert. Die Abspaltung des GST zur Generierung von MRTF-A(2-261) erfolgte nach Aqui-
librierung der Matrix in 3C-Puffer durch Zugabe von 14 pg GST-3C Protease. Das Protein-
gemisch wurde uber Nacht in 1 ml 3C-Puffer rollend inkubiert. Der Durchfluss wurde ge-
sammelt, die Proteinkonzentration nach Bradford (2.2.5.1) bestimmt und die Proteinlésung in
8% (v/v) Glycerol bei -80 °C gelagert.

TPE Puffer: 1% (v/v) Triton X-100; 100 mM EDTA; 5% (v/v) Glycerol; 1 mM DTT; Protease-
inhibitoren in 1x PBS

GTB Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mM EDTA; 0,1% (v/v) Tween20

3C-Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 8; 100 mM NaCl; 1 mM B-Mercaptoethanol

Elutionspuffer I: 150 mM Tris/HCI pH 8,8; 0,1% (v/v) Tween20; 98 mM Glutathion
Lagerungspuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 1 mM DTT
PBS (1x): 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH,POyg; 8,1 mM Na;HPO4; pH 7,4

2.2.5. Proteinbiochemische Methoden

2.2.5.1. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der gereinigten Fusionsproteine (2.2.4) wurde nach der Bradford-
Methode bestimmt. Diese Methode basiert auf der spezifischen Absorptionsédnderung des
Farbstoffs Coomassie Brilliantblau G-250, welcher nach Bindung an Proteine ein Maximum
bei 595 nm aufweist (Bradford, 1976). Die enthaltene Proteinmenge in der Lésung wurde
durch photometrische Messung der Absorptionszunahme bei 595 nm bestimmt. Die Messung
erfolgte mit einem NanoDrop 2000c Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte) mit 800 ul 1x Bradford (in H20 verdiinnt) und 200 ul Proteinlésung bzw. dem kor-
respondierenden Puffer. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer BSA-Standardkurve

berechnet.

Bradford-Lésung (4x):  0,05% (w/v) Coomassie Brillantblau G250; 42,5% (v/v) Phosphorséure; 23%
(v/v) Ethanol

42



Materialien und Methoden

2.2.5.2. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die Auftrennung von Proteinen wurde eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) durchgefuhrt. Die Proteinproben wurden
in 3x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen und bei 95 °C fur 5 min denaturiert. Fir die
Elektrophorese wurden 10-14% Trenngele hergestellt und diese mit einem 5% Sammelgel
uberschichtet. Nach Auftrag der Proteinproben erfolgte deren Auftrennung mit einer
Spannung von 100-150 V. Als GroRenstandard wurde der Precision Plus Protein Dual Color
Standard (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen) verwendet. Der Nachweis von Proteinen
erfolgte anschliefend durch die Coomassie-Farbemethode (2.2.5.3) oder durch Immun-
detektion mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens (2.2.5.4).

Laemmli-Probenpuffer (3x):  0,05% (w/v) Bromphenolblau; 10 mM EDTA pH 8; 3% (w/v) SDS;
20% (v/v) Glycerol; 2% (v/v) B-Mercaptoethanol

Trenngel (10-14%): 10-14% Acrylamid/Bis-Losung; 377 mM Tris/HCI pH 8,8; 0,1% (w/v)
SDS; 0,1% (w/v) APS; 0,1% (v/v) TEMED

Sammelgel (5%): 5% Acrylamid/Bis-Losung; 127 mM Tris/HCI pH 6,8; 4,5% (v/v)
Glycerol; 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) APS; 0,1% (v/v) TEMED

Laufpuffer (1x): 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS

2.2.5.3. Coomassie-Farbung

Die Anféarbung von Proteinen in SDS-PA-Gelen erfolgte in Anlehnung an Weber und Osborn
(1969) sowie Sambrook et al. (1989) mit Hilfe des Farbstoffs Coomassie Brilliantblau G-250.
Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt. Die Gele wurden zundchst fir 4-5 h
in Coomassie-Farbelésung unter stetigem Schwenken gefarbt und nachfolgend tber Nacht in

Entfarbelésung inkubiert. Bis zur Aufnahme der Gele erfolgte die Lagerung in ddHO.

Coomassie-Losung:  0,25% (w/v) Coomassie Brillantblau G250; 45% (v/v) Methanol; 45% (v/v)
H20; 10% (v/v) Essigsaure
Entfarbeldsung: 45% (v/v) Methanol; 45% (v/v) H,O; 10% (v/v) Essigsaure

2.2.5.4. Western Blot und Immundetektion

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (2.2.5.2) wurden unter Verwendung des
Nassblot-Verfahrens nach Harlow und Lane (1988) auf PVDF-Membranen Ubertragen. Die
PVDF-Membran wurde zundchst in Methanol aktiviert und zusammen mit den Trenngelen in
1x Transferpuffer aquilibriert. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V fur 1-1,5 h. Nach ein-
maligem Waschen in 1x TBS-T (5 min) wurden unspezifische Proteinbindungsstellen durch
Inkubation der Blotmembran in Blockierungslosung (1 h, Raumtemperatur) abgesattigt. Die
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priméren Antikorper (Tab. 11) wurden in Blockierungsldsung verdiinnt und mit der Membran
tiber Nacht bei 4 °C unter konstanter Rotation inkubiert. Uberschiissiger primarer Antikorper
wurde durch dreimaliges Waschen in 1x TBS-T (je 6 min) entfernt. Anschliel}end erfolgte die
Inkubation der Blotmembran mit den in Blockierungslésung verdinnten fluoreszenzmar-
kierten sekundaren Antikérpern (Tab. 12) im Dunkeln fiir 1 h bei Raumtemperatur. Fur die
Detektion von biotinyliertem Aktin (2.2.5.6.2) wurde abweichend dazu eine 3% (w/v) BSA-
Losung (in 1x TBS-T) als Blockierungsreagenz eingesetzt. Die Blotmembranen wurden nach-
folgend mit Alexa Fluor 680-konjugiertem Streptavidin (1:5000 in 1% (w/v) BSA in 1x TBS-
T) fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membranen wurden 3x mit 1x TBS-T (je
10 min) gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Detektion und Quantifizierung der Fluores-
zenzsignale mit Hilfe eines Odyssey CLx Infrarot Imaging Systems (LI-COR Biosciences

GmbH, Bad Homburg) und der dazugehérigen Image Studio Software.

Transferpuffer (1x): 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 20% (v/v) Methanol; 0,05% (w/v) SDS
TBS-T (1X): 20 mM Tris/HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 0,1% (v/v) Tween20
Blockierungsldosung: 5% (w/v) Milchpulver in 1x TBS-T

2.2.5.5. Ko-Immunprazipitation (Ko-1P)

NIH 3T3-Zellen wurden mit 2,5-5 ug der Flag-Aktinexpressionsplasmide (Wildtyp oder
Aktin-R62D) sowie 2,5 pg pEF-MRTF-A-f.1.-HA in einer Gesamtmenge von 5 pg cDNA wie
in 2.2.3.2 beschrieben transfiziert. Nach 24-stundiger Inkubation bei 37 °C erfolgte ein
Wechsel zu unstimulierten Bedingungen fir weitere 24 h. Die Zellen wurden in 1 ml Mag-
netic beads-Lysepuffer auf Eis lysiert und nach Abschaben bei 20800 x g und 4 °C fiir 20 min
zentrifugiert. Pro Ansatz wurden 500 pl des angegebenen Lysates mit 4,8 pg gereinigtem
GST bzw. GST-V/VCA-Fusionsprotein sowie 500 pl Magnetic beads-Lysepuffer versetzt.
Abweichend dazu wurden GST-JMY-V/VVVCA-Fusionsproteine sowie die zugehorige GST-
Kontrolle in E. coli BL21 (DE3) Rosetta-Zellen exprimiert (2.2.1.2), die Zellpellets in 15 ml
Magnetic beads-Lysepuffer auf Eis lysiert und mittels Ultraschall (3 min, 85% Amplitude,
Zyklus 0,5) aufgeschlossen. Die Abtrennung unloslicher Zellbestandteile erfolgte durch
Zentrifugation bei 10800 x g und 4 °C fur 30 min. Die Menge an ldslichen GST-Proteinen
wurde mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens (2.2.5.4) nédherungsweise bestimmt. Pro Ansatz
wurden 6 pg intaktes GST-Fusionsprotein mit 500 pl Aktin-MRTF-A-Lysat aus NIH 3T3-
Zellen vermischt und die Reaktion mit l6slichem Extrakt untransformierter E. coli BL21
(DE3) Rosetta-Zellen auf ein Gesamtvolumen von 1 ml aufgefullt. Ein Aliquot des Ausgangs-
materials wurde entnommen und fur die spatere Analyse mittels SDS-PAGE (2.2.5.2)
aufbereitet. Die Inkubation der Ansdtze mit den in 1x TBS aufbereiteten ANTI-FLAG M2
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Magnetic beads (25 pl slurry pro Ansatz, Sigma-Aldrich, Steinheim) erfolgte auf einem
Rotationsrad fur 2 h bei 4 °C. Nach viermaligem Waschen der Magnetic beads mit 1x TBS (je
1 ml, 4 °C) wurden spezifisch gebundene Proteine in 25 pl 3x Laemmli-Probenpuffer eluiert.

Magnetic beads-Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% (v/v)
Triton X-100; Proteaseinhibitoren

TBS (1x): 20 mM Tris/HCI pH 7,6; 150 mM NaCl

Laemmli-Probenpuffer (3x):  0,05% (w/v) Bromphenolblau; 10 mM EDTA pH 8; 3% (w/v) SDS;
20% (v/v) Glycerol; 2% (v/v) B-Mercaptoethanol

2.2.5.6. GST pulldown

Der GST pulldown von endogenem und biotinyliertem Aktin mit GST-V/VCA-Fusions-
proteinen wurde in Anlehnung an Posern et al. (2004) durchgefuhrt. Alle Arbeits-, Zentrifu-
gations- und Inkubationsschritte erfolgten auf Eis bzw. bei 4 °C. DTT, ATP und die Protease-
inhibitoren wurden unmittelbar vor Verwendung der Puffer frisch hinzugefugt. Gereinigtes
MRTF-A(2-261) (2.2.4.2) wurde bereits am Vortag auf Glutathion Sepharose 4B beads (GE
Healthcare Europe GmbH, Freiburg) gegeben, um verbliebenes GST-MRTF-A(2-261) abzu-
trennen. Die Zentrifugation der Glutathion Sepharose 4B beads erfolgte bei 500 x g fiir 3 min.

2.2.5.6.1. GST pulldown von endogenem Aktin

Pro Ansatz wurden 50 ul Glutathion Sepharose 4B beads slurry (GE Healthcare Europe
GmbH, Freiburg) in je 1 ml 1x PBS gewaschen (3x) und in Immobilisierungspuffer (1 ml)
aquilibriert. Die Immobilisierung von 4,2 ug der GST-V/VCA-Fusionsproteine erfolgte in
500 ul Immobilisierungspuffer fir mindestens 2 h bei konstanter Rotation. Zur Extraktion von
endogenem Aktin wurden NIH 3T3-Zellen (10 cm-Schalen) zweimal mit 1x PBS gewaschen,
in je 500 pl GST pulldown-Puffer lysiert und nach Abschaben bei 400000 x g zentrifugiert. Je
200 pl des G-Aktin enthaltenden Uberstandes wurden mit gereinigtem MRTF-A(2-261) fur
1 h in GST pulldown-Puffer rotierend vorinkubiert. Nach zweimaligem Waschen und Aqui-
librierung der GST-V/VCA-gekoppelten Glutathion Sepharose 4B beads mit Immobili-
sierungs- und GST pulldown-Puffer (je 1 ml) erfolgte die Zugabe des G-Aktin-MRTF-A(2-
261)-Gemisches fur 1 h unter konstanter Rotation. Fur die Analyse wurde MRTF-A(2-261) in
einem molaren Mengenverhéltnis von 0,2:1 MRTF-A(2-261):GST-V/VCA bzw. 0,4:1 fir
GST-N-WASP-Konstrukte sowie 1:1 eingesetzt. Die Glutathion Sepharose 4B beads wurden
4x in Pulldown Puffer (je 1 ml) gewaschen und in 30 ul 3x Laemmli-Probenpuffer aufge-

nommen.
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PBS (1x): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH2POyq; 8,1 mM Na;HPO4; pH
7,4

Immobilisierungspuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 0,5% (w/v) BSA; 0,5 mM DTT
Proteaseinhibitoren

GST pulldown-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8; 50 mM NaCl; 0,2 mM CaCly; 0,2 mM DTT;

Proteaseinhibitoren
Laemmli-Probenpuffer (3x):  0,05% (w/v) Bromphenolblau; 10 mM EDTA pH 8; 3% (w/v) SDS;
20% (v/v) Glycerol; 2% (v/v) B-Mercaptoethanol

2.2.5.6.2. GST pulldown von biotinyliertem Skelettmuskelaktin

Biotinyliertes Skelettmuskelaktin (Cytoskeleton, Inc., Denver, CO, USA) wurde nach Her-
stellerangaben in 2 pl ddH20 geldst und in General actin buffer (Cytoskeleton) verdinnt. Die
Abtrennung unléslicher Proteinaggregate erfolgte durch Zentrifugation bei 20800 x g fiir
5 min. Die Glutathion Sepharose 4B beads (50 ul slurry, GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg) wurden dreimal in 1x PBS (je 1 ml) gewaschen und in Biotin pulldown-Puffer
(1 ml) aquilibriert. Nach Zugabe von 0,5 pg biotinyliertem Aktin, 1 pug intaktem GST-Protein
(GST, -Spire2-V(B), -WAVE2-V) sowie 0-10 pg gereinigtem MRTF-A(2-261) erfolgte die
Inkubation des Gemisches in 500 pl Biotin pulldown-Puffer fiir 2 h unter konstanter Rotation.
AnschlieRend wurde eine Probe der ungebundenen Proteine (Durchfluss) entnommen, dreimal
mit Biotin pulldown-Puffer (je 1 ml) gewaschen und gebundene Proteine durch Zugabe von

30 pl 3x Laemmli-Probenpuffer eluiert.

General actin buffer: 5 mM Tris/HCI pH 8; 0,2 mM CaCl; 0,2 mM ATP; 0,5 mM DTT

PBS (1x): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH2POjy; 8,1 mM Na;HPO4; pH
7,4

Biotin pulldown-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8; 0,2 mM CaCly; 0,2 mM DTT; 100 mM NacCl;

5% (v/v) Glycerol; 0,5% (v/v) Triton X-100; 0,2 mM ATP; 0,1% (w/v)
BSA,; Proteaseinhibitoren

Laemmli-Probenpuffer (3x):  0,05% (w/v) Bromphenolblau; 10 mM EDTA pH 8; 3% (w/v) SDS;
20% (v/v) Glycerol; 2% (v/v) B-Mercaptoethanol

2.2.6. Immunfluoreszenzfarbung

7 x 10* Zellen wurden in 12well-Platten auf unbeschichteten Deckglaschen ausgesit und wie
in 2.2.3.2 beschrieben mit den GFP-V/VCA-Fusionsproteinen unter Serumentzug transfiziert.
Die Immunfluoreszenzfarbungen wurde in Anlehnung an Harlow und Lane (1988) durchge-
fihrt. Die Stimulation von GFP-Kontrollzellen erfolgte mit 15% (v/v) FCS flr 1 h (Serum-
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stimulation). Die Zellen wurden in 3,7%iger Formaldehydlésung fur 15 min fixiert und in
Permeabilisierungslosung fir 10 min extrahiert. Nach 30 minutiger Absattigung unspezi-
fischer Bindungsstellen mit FCS- und BSA-haltiger Blockierungslosung erfolgte die Inku-
bation der Zellen mit den in Blockierungsldsung verdiunnten priméaren anti-MRTF-Antikor-
pern (Tab. 11) bei Raumtemperatur fir 1 h. Nach dreimaligem Waschen in 1x PBS wurden
die Zellen mit den entsprechenden sekundédren Antikorpern (Tab. 12) fir 1-2h in
Blockierungslosung inkubiert. Die Anfarbung von F-Aktin erfolgte mit Alexa Fluor 546-kon-
jugiertem Phalloidin (1:100 (v/v), in Blockierungslosung) fur 1 h bei Raumtemperatur. Fiir
die Farbung der DNA wurde zusétzlich DAPI in einer Endkonzentration von 0,4 pg/ml einge-
setzt. Die Zellen wurden erneut drei Mal mit 1x PBS gewaschen und Salze durch Extraktion
in ddH20 entfernt. Nach kurzzeitiger Inkubation in 96%igem Ethanol erfolgte die Fixierung
der Deckgléschen auf den Objekttragern mit Hilfe des ProLong Gold antifade-Reagenzes

(Thermo Fisher Scientific, Schwerte) und Nagellack.

Formaldehydldsung: 3,7% (w/v) PFA in 1x PBS

Permeabilisierungslosung:  0,2% (v/v) Triton X-100 in 1x PBS

Blockierungsldsung: 10% (v/v) FCS; 1% (w/v) BSA; 0,05% (v/v) Triton X-100 in 1x PBS

PBS (1x): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH:PO4; 8,1 mM Na;HPO4; pH
7,4

2.2.7. Luziferase-Reportergenassay

Die Bestimmung der MRTF-SRF-Aktivitdt wurde mit Hilfe des Dual-Luciferase Reporter
Assay Systems (Promega GmbH, Mannheim) durchgefihrt. Das pGL3-basierte SRF-Reporter-
plasmid (p3D.A.-Luc) wies dabei eine spezifische Expression der Firefly Luziferase in Ab-
héngigkeit des Rho-Aktin-MRTF-SRF-Signalweges auf (Geneste et al., 2002; Posern et al.,
2002). Als interne Kontrolle wurde das SRF-unabhéngige Renilla-Luziferaseplasmid pRL-TK
verwendet. Die Besonderheit des Systems ist die voneinander unabhangige, aufeinanderfol-
gende Messung der Luminiszenz beider Luziferasen im selben Proteinlysat (Hawkins et al.,
2003). Fir die Messung der Luziferase-Aktivitat wurden NIH 3T3-Zellen wie in 2.2.3.2 be-
schrieben mit 250 ng der GFP-Fusionsplasmide, 50 ng p3D.A.-Luc, 5 ng pRL-TK sowie
195 ng Leervektor (pEF plink) unter Serumentzug transfiziert. Vor der Zellernte erfolgte die
Behandlung mit 0,5-1 uM Latrunculin B (LatB, Endkonzentration, 7,5 h, Merck KGaA,
Darmstadt) sowie die Stimulation von GFP-Kontrollzellen mit 15% (v/v) FCS (Serumstimu-
lation, 7 h). Die Zellen wurden in 200 pl 1x Passive Lysis buffer fiir 5 min auf Eis lysiert und
nach Abschaben bei 20800 x g und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert. 20 pl des Uberstandes
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wurden in lichtundurchlédssigen 96well-Mikrotiterplatten mit Hilfe des Dual-Luciferase
Reporter Assay System Kits mit jeweils 50 pl LAR [1-Puffer und substrathaltiger-Stop&Glo-
Losung in einem GloMax 96 Mikroplatten Luminometer (Promega GmbH, Mannheim) ge-
messen. Fir die Auswertung erfolgte die Normalisierung der gemessenen Firefly Luziferase
Luminiszenz auf die Renilla Luziferase Aktivitat. 30 pl des Proteinlysats wurden mittels
SDS-PAGE (2.2.5.2) und anschlielender Western Blot-Analyse (2.2.5.4) auf Expression der
GFP-Fusionsproteine Uberpruift.

2.2.8. G-Aktin/F-Aktin-Fraktionierung

Die Fraktionierung von zellularem G-Aktin und F-Aktin erfolgte nach Posern et al. (2002).
Transfizierte NIH 3T3-Zellen wurden zunachst 24 h unter unstimulierten Bedingungen in-
kubiert und nachfolgend mit 30% (v/v) FCS sowie LatB (Merck KgaA, Darmstadt) in einer
Endkonzentration von 1 uM fir 1,5 h behandelt. Die Zellen wurden zweimal mit 1x PBS ge-
waschen und flr 10 min in Aktin-Lysepuffer auf Eis inkubiert. Die Trennung von l6slichem
G-Aktin und unléslichem F-Aktin erfolgte mittels Ultrazentrifugation bei 100000 x g und
4 °C fur 1,5 h. Der G-Aktin-enthaltende Uberstand wurde in EppendorfgefaRe tberfihrt und
mit 3x Laemmli-Probenpuffer versetzt. Die F-Aktin-Fraktion wurde in Aktin-Lysepuffer
aufgenommen und nach Zugabe von 3x Laemmli-Probenpuffer durch Sonifikation (2 min,
60% Amplitude, Zyklus 1) aufgeschlossen. Fir die nachfolgende Analyse mittels diskon-
tinuierlicher SDS-PAGE (2.2.5.2) wurden die Proben bei 95 °C fur 5 min denaturiert und
gleiche Volumina der Fraktionen (30 ul) auf 12% SDS-PA-Gele aufgetragen.

PBS (1x): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH,POq; 8,1 mM Na;HPO4; pH
7.4
Aktin-Lysepuffer: 20 mM HEPES pH 7,7; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA,; 0,5% (v/v) Triton

X-100; Proteaseinhibitoren
Laemmli-Probenpuffer (3x):  0,05% (w/v) Bromphenolblau; 10 mM EDTA pH 8; 3% (w/v) SDS;
20% (v/v) Glycerol; 2% (v/v) B-Mercaptoethanol

2.2.9. Statistik

Fur die Auswertung der Daten wurden Mittelwerte sowie deren zugehorige Standardfehler
(standard error of the mean, SEM) aus mindestens 3 voneinander unabhangigen, biologischen
Replikaten berechnet. Die Ermittlung der statistischen Signifikanz zwischen den Datensatzen
erfolgte mit Hilfe des Ein- oder ungepaarten Zweistichproben t-Tests. Als Signifikanzgrenzen
wurden dabei * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 festgesetzt.
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3. Ergebnisse

Der detaillierte Mechanismus der Dissoziation inhibitorischer G-Aktin:MRTF-Komplexe
konnte bisher nicht aufgeklart werden. Friihere Studien zeigten, dass die Aktivierung des
MRTF-SRF-Signalweges mit Verénderungen der zelluldren Zytoskelettdynamik korreliert
(Sotiropoulos et al., 1999; Miralles et al., 2003). Regulatoren des Aktinzytoskeletts besitzen
haufig WASP-Homologie 2/Verprolin-Homologie (WH2/V)-Doménen. Da sowohl WH2-
Proteine als auch MRTF-A Uber dieselbe hydrophobe Oberflache der Subdoménen 1 und 3
mit Aktin interagieren (Mouilleron et al., 2008), ist eine simultane Bindung beider Faktoren
unwahrscheinlich. Somit wére eine Kompetition beider Faktoren um die Bindung an Aktin
maoglich. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die Rolle isolierter WH2-Domanen wéhrend
der G-Aktin:MRTF-Komplexdissoziation und der anschlieRenden MRTF-SRF-Aktivierung
untersucht. Die verwendeten Proteindomanen wurden aus den Aktinbindeproteinen N-WASP,
WAVEZ2, Cobl, Spire2 und JMY isoliert und sind in Abbildung 6 dargestellt.

Die Expression der Proteinfragmente erfolgte als eGFP- (Bezeichnung: GFP-) oder AcGFP1-
(GFP aus Aequorea coerulescens, Bezeichnung: AcGFP-) Fusionen in NIH 3T3-Saugerzellen
sowie als GST-Fusionen in Bakterienzellen. Fir N-WASP, WAVE2 und JMY wurde sowohl
die Funktion isolierter WH2-Doménen (Bezeichnung: WH2/V) als auch deren Einfluss in
Anwesenheit der central/connecting and acidic region (CA-Region), welche fur die Inter-
aktion mit dem Arp2/3-Komplex notwendig ist, untersucht (Bezeichnung: VCA). Zudem
wurden in dieser Arbeit nuklear-lokalisierte WH2-Varianten (Bezeichnung: NLS-V/VCA) der
Aktinbindeproteine N-WASP, WAVE2, Cobl und Spire2 generiert. Die Analyse der WH2-
Gesamtlédngenproteine war Bestandteil der Dissertation von Julia Weibach und wurde zu-
sammen mit den Daten dieser Arbeit partiell in Weissbach & Schikora et al. (2016) ver-
offentlicht.
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Abbildung 6: Schematische Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten VV/VCA-Domanen.

Dargestellt sind die fiir die Generierung verwendeten Gesamtlangenproteine sowie die isolierten V/VCA-Varianten
(modifiziert nach Stradal et al. (2004), Qualmann und Kessels (2009), Zuchero et al. (2012) und Weissbach & Schikora et al.
(2016)). WH1, WASP-Homologie 1 Domdne; B, basische Region; GBD, GTPase Bindedoméne; Pro, Prolin-reiche Doméne;
V, Verprolin-Homologie Doméne; C, central/connecting region; A, acidic region; Tag, Proteinanker (eGFP, GST, AcGFP1);
NLS, nukledres Lokalisationssignal; WHD, WAVE-Homologie Doméne; KIND, kinase non-catalytic C-lobe domain; SB,
Spire-Box; mFYVE, modifizierte FYVE (Fabl, YOTB, Vacl, EEAL) Zinkfingerdoméne; NT, N-Terminal; CC, Coiled-Coil;
(GS)s, Glycin-Serin-Linker (5x).

3.1. Untersuchungen zur Wirkung von WH2-Doménen auf die

MRTF-SRF-vermittelte Genexpression

3.1.1. MRTF-SRF-Aktivierung durch isolierte V/VCA-Doméanen aus
N-WASP, WAVE2, Cobl und Spire2

Bereits in verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die Uberexpression von WH2-Proteinen
wie Thymosin B4 (Morita & Hayashi, 2013; Hinkel et al., 2014) sowie WASP oder N-WASP

(Sotiropoulos et al., 1999) zu einer Aktivierung von SRF fiihrt. Um den Einfluss isolierter
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WH2-Domaénen auf die MRTF-SRF-Aktivitat zu untersuchen, wurden Luziferase-Reporter-
genassays durchgefiihrt. Dabei wurde ein SRF-Reporterplasmid (p3D.A.-Luc) verwendet, das
drei aus dem c-fos Promoter hergeleitete SRF-Bindestellen besitzt und eine spezifische Rho-
Aktin-SRF-abhéngige Expression der Firefly Luziferase aufweist (Geneste et al., 2002;
Posern et al., 2002). Zur Normalisierung wurde ein SRF-unabhdngiges Renilla Luziferase-
Plasmid (pRL-TK) eingesetzt, dessen Luziferaseexpression durch einen Thymidinkinase-

promoter kontrolliert wird.

Die GFP-V/VCA-Fusionsproteine sowie die GFP-Negativkontrolle (Transfektion des GFP-
Leervektors, Bezeichnung: GFP) wurden zunéchst in NIH 3T3-Zellen unter unstimulierten
Bedingungen (Serumentzug) exprimiert. Das zugehdrige Zellkulturmedium enthalt dabei nur
0,5% (v/v) FCS anstelle von 10% (v/v) FCS des Wachstumsmediums. AnschlieRend wurde
die SRF-Aktivitat mittels Luziferase-Reportergenassays bestimmt (Abb. 7A). Als Positivkon-
trolle konnte nach Serumstimulation von GFP-Kontrollzellen (GFP + FCS, 15% (v/v) FCS)
eine etwa 90x Induktion des SRF-Reporters nachgewiesen werden (Abb. 7A). In Uberein-
stimmung mit kiirzlich publizierten Studien sowie unverdffentlichten Vorarbeiten der Arbeits-
gruppe wurde auch fur das als weitere Positivkontrolle verwendete WH2-Protein Thymosin
B4 eine deutliche Aktivierung des SRF-Reporters detektiert (Abb. 7A; G. Posern, personliche
Mitteilung; Morita & Hayashi, 2013; Hinkel et al., 2014). Dariiber hinaus wurde nach
Expression isolierter WH2-Doménen ein signifikanter Anstieg der SRF-Aktivitat im
Vergleich zur GFP-Kontrolle beobachtet (Abb. 7A). Dabei konnte in Abhangigkeit der ver-
wendeten WH2-Fusionsproteine eine unterschiedliche Induzierbarkeit des SRF-Reporters
nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 7A gezeigt, wurde fir N-WASP-VV(AB) und
WAVE2-V eine bis zu 16x Reporteraktivierung detektiert, wohingegen die Anwesenheit der
CA-Region zu einem deutlichen Anstieg der SRF-Aktivitdt auf 100x fir N-WASP-
VV(AB)CA sowie auf 50x fir WAVE2-VCA fihrte. Im Vergleich zu den beobachteten
Effekten der WH2-Doménen von N-WASP und WAVE2 wurde nach Uberexpression der
zweiten WH2-Domane von Cobl (Cobl-V(B)) sowie Spire2 (Spire2-V(B)) eine starke
Aktivierung des SRF-Reporters nachgewiesen (Abb. 7A).

Die Expression und korrekte Grof3e der GFP-V/VCA-Fusionsproteine wurde auRerdem durch
Analyse der Proteinlysate mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens tberprift (Abb. 7B). Durch
Normierung der SRF-Aktivitat auf die relative Proteinexpression konnte gezeigt werden, dass
die verwendeten V/VCA-Proteine den SRF-Reporter in unterschiedlichem MaRe induzieren
(Daten nicht gezeigt). Die beobachteten Effekte der V/VCA-Proteine wurden daher ver-
mutlich nicht durch deren unterschiedliches Expressionsmuster verursacht. Mit Hilfe eines
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Sequenzvergleiches wurde zudem nachgewiesen, dass die Aminosauresequenz zwischen den
verwendeten WH2-Doménen in nur geringem Male konserviert ist (Anhang 1). Daher ist an-
zunehmen, dass die beobachtete MRTF-SRF-Aktivierung vermutlich durch die Identitdt und

den daraus resultierenden unterschiedlichen Affinititen der verschiedenen WH2-Domanen

bedingt wurde.
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Abbildung 7: Aktivierung eines MRTF-abhangigen SRF-Reporters durch isolierte GFP-V/VCA-Fusionsproteine aus
N-WASP, WAVE2, Cobl und Spire2.

A: Die dargestellten GFP-WH2-Varianten und Thymosin 34 wurden zusammen mit dem Firefly Luziferase-Reporterplasmid
(p3D.A.-Luc) sowie dem Renilla Luziferase-Kontrollplasmid (pRL-TK) in NIH 3T3-Zellen unter Serumentzug transfiziert.
Nach Serumstimulation der GFP-Kontrolle (GFP + FCS) erfolgte die Messung der Luziferase-Luminiszenzen. Die relative
SRF-Aktivitdt wurde durch Normalisierung der Firefly- auf die Renilla Luziferase Aktivitat bestimmt. Dargestellt sind
Fehlerbalken des SEM (n = 5) sowie die statistische Signifikanz des Einstichproben t-Tests in Bezug auf die GFP-Kontrolle
(GFP = 1) mit ** p < 0,01. B: Die Lysate aus (A) wurden mittels Western Blot-Verfahren auf die Expression der GFP-
Proteine Uberprift. Die Detektion erfolgte mit einem anti-GFP-Antikdrper sowie Tubulin als Ladekontrolle. Das
Molekulargewicht ist in kDa angegeben.

Um die Aktivierung der MRTF-SRF-vermittelten Genexpression durch WH2-Doménen zu
uberprifen, wurde die endogene mMRNA-Menge des MRTF-SRF-Zielgens a-Glattmuskelaktin
(Acta2) mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qPCR) bestimmt. Wie in Abbildung 8 gezeigt,
hatte die Expression von N-WASP-VV(AB) nahezu keinen Einfluss auf die Acta2-Tran-
skription, wohingegen Spire2-V(B) mit einer ber 3x Erhohung der Acta2 mRNA den
starksten Effekt aufwies. Die Expression der VCA-Doménen von N-WASP und WAVE2
fihrte im Vergleich zu den zugehdrigen isolierten GFP-V-Fusionsproteinen zu einer deut-
lichen Steigerung der Acta2 mRNA-Menge. Dabei konnte fur WAVE2-VCA eine 4x und fir
N-WASP-VV(AB)CA eine 5,5x Induktion der Acta2-Transkription in Bezug auf die GFP-
Kontrolle beobachtet werden (Abb. 8). Eine dhnliche Acta2 mRNA-Expression wurde auch
fiir die Positivkontrolle Thymosin 4 detektiert.
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Die im Vergleich zu den Ergebnissen des Luziferase-Reportergenassays (Abb. 7A) deutlich
niedrigere MRTF-SRF-Aktivierung kénnte durch die geringe Effizienz der transienten Trans-
fektionsmethode begriindet werden. Durch Ko-Transfektion des SRF-Reporters und der
V/VCA-Fusionen kénnten bereits schwache Induktionen detektiert werden, die auf endogener
Ebene durch die gleichzeitige Messung untransfizierter Zellen unterhalb der Detektionsgrenze
liegen und somit nicht erfasst werden wirden.

Zusammenfassend konnte mit Hilfe von Luziferase-Reportergenassays und ¢PCR-
Experimenten fir alle WH2-Fusionsproteine eine Induktion der MRTF-SRF-abhangigen Gen-
expression nachgewiesen werden. Die Daten implizieren zudem, dass isolierte WH2-
Domanen die Aktivierung von MRTF-SRF unabhangig von der zelluldaren Aktindynamik

stimulieren kdnnen, da sie selbst keine nukleierende Funktion besitzen.
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Abbildung 8: Induktion der MRTF-SRF-abhiingigen Transkription von a-Glattmuskelaktin (Acta2) durch V/VCA-
Doménen.

Die relative o-Glattmuskelaktin (Acta2)-Expression wurde nach RNA-Isolation aus GFP-V/VCA- und Thymosin p4-
transfizierten NIH 3T3-Zellen mittels qPCR bestimmt. Die Daten wurden auf die Referenzgene ALAS1 und HPRT
normalisiert. Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n = 4) sowie die statistische Signifikanz des Einstichproben t-Tests in
Bezug auf die GFP-Kontrolle (GFP = 1) mit * p < 0,05 und ** p <0,01.

3.1.2. Analyse von nuklear-lokalisierten V/VCA-Doménen aus N-WASP,
WAVEZ2, Cobl und Spire2 auf die MRTF-SRF-Aktivitat

Die Bildung inhibitorischer G-Aktin:MRTF-Komplexe kann im Zytoplasma und im Nukleus
nachgewiesen werden (Vartiainen et al., 2007). Daher wurde eine mogliche Induktion der
MRTF-SRF-vermittelten Genexpression nach Kernlokalisation der bereits beschriebenen
WH2-Doménen aus N-WASP, WAVEZ2, Cobl und Spire2 durch Luziferase-Reportergen-
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assays untersucht (Abb. 6 und Abb. 9A). Die Proteinexpression der GFP-NLS-V/VCA-
Fusionsproteine wurde mittels Western Blot-Analyse kontrolliert (Abb. 9B).
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Abbildung 9: Aktivierung eines MRTF-SRF-Reporters nach Expression nukleér-lokalisierter WH2-Varianten.

A: NIH 3T3-Zellen wurden mit den GFP-NLS-V/VCA-Fusionsproteinen, dem SRF-Reporterplasmid p3D.A.-Luc und dem
Renilla Luziferase-Kontrollplasmid (pRL-TK) ko-transfiziert. Die Stimulation von GFP-Kontrollzellen (GFP + FCS) erfolgte
mit 15% (v/v) FCS fur 7 h. Die gemessene Firefly Luziferase Luminiszenz wurde zur Bestimmung der relativen SRF-
Aktivitat auf die Renilla Luziferase Luminiszenz normalisiert. Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n = 5) sowie die
statistische Signifikanz des Einstichproben t-Tests in Bezug auf die GFP-Kontrolle (GFP = 1) mit ** p < 0,01. Die Messung
der Fusionsproteine erfolgte simultan mit den in Abbildung 7 dargestellten V/VCA-Varianten ohne NLS. B: Dargestellt ist
der Western Blot zur Kontrolle der Proteinexpression der in (A) gemessenen Lysate. Die Analyse der GFP-Kontrollen und
der NLS-V/VCA-Varianten wurde zusammen mit den in Abbildung 7 verwendeten GFP-V/VCA-Fusionsproteinen auf
demselben Immunoblot durchgefiihrt. Die dargestellten Proteine wurden mit einem anti-GFP-Antikdrper detektiert und der
gleichmé&Rige Probenauftrag mit Hilfe eines anti-a-Tubulin-Antikdrpers nachgewiesen. Das Molekulargewicht ist in kDa
angegeben.

Wie in Abbildung 9A gezeigt, konnte keine Reporteraktivierung durch die isolierten NLS-V-
Doménen von N-WASP und WAVE2 im Vergleich zur GFP-Negativkontrolle beobachtet
werden, wéhrend sowohl Cobl-NLS-V(B) als auch Spire2-NLS-V(B) einen signifikanten An-
stieg der SRF-Aktivitat aufwiesen. In Anwesenheit der CA-Region wurde auch fur N-WASP-
NLS-VV(AB)CA und WAVE2-NLS-VCA eine signifikante Induktion des SRF-Reporters
detektiert. Durch simultane Messung der GFP-V/VCA-Fusionsproteine mit und ohne nu-
kledrem Lokalisationssignal (NLS) konnte zudem gezeigt werden, dass die V/VCA-Doménen
ohne NLS eine deutlich hohere SRF-Aktivierung im Vergleich zu nukleér-lokalisierten WH2-
Domanen aufwiesen (vgl. Abb. 7A und Abb. 9A).

In Anlehnung an die beobachtete schwéchere Aktivierung des SRF-Reporters wurde keine
signifikante Steigerung der endogenen Acta2-Transkription nach Uberexpression der NLS-

V/VCA-Fusionsproteine nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
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Anhand dieser Daten wurde gezeigt, dass die Kernlokalisation der WH2-Proteine zu einem
verringerten Einfluss auf die MRTF-SRF-Induktion fiihrte. Daher erfolgt die Aktivierung von
MRTF durch isolierte V/VCA-Regionen wahrscheinlich Giberwiegend im Zytoplasma.

3.1.3. Induktion der MRTF-SRF-abhangigen Genexpression durch isolierte
JMY-V/VVVCA-Domanen

Kdrzliche Studien von J. Weibach zeigten, dass Proteinvarianten des Aktin-Nukleators JMY
mit Punktmutation oder Deletionen in der C-terminalen CA-Region eine stdrkere MRTF-
SRF-Aktivierung im Vergleich zum Wildtyp-Protein aufwiesen (J. Weil3bach, personliche
Mitteilung). Dabei wird vermutet, dass durch die eingefuhrten Verénderungen eine Auf-
faltung des Proteins und eine damit verbundene Exposition der C-terminalen WH2-Domanen
verursacht werden. Wie bereits beschrieben, fihrt die Uberexpression isolierter WH2-
Doménen zu einer Stimulation der MRTF-SRF-vermittelten Transkription. Daher sollte unter-
sucht werden, ob auch isolierte JMY-V/VVVCA-Fusionsproteine eine MRTF-SRF-Akti-

vierung induzieren.

Fir die Analyse wurden einzelne WH2-Doménen (JMY-V(A), -V(B), -V(C)), Kombinationen
aus zwei WH2- (JMY-VV(AB), -VV(BC)) oder drei WH2-Domanen (JMY-VVV(ABC))
sowie der komplette C-Terminus von JMY (JMY-VVV(ABC)CA) verwendet (Abb. 6). In
Ubereinstimmung mit den bisherigen Beobachtungen induzierten sowohl einzelne als auch
mehrfache WH2-Varianten von JMY einen SRF-Reporter bereits unter unstimulierten
Bedingungen und wiesen dabei ein unterschiedliches Aktivierungspotential auf (Abb. 10A).
Ein deutlicher Anstieg der SRF-Aktivitdt um das 40x wurde nach Kombination der zweiten
und dritten WH2-Domane (JMY-VV(BC)) beobachtet (Abb. 10A). Die Uberexpression von
drei WH2-Doménen sowie dem C-terminalen Fragment (JMY-VVV(ABC)CA) fiihrte zu
einer vergleichbaren Aktivierung des SRF-Reporters.

Die GFP-V/VVVCA-Fusionsproteine wiesen ein erwartetes, apparentes Molekulargewicht
zwischen 32-44 kDa auf (Abb. 10B). Wie bereits flr verschiedene isolierte WH2-Regionen
gezeigt, war die beobachtete SRF-Aktivierung durch isolierte V/VVVCA-Varianten aus IMY
unabhéngig von den jeweiligen Expressionsmustern und wurde vermutlich eher durch in-
hérente Unterschiede der gering konservierten WH2-Domanen bedingt (Anhang 1, Daten

nicht gezeigt).
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Abbildung 10: Induktion der MRTF-SRF-abhangigen Firefly Luziferase-Expression durch JMY-V/VVVCA-
Varianten.

A: Die relative SRF-Aktivitdt wurde nach Transfektion der dargestellten WH2-Proteine sowie den Reporterkonstrukten
p3D.A.-Luc und pRL-TK in unstimulierten NIH 3T3-Zellen bestimmt. GFP-Kontrollzellen (GFP + FCS) wurden zudem mit
15% (v/v) FCS fir 7 h stimuliert. Nach Messung der Luziferase-Luminiszenzen erfolgte die Bestimmung der relativen SRF-
Aktivitat durch Normalisierung der Firefly- auf die Renilla Luziferase Aktivitat. Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n =
3) sowie die statistische Signifikanz des Einstichproben t-Tests in Bezug auf die GFP-Kontrolle (GFP = 1) mit * p < 0,05 und
** p <0,01. B: Die Expression der IMY-V/VVVCA-Varianten wurde durch Western Blot-Analyse der in (A) verwendeten
Proteinlysate kontrolliert. Dargestellt sind die mit einem anti-GFP-Antikérper detektierten Proteine sowie das als Lade-
kontrolle verwendete Tubulin. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben.

Des Weiteren wurde der Einfluss isolierter IMY-V/VVVVCA-Konstrukte auf die Transkription
von a-Glattmuskelaktin (Acta2) uberprift (Abb. 11). Dabei korrelierte die beobachtete Acta2
MRNA-Induktion durch die einzelnen WH2-Domanen mit deren Fahigkeit, den SRF-Reporter
zu aktivieren (vgl. mit Abb. 10A). Wie in Abbildung 11 gezeigt, wurde ein geringer Anstieg
der Acta2 mRNA-Menge nach Uberexpression von JMY-V(B) sowie JMY-VV(AB) de-
tektiert, wohingegen die einzelnen WH2-Doménen JMY-V(A) oder -V(C) keinen Effekt auf
die Acta2-Expression aufwiesen. Dagegen konnte nach Transfektion der letzten beiden WH2-
Domanen (JMY-VV(BC)) sowie aller drei WH2-Doménen eine Uber 2,5x Induktion der
Acta2-Transkription beobachtet werden. In Anwesenheit der Arp2/3-aktivierenden CA-
Region wurde eine vergleichbare Acta2 mRNA-Expression detektiert (Abb. 11).

In Ubereinstimmung mit den bisherigen Ergebnissen konnte eine MRTF-SRF-Induktion somit
auch fir isolierte V/VVVCA-Varianten von JMY nachgewiesen werden. Die Daten impli-
zieren zudem, dass die Aktivierung der MRTF-SRF-vermittelten Genexpression durch JMY
hauptsachlich durch dessen WH2-Domanen und nicht durch Arp2/3-Interaktion vermittelt

wird.
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Abbildung 11: Aktivierung der MRTF-SRF-vermittelten Genexpression von a-Glattmuskelaktin (Acta2) durch GFP-
JMY-V/VVVCA-Doménen.

Die dargestellten GFP-WH2-Varianten und Thymosin 4 wurden unter Serumentzug in NIH 3T3-Zellen transfiziert und die
Transkription von endogenem a-Glattmuskelaktin (Acta2) nach RNA-Isolation mit Hilfe der gPCR bestimmt. Fir die
Normalisierung wurden die Referenzgene ALAS1 und HPRT verwendet. Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n = 4) sowie
die statistische Signifikanz des Einstichproben t-Tests in Bezug auf die GFP-Kontrolle (GFP = 1) mit * p < 0,05 und ** p <
0,01.

3.2. Untersuchungen zur WH2-vermittelten nukledren Trans-

lokation von endogenem MRTF-A

Fur die Induktion der MRTF-SRF-vermittelten Transkription ist eine nukledre Akkumulation
von MRTF-A neben der Dissoziation inhibitorischer G-Aktin:MRTF-A-Komplexe zwingende
Voraussetzung. Daher wurde der Einfluss verschiedener WH2-Domanen auf die Trans-
lokation von endogenem MRTF-A in den Zellkern untersucht.

Nach Transfektion der GFP-V/VCA-Fusionsproteine unter Serumentzug wurde die subzellu-
lare Lokalisation von MRTF-A durch Immunfluoreszenzfarbungen analysiert. In unstimu-
lierten GFP-Kontrollzellen konnte MRTF-A hauptséchlich im Zytoplasma nachgewiesen
werden, wohingegen die Stimulation des Signalweges mit Serum (GFP + FCS) zu einer
nukledren Akkumulation von MRTF-A fuhrte (Abb. 12A-Abb. 14A, Anhang 2-Anhang 4).
Wie in Abbildung 12A gezeigt, wurde nach Uberexpression der isolierten WH2-Domanen
von N-WASP, WAVEZ2, Cobl und Spire2 eine Translokation von endogenem MRTF-A in den
Zellkern detektiert (siehe auch Anhang 2). Diese konnte auch fiir die C-terminalen Fragmente
N-WASP-VV(AB)CA und WAVE2-VCA nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Nukledre Translokation von endogenem MRTF-A durch isolierte V/VCA-Doméanen aus N-WASP,
WAVE?2, Cobl und Spire2.

A: Die aufgefilhrten GFP-V/VVCA-Fusionsproteine wurden unter Serumentzug in NIH 3T3-Zellen exprimiert. Als Kontrolle
diente die Serumstimulation von GFP-transfizierten Zellen (GFP + FCS). Die subzelluldre Lokalisation von endogenem
MRTF-A wurde durch einen MRTF-spezifischen Antikdrper mit Immunfluoreszenzfarbungen bestimmt. Fir die dar-
gestellten mikroskopischen Aufnahmen wurde ein 63x Ol-Objektiv verwendet. Die GFP-exprimierenden Zellen wurden
durch Pfeile (=) gekennzeichnet. Die zugehorigen Aufnahmen der detektierten GFP-Proteine sowie der mit DAPI
angefarbten DNA sind in Anhang 2 aufgefiihrt. Der angegebene scale bar entspricht einer Gréfie von 20 um. B: Dargestellt
ist die Quantifizierung von (A). Die subzelluldre Lokalisation (hauptsdchlich zytoplasmatisch (weil) oder hauptséchlich
nukleér (schwarz)) von MRTF-A wurde in 50 GFP-positiven Zellen der jeweils verwendeten Proteine pro durchgefihrter
Immunfluoreszenzanalyse untersucht. Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n = 4) sowie die statistische Signifikanz des
ungepaarten Zweistichproben t-Tests in Bezug auf die unstimulierte GFP-Kontrolle mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p <
0,001.

Die subzellulére Lokalisation von MRTF-A wurde auBerdem durch Auszéhlung der GFP-
positiven Zellen analysiert, welche MRTF-A entweder hauptsachlich im Zytoplasma oder
hauptsachlich im Kern aufwiesen. Die quantitative Auswertung ergab, dass die Uberex-

pression der WH2-Domanen von N-WASP in einem Viertel der Zellen zu einer nukleéren

Akkumulation von MRTF-A flihrte, wohingegen eine deutlich starkere Kernlokalisation von
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MRTF-A in Cobl-V(B)- oder Spire2-V(B)-exprimierenden Zellen beobachtet werden konnte
(Abb. 12B). Eine mit einer durch Serumstimulation induzierte, vergleichbare Translokation
von MRTF-A in den Zellkern wurde in Anwesenheit der CA-Region fir die WH2-Domanen
von N-WASP und WAVE?2 detektiert (Abb. 12B).

Die generierten GFP-NLS-V/VCA-Fusionsproteine konnten nahezu ausschliefflich im Zell-
kern detektiert werden (Anhang 3). In seltenen Fallen wurde eine zusétzlich im Zytoplasma
auftretende Lokalisation der GFP-Proteine beobachtet (Daten nicht gezeigt). In Bezug zu den
bisherigen Ergebnissen konnte nukledres MRTF-A auch nach Transfektion von kernloka-
lisierten WH2-Domanen von N-WASP, WAVEZ2, Cobl und Spire2 nachgewiesen werden
(Abb. 13A). Im Vergleich zu GFP-Kontrollzellen wurde ein signifikanter Anstieg von
nukledrem MRTF-A dabei nur in Cobl-NLS-V(B)- und Spire2-NLS-V(B)-exprimierenden
Zellen detektiert (Abb. 13B). Eine Translokation von MRTF-A in den Zellkern wurde auch
unter Verwendung der NLS-VCA-Fragmente von N-WASP und WAVE?2 beobachtet, welche
im Vergleich zu den zugehdrigen isolierten WH2-Doménen eine starkere nukledre Akku-
mulation von MRTF-A in ca. 45% der Zellen aufwiesen (Abb. 13).

In Ubereinstimmung mit den Daten der SRF-Aktivitatsassays war jedoch nach Fusion mit
einem Kernlokalisationssignal und einer damit verbundenen forcierten Kernlokalisation ein
deutlich geringerer Einfluss der GFP-V/VCA-Proteine auf die nukledre Translokation von
MRTF-A nachweisbar (vgl. Abb. 12 und Abb. 13). Die genaue Abtrennung zwischen der
Wirkung von WH2-Doménen im Zytoplasma und im Zellkern ist mit den generierten GFP-
Fusionsproteinen ohne nukledres Lokalisationssignal nicht moglich. Proteine mit einem
Molekulargewicht bis ca. 40 kDa koénnen durch passive Diffusion in den Zellkern gelangen
(Terry et al., 2007). Aufgrund ihrer geringen Grolie lagen die GFP-V/VCA-Fusionen somit
ubiquitér in der Zellen verteilt vor (Anhang 2, siehe auch Anhang 5).
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Abbildung 13: Subzelluldre Lokalisation von endogenem MRTF-A nach Expression von GFP-NLS-V/VCA-
Fusionsproteinen.

A: Nach Transfektion der nukleér-lokalisierten WH2-Varianten von N-WASP, WAVE?2, Cobl und Spire2 in NIH 3T3-Zellen
erfolgte die Bestimmung der subzelluldren Lokalisation von endogenem MRTF-A durch einen MRTF-spezifischen
Antikorper mittels Immunfluoreszenzfarbungen. Vergleichend dazu wurden unstimulierte (GFP) und stimulierte (GFP +
FCS) GFP-Kontrollzellen untersucht. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem 63x Ol-Objektiv aufgenommen.
Die Kennzeichnung der GFP-positiven Zellen erfolgte durch Pfeile (=). Im Anhang 3 sind die zugehdrigen mikroskopischen
Aufnahmen nach Detektion von GFP sowie der DNA (DAPI) aufgefiihrt. Der angegebene scale bar entspricht einer GroRe
von 20 pm. B: Die subzelluldre Lokalisation von MRTF-A (A) wurde in jeweils 50 GFP-positiven Zellen pro verwendetem
Fusionsprotein und durchgefiihrter Immunfluoreszenzfarbung bestimmt. Die Einteilung erfolgte in hauptsachlich
zytoplasmatisches (weil}) oder hauptsdchlich nukleéres (schwarz) endogenes MRTF-A. Dargestellt sind Fehlerbalken des
SEM (n = 3) sowie die statistische Signifikanz des ungepaarten Zweistichproben t-Tests in Bezug auf die unstimulierte GFP-
Kontrolle mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p <0,001.

Die bisherigen Daten zeigten, dass (berexprimierte GFP-V-Fusionsproteine zu einer
nukledren Akkumulation von MRTF-A fuhren konnten. Auch isolierte WH2-Domanen von
JMY induzierten eine Translokation von endogenem MRTF-A in den Zellkern, welche mit
dem bereits fiir die WH2-Domanen von N-WASP oder WAVE?2 beschriebenen Anstieg von
nukledarem MRTF-A vergleichbar war (vgl. Abb. 12B und Abb. 14).
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Abbildung 14: Nukleare Akkumulation von endogenem MRTF-A nach Uberexpression von GFP-JMY-V/VVVCA-
Fusionsproteinen.

A: Die dargestellten IMY-WH2-Varianten wurden unter unstimulierten Bedingungen in NIH 3T3-Zellen transfiziert. Nach
Serumstimulation von GFP-Kontrollzellen (GFP + FCS) wurde die subzelluldre Lokalisation von MRTF-A durch einen
MRTF-spezifischen Antikdrper anhand von Immunfluoreszenzfarbungen bestimmt. Fir die mikroskopischen Aufhahmen
wurde ein 63x Ol-Objektiv verwendet und die GFP-positiven Zellen durch Pfeile () gekennzeichnet. Eine vollstiandige
Ubersicht der dieser Abbildung zugrundeliegenden Aufnahmen ist im Anhang 4 aufgefiihrt. Der angegebene scale bar
entspricht einer Groe von 20 um. B: Dargestellt ist die Quantifizierung der subzelluldren Lokalisation (hauptsachlich
zytoplasmatisch (weiR) oder hauptsachlich nukledr (schwarz)) von MRTF-A (A) nach Uberexpression der angegebenen
Fusionsproteine. 50 GFP-positive Zellen wurden pro verwendetem Konstrukt und durchgefiihrter Immunfluoreszenzanalyse
analysiert. Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n = 3) sowie die statistische Signifikanz des ungepaarten Zweistichproben
t-Tests in Bezug auf die unstimulierte GFP-Kontrolle mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001.

Die nach Uberexpression von JMY-V/VVVCA-Fusionsproteinen beobachtete nukleare
Akkumulation von endogenem MRTF-A korrelierte mit deren differierenden Aktivierungs-
potential des Luziferase-Reportergenassays (vgl. Abb. 10A und Abb. 14, Anhang 4). Dabei
wurde der geringste Effekt fir IMY-V(C) und der starkste Effekt fir IMY-V(B) detektiert

(Abb. 14B). Nach Uberexpression von JMY-Varianten, welche aus mindestens zwei WH2-

Doménen bestanden, konnte ein deutlicher Anstieg der Kernlokalisation von MRTF-A be-
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obachtet werden (Abb. 14). Die quantitative Auswertung ergab, dass bereits 50% der JMY -
VV(AB)-exprimierenden Zellen nukledres MRTF-A aufwiesen, wohingegen die Anwesenheit
aller drei WH2-Doménen in etwa 70% der Zellen zu einer Akkumulation von MRTF-A im
Zellkern flhrte (Abb. 14B). Dieser Effekt konnte durch die Anwesenheit der CA-Region nicht
wesentlich gesteigert werden, weshalb die Wirkung von JMY auf die Lokalisation von

MRTF-A vermutlich hauptsachlich auf dem Aktivierungspotential der WH2-Doménen beruht.

Zusammenfassend konnte eine nukledre Translokation von endogenem MRTF-A nach
Uberexpression verschiedener WH2-Fusionen bereits unter unstimulierten Bedingungen
detektiert werden. Die Kernlokalisation ausgewahlter V/VVCA-Proteine resultierte in einem
schwécheren Einfluss auf die subzellulére Lokalisation von MRTF-A. Diese wird vermutlich
eher durch zytoplasmatische WH2-Regionen vermittelt. Aufgrund der fehlenden poly-
merisationsfordernden Aktivitat der isolierten WH2-Doménen ist anzunehmen, dass deren
Wirkung auf die Akkumulation von MRTF-A in den Zellkern nicht durch eine verstarkte
Filamentbildung bedingt wird.

3.3. Kompetitionsanalysen von MRTF-A und WH2-Doméanen um
die Bindung an Aktin

3.3.1. Dissoziation immunprazipitierter Komplexe von Flag-Aktin-WT und
MRTF-A durch rekombinante GST-V/VCA-Fusionsproteine

Die direkte Interaktion von MRTF-A und monomeren G-Aktin wird Uber die N-terminale
RPEL-Domane von MRTF-A vermittelt und kann sowohl in Zellen als auch in einer zellfreien
Umgebung mittels gereinigter Proteine nachgewiesen werden (Miralles et al., 2003; Posern et
al., 2004). Die entstehenden Komplexe weisen bis zu finf, an ein MRTF-A-Protein
gebundene Aktinmonomere auf (Mouilleron et al., 2011). Die hydrophobe Oberflache Aktins
zwischen Subdoméne 1 und 3 ist dabei nicht nur Bindungsstelle der RPEL-Motive von
MRTF-A, sondern wird gleichermallen flr die Interaktion mit WH2-Domanen von Aktin-
bindeproteinen bendtigt (Abb. 1B; Mouilleron et al., 2008).

Eine daraus resultierende mogliche Kompetition beider Faktoren um die Bindung an Aktin,
welche die Grundlage fiir die beobachtete MRTF-SRF-Aktivierung sein konnte, wurde mit
Hilfe von Ko-Immunprézipitations-(Ko-IP)-experimenten néher untersucht. Dafiir wurde
Flag-getaggtes Aktin zusammen mit MRTF-A in NIH 3T3-Zellen unter Serumentzug ko-
exprimiert. Nach der Zelllyse erfolgte die Prazipitation der Flag-Aktin:MRTF-A-Komplexe
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mit Hilfe von magnetischen anti-Flag M2 beads unter Zugabe bakteriell exprimierter GST-
V/VVCA-Fusionsproteine (Abb. 15). Der Einfluss der WH2-Domadnen auf die Komplexdisso-

ziation wurde im Anschluss mittels Western Blot-Verfahren untersucht.
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Abbildung 15: Schematische Ubersicht der durchgefiihrten Ko-Immunprazipitationsexperimente.

Die Prazipitation zelluldrer Flag-Aktin:MRTF-A-Komplexe wurde unter Zugabe von gereinigten WH2-Varianten aus
N-WASP, WAVE2, Cobl, Spire2 und JMY untersucht. Die Menge der Aktin-gebundenen Proteine wurde anschlieRend
anhand von Western Blots detektiert. Abbildung modifiziert nach Weissbach & Schikora et al. (2016).

Wie in Abbildung 16 dargestellt, wurde die Wirkung der V/VCA-Regionen von N-WASP (A)
und WAVE?2 (B) sowie die der zweiten WH2-Doméne von Cobl (C) und Spire2 (D) auf die
Menge von Flag-Aktin-Wildtyp (WT)-gebundenem Gesamtlangen-MRTF-A (MRTF-A-f.l.-
HA) untersucht. Neben den préazipitierten Proteinproben (IP: Flag-Aktin) wurde zudem das
Ausgangsmaterial (Input) als Kontrolle auf das Gel aufgetragen. Die Detektion der Proteine
erfolgte durch die entsprechenden Tag- bzw. proteinspezifischen Antikdrper. Als Negativ-
kontrolle wurde die Menge von Aktin-WT-gebundenem MRTF-A-f.l.-HA in An- und Abwe-
senheit von gereinigtem GST untersucht. Wie in Abbildung 16A-D gezeigt, hatte gereinigtes
GST keinen Einfluss auf die prazipitierten Aktin-WT:MRTF-A-Komplexe (vgl. Spur 1 und
2). Nach Zugabe der WH2-Doménen von N-WASP (GST-N-WASP-VV(AB)) wurde eine
deutliche Reduktion von gebundenem MRTF-A-f.I.-HA beobachtet, wohingegen die zuge-
horige VCA-Region einen schwéacheren Effekt aufwies (Abb. 16A). Die Quantifizierung der
Bandenintensitdten von MRTF-A ergab, dass die isolierten WH2-Domanen von N-WASP
sowie GST-N-WASP-VV(AB)CA die Menge der prézipitierten Komplexe von Aktin-WT und
MRTF-A im Vergleich zur GST-Kontrolle um 60% und 30% reduzierten (Abb. 16E).

Durch die Zugabe von GST-WAVE2-V wurde die Bindung von MRTF-A-f.l.-HA an Flag-
Aktin-WT um 20% verringert (Abb. 16B, E). Im Vergleich dazu konnte in Anwesenheit der
CA-Region (GST-WAVEZ2-VCA) eine weitere Reduktion von prazipitiertem MRTF-A-f.l.-
HA detektiert werden (Abb. 16B). In Bezug auf die GST-Kontrolle wurde eine Verringerung
der Aktin-WT:MRTF-A-Komplexe um 35% beobachtet (Abb. 16E).
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Abbildung 16: Reduktion inhibitorischer Flag-Aktin-WT:MRTF-A-Komplexe durch die Zugabe von GST-V/VCA-

Fusionsproteinen.
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A-D: Nach Ko-Transfektion von Flag-Aktin-WT und MRTF-A-fl.-HA in NIH 3T3-Zellen erfolgte ein 24-stiindiger
Serumentzug. AnschlieBend wurden Flag-Aktin-WT:MRTF-A-Komplexe durch magnetische anti-Flag M2 beads in
Anwesenheit der rekombinanten GST-V/VCA-Varianten aus N-WASP (A), WAVE2 (B), Cobl (C) und Spire2 (D) prazi-
pitiert. Als Kontrolle wurde gereinigtes GST eingesetzt. Dargestellt sind die korrespondierenden Western Blots der Immun-
prazipitation (IP: Flag-Aktin) und des Ausgangsmaterials (Input). Die Proteine wurden mit Hilfe von anti-HA-, anti-Flag-,
anti-GST- und anti-a-Tubulin-Antikorpern detektiert. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben. E: Dargestellt ist die
Quantifizierung von Aktin-WT-gebundenem MRTF-A in Anwesenheit der GST-Fusionsproteine. Die Berechnung erfolgte
unter Beriicksichtigung der prézipitierten und eingesetzten Menge von MRTF-A, welche im Verhéltnis zum prazipitierten
Flag-Aktin bestimmt wurde. Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n > 3) sowie die statistische Signifikanz des
Einstichproben t-Tests in Bezug auf die GST-Kontrolle (GST = 1) mit * p < 0,05, ** p <0,01 und *** p <0,001.

Wie in Abbildung 16C und D gezeigt, konnte unter Verwendung der zweiten WH2-Domane
von Cobl (C) sowie von Spire2 (D) eine starke Reduktion von prézipitiertem MRTF-A-f.I.-
HA im Vergleich zur GST-Kontrolle detektiert werden. Die Quantifizierung ergab eine Ver-
ringerung der Aktin-WT:MRTF-A-Komplexe um ca. 50% fur GST-Cobl-V(B), wohingegen
die Zugabe von GST-Spire2-V(B) die Menge von Aktin-WT-gebundenem MRTF-A-f.I.-HA
um tber 90% reduzierte (Abb. 16E).

Wie in Abbildung 16E gezeigt wird, wiesen die verwendeten GST-V/VCA-Fusionsproteine
ein unterschiedliches Potential auf, die Menge der prazipitierten Aktin-WT:MRTF-A-
Komplexe zu reduzieren. Dabei hatte die Zugabe der WH2-Domane von WAVE2 den
geringsten und die Zugabe der zweiten WH2-Domaéne von Spire2 den stéarksten Effekt. Die
starke Variation zwischen den einzelnen WH2-Doménen konnte darauf hinweisen, dass deren
Funktion in Bezug auf die Komplexdissoziation durch die Aminoséuresequenz und den

daraus resultierenden Bindungseigenschaften bestimmt wird (Anhang 1).

Aullerdem wurde der Einfluss isolierter IMY-V/VVVCA-Fusionen auf die Dissoziation von
Aktin-WT:MRTF-A-Komplexen untersucht (Abb. 17). Da eine Reinigung aufgrund der
starken Degradation nicht moéglich war, erfolgte die Zugabe der GST-Protein-enthaltenden
Zellextrakte nach deren Expression in Escherichia coli (E. coli) BL21 (DE3) Rosetta-Zellen.
GST-JMY-VV(AB) konnte jedoch wegen unzureichender Expression der intakten Gesamt-
langen-WH2-Domanen nicht eingesetzt werden. Fir die Analyse wurden die prazipitierten
Proteinproben (IP: Flag-Aktin) und das Ausgangsmaterial (Input) auf das Gel aufgetragen.
Als Kontrolle wurde GST-Lysat eingesetzt.

Wie in Abbildung 17A dargestellt, konnte nach Zugabe der isolierten WH2-Domaénen von
JMY keine Verdnderung der gebundenen MRTF-A-f.I.-HA-Menge detektiert werden. Da-
gegen wurde fir JMY-Varianten, welche mindestens zwei WH2-Domanen besalen, eine
deutliche Reduktion der prazipitierten Aktin-WT:MRTF-A-Komplexe nachgewiesen. Dieser
Effekt konnte auch in Anwesenheit der CA-Region beobachtet werden (Abb. 17A). Aul3er-

dem wurde unter Bertcksichtigung des eingesetzten Ausgangsmaterials gezeigt, dass die

65



Ergebnisse

einzelnen, isolierten WH2-Domanen mit unterschiedlicher Affinitat an Flag-Aktin-WT binden
(Abb. 17A). Die Quantifizierung ergab, dass die Menge von Aktin-WT-gebundenem
MRTF-A-f.I.-HA im Vergleich zur GST-Kontrolle durch Zugabe von GST-JMY-
VV(BC), -VVV(ABC) und -VVV(ABC)CA um etwa 65-90% reduziert wurde, wohingegen
isolierte WH2-Domanen keinen Einfluss hatten (Abb. 17B). Diese Ergebnisse konnten auch
in einem weiteren Ko-Immunprézipitationsexperiment mit geringfigig verénderten Be-

dingungen reproduziert werden.
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Abbildung 17: Dissoziation inhibitorischer Flag-Aktin-WT:MRTF-A-Komplexe nach Zugabe aus JMY isolierter
GST-WH2-Varianten.

A: NIH 3T3-Zellen wurden zunédchst mit Flag-Aktin-WT und MRTF-A-f.l.-HA transfiziert und 24 h unter unstimulierten
Bedingungen inkubiert. Nach Zelllyse erfolgte die Zugabe der angegebenen GST/-JIMY-V/VVVCA-enthaltenden E. coli
Rosetta-Lysate und die Prézipitation der Proteine durch magnetische anti-Flag M2 beads. Die Western Blots zeigen die mit
den dargestellten Tag- bzw. proteinspezifischen Antikdrpern detektierten Proteine der Immunprézipitation (IP: Flag-Aktin)
und des Ausgangsmaterials (Input). Die mit einem Stern (*) markierte Proteinbande konnte auf eine unspezifische Reaktion
des GST-Antikdrpers mit endogenen E. coli-Proteinen zuriickgefiihrt werden. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben.
B: Dargestellt ist die Quantifizierung von (A). Durch Flag-Aktin-WT gebundenes MRTF-A wurde unter Beriicksichtigung
der prézipitierten und eingesetzten Menge von MRTF-A sowie der Menge des prézipitierten Flag-Aktins berechnet.
Dargestellt ist die Bindung von MRTF-A an Flag-Aktin-WT in Anwesenheit der dargestellten GST-IMY-V/VVVCA-
Fusionsproteine in Bezug auf die auf 1 gesetzte GST-Kontrolle (n = 1).
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Anhand dieser Daten wurde gezeigt, dass auch JMY -Fusionsproteine, welche aus mindestens
zwei WH2-Doménen bestehen, eine Dissoziation von Aktin-WT:MRTF-A-Komplexen in-
duzieren. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass ein schwaches Kompetitions-
potential der isolierten WH2-Varianten (JMY-V(A, B oder C)) als Grundlage fiir die beob-
achtete geringfligige MRTF-SRF-Aktivierung durch die experimentellen Bedingungen wie
z.B. den stark schwankenden Mengen der eingesetzten WH2-Regionen nicht erfasst wurde.
Fur den Nachweis einer moglichen G-Aktin:MRTF-A-Komplexdissoziation durch die iso-
lierten JMY-V-Varianten sollte die exakte Konzentrationsbestimmung der WH2-Doménen

unter Verwendung gereinigter Proteine oder isolierter Peptide erfolgen.

3.3.2. Kompetition zwischen der rekombinanten RPEL-Doméne von
MRTF-A und WH2-Fusionsproteinen um die Bindung an monomeres
Aktin

Bisher konnte gezeigt werden, dass isolierte GST-V/VCA-Fusionsproteine zu einer Disso-
ziation von Aktin:MRTF-A-Komplexen fuhren (3.3.1). Da die zwischen Subdomane 1 und 3
liegende hydrophobe Oberflache von G-Aktin Bindestelle fir WH2-Domanen aber auch fiir
die RPEL-Motive von MRTF-A ist (Mouilleron et al., 2008), sollte die Wirkung der isolierten
RPEL-Doméne von MRTF-A auf die WH2-Aktin-Interaktion untersucht werden.

Wie in Abbildung 18 schematisch dargestellt, wurden gereinigte GST-V/VCA-Fusionen an
GSH-beads immobilisiert und die Bindung von monomerem Aktin unter Zugabe ansteigender
Mengen der MRTF-A-RPEL-Domaéne analysiert.

’/*

Abbildung 18: Schematische Darstellung der durchgefiihrten GST pulldown-Experimente.

Nach Zugabe der rekombinanten RPEL-Doméne von MRTF-A wurde die Bindung von Aktin an immobilisierte GST-
V/VCA-Varianten aus N-WASP, WAVE2, Cobl oder Spire2 mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens analysiert. Monomeres
G-Aktin wurde dabei entweder aus Zellen extrahiert oder in biotinylierter Form zugegeben. Abbildung modifiziert nach
Weisshach & Schikora et al. (2016).
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3.3.2.1. Einfluss der rekombinanten RPEL-Doméane von MRTF-A auf die Prazipitation
von endogenem G-Aktin durch GST-V/VCA-Fusionen
Exemplarisch sind in Abbildung 19A die Ergebnisse eines GST pulldowns dargestellt, in dem
die Prézipitation von endogenem B-Aktin durch GST-N-WASP-VV(AB) in Anwesenheit der
rekombinanten RPEL-Domane von MRTF-A (MRTF-A(2-261)) untersucht wurde. Anhand
von Kiristallisationsstudien konnte gezeigt werden, dass MRTF-A aufgrund von drei RPEL-
Motiven und den dazwischenliegenden Linkerregionen bis zu fiinf Aktinbindestellen aufweist
(Mouilleron et al., 2011), wohingegen eine WH2-Domane nur ein Aktinmonomer binden
kann. Daher wurden molare Mengenverhéltnisse von 0,4:1 und 1:1 von MRTF-A(2-261) zu
GST-N-WASP-VV(AB) verwendet. Die prazipitierten Proteinproben (GST pulldown) sowie
das eingesetzte MRTF-A(2-261) (Input) wurden auf das Gel aufgetragen und die Proteine

anhand der entsprechenden Tag- bzw. proteinspezifischen Antikdrper detektiert.
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Abbildung 19: Differenzielle Kompetition von MRTF-A(2-261) mit préazipitierten GST-V/VCA:Aktin-Komplexen.

A: Aus NIH 3T3-Zellen extrahiertes, monomeres G-Aktin wurde mit der RPEL-Doméne von MRTF-A (MRTF-A(2-261))
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Prézipitation von B-Aktin durch die an GSH beads immobilisierten WH2-Doménen von
N-WASP. MRTF-A(2-261) wurde in einem molaren Mengenverhdltnis von 0,4:1 und 1:1 in Bezug zu GST-N-WASP-
VV(AB) eingesetzt. Dargestellt sind die Western Blots der prazipitierten Proteinproben (GST pulldown) und dem ein-
gesetzten Ausgangsmaterial (Input) von MRTF-A(2-261). Die Analyse der N-WASP-VV(AB)-gebundenen Menge von
B-Aktin wurde auf demselben Immunoblot durchgefiihrt. Die Detektion der Proteine erfolgte mit Hilfe von anti-B-Aktin-,
anti-GST- und anti-MRTF-A(2-261)-Antikdrpern. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben. B: Die Menge von GST-
V/VCA-gebundenem [B-Aktin wurde unter Zugabe ansteigender molarer Mengen von MRTF-A(2-261) bestimmt. Dargestellt
sind Fehlerbalken des SEM (n = 3) sowie die statistische Signifikanz des Einstichproben t-Tests in Bezug auf die auf 1
gesetzte Kontrolle ohne MRTF-A(2-261)-Zugabe mit * p < 0,05 und *** p < 0,001.

Wie in Abbildung 19A zu erkennen ist, wurde eine deutliche Reduktion von WH2-ge-
bundenem G-Aktin bereits nach Zugabe der rekombinanten RPEL-Domane in einem molaren
Verhaltnis von 0,4:1 (MRTF-A(2-261):GST-N-WASP-VV(AB)) im Vergleich zur Kontrolle

beobachtet. Eine weitere Verringerung des prézipitierten B-Aktins konnte unter Verwendung
aquimolarer Mengen (1:1) der WH2-Domanen von N-WASP und MRTF-A(2-261) detektiert
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werden (Abb. 19A). Die Quantifizierung ergab, dass ansteigende molare Mengen der rekom-
binanten RPEL-Domaéne zu einer Verringerung des GST-N-WASP-VV(AB)-gebundenen
Aktins um ca. 40% (0,4:1) und 70% (1:1) im Vergleich zur Kontrolle ohne MRTF-A(2-261)
fihrten (Abb. 19B). Ein ahnlicher Effekt konnte unter Verwendung der zugehérigen VCA-
Region nachgewiesen werden.

Wie in Abbildung 19B gezeigt, wurde auch fur GST-WAVEZ2-V eine dosisabhéngige Re-
duktion des prazipitierten G-Aktins um 30-60% nach Zugabe von MRTF-A(2-261) detektiert.
Dagegen wurde in Anwesenheit der CA-Region ein schwécheres Kompetitionspotential der
RPEL-Doméne um die Aktinbindung beobachtet. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass
die Zugabe ansteigender molarer Mengen von MRTF-A(2-261) keine signifikante Wirkung
auf die Prazipitation von endogenem B-Aktin durch die WH2-Doménen von Cobl oder Spire2
hatte (Abb. 19B). Diese Daten kdnnten darauf hinweisen, dass das Kompetitionspotential der
verwendeten WH2-Fusionsproteine und MRTF-A(2-261) aus deren unterschiedlichen Affi-

nitaten zu Aktin resultiert.

3.3.2.2. Direkte Kompetition von MRTF-A(2-261) mit WH2:Aktin-Komplexen

Um einen moglichen Einfluss zelluldrer Faktoren auf die Kompetition zwischen MRTF-A und
WH2-Doménen um die Aktinbindung auszuschlieBen, wurden GST pulldown-Experimente
mit gereinigten Proteinen durchgefuhrt. Da sich WH2-Doménen in ihrer Wirkung auf
Aktin:MRTF-A-Komplexe stark unterschieden, wurde GST-WAVEZ2-V als schwacher Akti-
vator sowie GST-Spire2-V(B) als starker Aktivator fur die Analyse eingesetzt. Als Kontrolle
wurde gereinigtes GST verwendet. Unter Zugabe von 0-10 pg MRTF-A(2-261) wurde die
Bindung von biotinyliertem Aktin an die GST-V-Fusionsproteine mit Hilfe des Western Blot-
Verfahrens bestimmt (Abb. 20, GST pulldown). Zur Detektion ungebundener Proteine wurden
zudem Proben des Durchflusses aufgetragen.

Wie in Abbildung 20A dargestellt, konnte biotinyliertes Skelettmuskelaktin durch die WH2-
Domane von WAVE2, aber nicht durch die GST-Kontrolle prazipitiert werden. Im Vergleich
zu der eingesetzten Menge von Biotin-Aktin wurde jedoch nur ein geringer Teil durch GST-
WAVE2-V gebunden. Die Zugabe von 0,1-10 pg der rekombinanten RPEL-Doméne von
MRTF-A fiihrte zu einer deutlichen Reduktion des prézipitierten Biotin-Aktins (Abb. 20A).
Dabei verringerte sich die Anzahl der GST-WAVE2-V:Aktin-Komplexe um bis zu 70%,
wohingegen die Menge an ungebundenem biotinylierten Aktin anstieg (Abb. 20C, D).
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Abbildung 20: Kompetition von MRTF-A(2-261) mit den GST-WH2-Domanen aus WAVE2 und Spire2 um die
Bindung an biotinyliertes Skelettmuskelaktin.

A, B: Dargestellt sind die Western Blot-Resultate des GST pulldowns von Biotin-Aktin durch die GST-V-Fusionen von
WAVE2 (A) und Spire2 (B) unter Zugabe von 0-10 pg der rekombinanten RPEL-Doméne von MRTF-A (MRTF-A(2-261)).
Gereinigtes GST wurde als Negativkontrolle verwendet. Zudem wurde eine Probe des eingesetzten Biotin-Aktins (50 ng)
aufgetragen. Die Western Blots zeigen die prazipitierten (GST pulldown) und ungebundenen Proteine (Durchfluss). Die
Detektion von Biotin-Aktin erfolgte mit Hilfe eines Alexa Fluor 680-konjugiertem Streptavidins, wohingegen die GST-
Proteine und die rekombinante RPEL-Doméne durch einen anti-GST- und anti-MRTF-A(2-261)-Antikdrper nachgewiesen
wurden. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben. C, D: Die relative Menge von WH2-préazipitierten (C) und
ungebundenen (D) biotinylierten Aktin wurde in An- und Abwesenheit von MRTF-A(2-261) bestimmt. Dargestellt sind
Fehlerbalken des SEM (n = 3) sowie die statistische Signifikanz des Einstichproben t-Tests in Bezug auf die auf 1 gesetzte
Kontrolle ohne MRTF-A(2-261)-Zugabe mit * p < 0,05 und ** p <0,01.

Nach Immobilisierung der WH2-Domane (B) von Spire2 konnte nahezu 1/10 der eingesetzten

Menge von Biotin-Aktin prazipitiert werden (Abb. 20B). Im Vergleich zu der WH2-Domane
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von WAVE?2 wies GST-Spire2-V(B) somit bereits in Abwesenheit von MRTF-A(2-261) eine
deutlich hohere Affinitat zu Aktin auf (Abb. 20A, B). Nach Zugabe ansteigender Mengen von
MRTF-A(2-261) konnte eine dosisabhéngige Zunahme des ungebundenen Biotin-Aktins
beobachtet werden, wohingegen die Menge an prézipitierten Aktin nahezu unveréndert blieb
(Abb. 20B, C, D). Mdglicherweise konnten die geringfligigen Unterschiede in der Menge des
gebundenen biotinylierten Skelettmuskelaktins durch die hohe Affinitat dieser WH2-Doméne
zu Aktin und der zu geringen Sensitivitat des Assays nicht detektiert werden.

Anhand dieser Daten konnte eine direkte Kompetition der rekombinanten RPEL-Doméne von
MRTF-A und den isolierten WH2-Doménen von WAVE2 und Spire2 um die Bindung an

monomeres Aktin gezeigt werden.

Zusammenfassend wurde in Ko-Immunprézipitations- (3.3.1) und GST pulldown-Experi-
menten (3.3.2) nachgewiesen, dass MRTF-A und aus unterschiedlichen Aktinbindeproteinen
isolierte WH2-Regionen um die Interaktion mit G-Aktin konkurrieren. Durch Zugabe der re-
kombinanten GST-V/VCA-Fusionsproteine nach Zelllyse bzw. unter ausschlieBlicher Ver-
wendung gereinigter Komponenten kann eine Aktinnukleation durch die WH2-Domanen als

zugrundeliegender Mechanismus der Komplexdissoziation ausgeschlossen werden.

3.4. Untersuchungen zum Ausschluss einer WH2-vermittelten
Aktinpolymerisation als Grundlage fur die Aktivierung des
MRTF-SRF-Signalweges

In bisherigen Studien wurde gezeigt, dass die Aktivierung des MRTF-SRF-Signalweges mit
der Modulation der zelluldren Aktindynamik korreliert (Sotiropoulos et al., 1999; Miralles et
al., 2003). Dabei spielen die WH2-Regionen der verwendeten Aktin-Nukleatoren eine groRe
Rolle in der Gestaltung des Aktinzytoskeletts. Deshalb sollte untersucht werden, ob eine
durch die GFP-V/VCA-Fusionsproteine induzierte Polymerisation von monomeren G- zu
filamenttdsen Aktin (F-Aktin) Grundlage fiir die beobachtete MRTF-SRF-AKktivitat war.

3.4.1. Kein Einfluss der N-terminalen GFP-Fusion auf die WH2-induzierte
MRTF-SRF-Aktivitat

Es ist bereits bekannt, dass eGFP und andere GFP-Varianten unter bestimmten Bedingungen
wie z.B. einer hohen Proteinkonzentration zur Ausbildung von Dimeren neigen (Zacharias et
al., 2002; Snapp et al., 2003). Anhand von Gelfiltrations- und Dichtegradientenzentri-

fugationsexperimenten wurde jedoch gezeigt, dass aus Aequorea coerulescens isoliertes GFP
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eine monomere Struktur aufweist (Produktdatenblatt pAcGFP1, Takara Bio Europe S.A.S.).
Durch eine Dimerisierung des N-terminalen eGFPs ware die Bildung von WH2-basierten
Nukleationskeimen moglich, die zu einer aktivierten Aktinpolymerisation und einer damit
verbundenen MRTF-SRF-Induktion fiihren kénnten. Deshalb wurde zusétzlich das pAcGFP1-
C2-Vektorssystem verwendet, da die entstehenden AcGFP-V/VCA-Fusionsproteine als Mo-
nomere vorliegen (Abb. 6). Im Anschluss sollte die Wirkung der WH2-Doméanen mit N-ter-
minaler GFP- und AcGFP-Fusion auf die MRTF-SRF-AKktivitat untersucht werden.
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Abbildung 21: Vergleichbare Aktivierung des MRTF-abhangigen SRF-Reporters nach Expression von GFP- und
AcGFP-V/VCA-Fusionsproteinen.
A: NIH 3T3-Zellen wurden mit den dargestellten \V/VVCA-Varianten sowie den Reporterplasmiden p3D.A.-Luc und pRL-TK
unter Serumentzug transfiziert. Die Stimulation der Kontrollzellen (+ FCS) erfolgte mit 15% (v/v) FCS fur 7 h. Zur
Bestimmung der relativen SRF-Aktivitdt wurde die gemessene Firefly- auf die Renilla Luziferase Aktivitat normalisiert.
Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n = 3) sowie die statistische Signifikanz des Einstichproben t-Tests in Bezug auf die
jeweilige GFP- oder AcGFP-Leervektorkontrolle (GFP/ACGFP = 1) mit * p < 0,05 und ** p < 0,01. Die Analyse mit Hilfe
eines ungepaarten Zweistichproben t-Tests ergab keine statistische Signifikanz im Vergleich zwischen den GFP- und den
zugehorigen AcGFP-Fusionsproteinen (Daten nicht gezeigt). B: Dargestellt ist der Western Blot der in (A) gemessenen
Lysate zur Kontrolle der AcGFP-V/VCA-Expression, welche mit Hilfe eines anti-GFP-Antikorpers detektiert wurden.
Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben.
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Die AcGFP- und GFP-Fusionen wurden in NIH 3T3-Zellen exprimiert und die Aktivierung
des SRF-Reporters anhand von Luziferase-Reportergenassays bestimmt (Abb. 21A). AuBer-
dem wurde die Expression und korrekte GroRe der AcGFP-Varianten mit Hilfe des Western
Blot-Verfahrens Uberpruft (Abb. 21B).

Wie in Abbildung 21A dargestellt, konnte fir alle V/VCA-Proteine eine signifikante In-
duktion der MRTF-SRF-Aktivitdt in Bezug zur unstimulierten Kontrolle detektiert werden.
Dabei wiesen die AcGFP- und GFP-Fusionsproteine eine vergleichbare Aktivierung des SRF-
Reporters auf. Zwischen den verwendeten AcGFP- und GFP-V/VCA-Varianten wurde nach
statistischer Analyse kein signifikanter Unterschied detektiert (Daten nicht gezeigt).

Daher konnte ein Einfluss der N-terminalen GFP-Fusion auf die beobachtete MRTF-SRF-
Induktion ausgeschlossen werden. Somit wird die Aktivierung der MRTF-SRF-abhangigen
Genexpression Uber die WH2-Doménen selbst und nicht tber die Entstehung von Nuk-

leationskeimen und einer damit verbundenen Filamentneubildung vermittelt.

3.4.2. Analyse des Aktinzytoskeletts nach Expression von isolierten WH2-

Fusionsproteinen

Eine Mdglichkeit, eine Veranderung in der Bildung von Aktinfilamenten (Stressfasern) nach-
zuweisen, ist die spezifische Anfarbung von F-Aktin mit dem fluoreszenzmarkierten Phallo-

toxin Phalloidin.

Die GFP-V/VCA-Fusionsproteine mit und ohne nukledrem Lokalisationssignal (NLS) wurden
in NIH 3T3-Zellen unter Serumentzug exprimiert und das Aktinzytoskelett mit Hilfe von Im-
munfluoreszenzfarbungen durch den F-Aktin-Marker Phalloidin analysiert (Abb. 22, Abb. 23,
Anhang 5, Anhang 6). Dabei wurden fir die mikroskopischen Aufnahmen gleiche Be-
lichtungszeiten verwendet.

Waéhrend die unstimulierte GFP-Kontrolle ein diffuses Phalloidinsignal mit einer geringen
Anzahl von Aktinfilamenten aufwies, konnte nach Serumstimulation (GFP + FCS) eine deut-
liche Zunahme von Stressfasern beobachtet werden (Abb. 22, Abb. 23). Zellen, welche die
isolierten WH2-Doménen aus N-WASP, WAVEZ2, Cobl und Spire2 exprimierten, wiesen im
Vergleich zu den untransfizierten Nachbarzellen keine verstarkte Bildung von Aktin-
filamenten auf (Abb. 22). Auch in Anwesenheit der CA-Region von N-WASP und WAVEZ2,
welche flr die Interaktion und Aktivierung der Arp2/3-vermittelten Aktinnukleation bendtigt

werden, konnte keine Zunahme von Stressfasern beobachtet werden (Abb. 22).
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Abbildung 22: Keine erhdhte Bildung von Aktinfilamenten nach Expression der isolierten GFP-V/VCA-
Fusionsproteine aus N-WASP, WAVE2, Cobl und Spire2.

Die dargestellten WH2-Varianten wurden unter Serumentzug in NIH 3T3-Zellen transfiziert. Die Darstellung des
Aktinzytoskeletts erfolgte durch Immunfluoreszenzfarbung mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin. Im Vergleich wurden
unstimulierte und stimulierte (GFP + FCS) GFP-Kontrollzellen untersucht. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden unter
gleichen Bedingungen mit einem 63x Ol-Objektiv aufgenommen. Die GFP-positiven Zellen wurden durch Pfeile (=)
markiert. Die zugehdrigen Aufnahmen von detektiertem GFP, Phalloidin und DAPI sind in Anhang 5 dargestellt. Der
angegebene scale bar entspricht einer Gréfe von 20 pum.

In bisherigen Studien konnte die Existenz filamentoser Aktinstrukturen im Zellkern nach-
gewiesen werden (Baarlink et al., 2013; Kokai et al., 2014). Dagegen fihrte die Expression
der GFP-NLS-V-Fusionsproteine zu keiner Verdnderung des Aktinzytoskeletts im Vergleich
zu den benachbarten, untransfizierten Kontrollzellen (Abb. 23). Auch fur N-WASP-NLS-

VV(AB)CA und WAVE2-NLS-VCA konnte keine verstarkte Bildung von Aktinfilamenten
nachgewiesen werden (Abb. 23).

Aktinz oskelett

Abbildung 23: Unverédndertes Aktinzytoskelett nach Uberexpression von NLS-WH2-Varianten.

Nach Transfektion der aufgefiihrten NLS-V/VCA-Fusionsproteine aus N-WASP, WAVEZ2, Cobl und Spire2 in unstimulierte
NIH 3T3-Zellen erfolgte die Anfarbung von F-Aktin durch fluoreszenzmarkiertes Phalloidin mittels Immunfluoreszenz-
farbungen. GFP-Kontrollzellen (GFP + FCS) wurden mit 15% (v/v) FCS fir 1 h stimuliert. Fiir die mikroskopischen
Aufnahmen wurde ein 63x Ol-Objektiv verwendet und die GFP-exprimierenden Zellen mit Pfeilen (=) gekennzeichnet. Eine
Ubersicht der fiir diese Abbildung verwendeten Aufnahmen ist in Anhang 6 dargestellt. Der angegebene scale bar entspricht
einer GroRe von 20 pm.
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Zusammenfassend wurde nach Expression von GFP-V/VCA-Fusionsproteinen mit und ohne
nukledrem Lokalisationssignal (NLS) keine Zunahme von filamentdsen Aktin beobachtet.
Diese Daten deuten darauf hin, dass die verwendeten WH2-Varianten keine Bildung von

Aktinpolymeren induzieren und die MRTF-SRF-Aktivitat somit direkt beeinflussen kénnten.

3.4.3. Untersuchung des zellularen G-/F-Aktin-Gehalts in Anwesenheit von
GFP-V/VCA-Domanen aus N-WASP, WAVE2, Cobl und Spire2

Aktin-Nukleatoren konnen Uber ihre V/VVCA-Regionen die Entstehung eines neuen Filaments
induzieren, welche in der Abnahme von Aktinmonomeren resultiert. Ein damit einherge-
hender Zerfall der inhibitorischen Komplexe von G-Aktin und MRTF-A konnte Ursache flr
die beobachtete Aktivierung der MRTF-SRF-vermittelten Transkription durch WH2-Fusions-
proteine sein. Aufgrund der Wirkung WH2-enthaltender NPFs wie WASP oder N-WASP
wurde bereits ein direkter Zusammenhang zwischen einer abfallenden Aktinmonomerkonzen-
tration durch verstarkte Filamentbildung und der Induktion von SRF postuliert (Sotiropoulos
et al., 1999). Daher wurde eine durch Aktinpolymerisation vermittelte Reduktion des
G-Aktin-Pools und dem damit verbundenen Anstieg von filamentosen Aktin nach Uberex-
pression der GFP-V/VCA-Fusionsporteine mit Hilfe einer G-Aktin-/F-Aktin-Fraktionierung
untersucht. Bei diesem Verfahren wird zelluldres Aktin nach Extraktion mit Triton X-100 und
anschlieBender Ultrazentrifugation in die l6sliche G-Aktin-Fraktion und die F-Aktin-
enthaltende Pelletfraktion separiert (Posern et al., 2002).

Fur die Analyse wurden die WH2-Varianten von N-WASP, WAVEZ2, Cobl und Spire2 ein-
gesetzt. Nach Expression der GFP-V/VCA-Fusionsporteine in NIH 3T3-Zellen wurde der re-
lative Gehalt von monomerem zu filamentdsem Aktin mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens
bestimmt (Abb. 24). AuRerdem erfolgte die Behandlung der GFP-Kontrollzellen mit Serum
(GFP + FCS) sowie dem Zytoskelettinhibitor Latrunculin B (LatB, GFP + LatB), um Ver-
anderungen der F-Aktin- (FCS) oder G-Aktin (LatB)-Fraktion nachzuweisen. Nach Serum-
stimulation konnte eine geringfugige Reduktion des Verhaltnisses von zelluldrem G- zu
F-Aktin beobachtet werden, wahrend die Zerstérung des Aktinzytoskeletts durch Latrun-
culin B zu einem Anstieg des G-Aktin-Pools flhrte (Abb. 24). AulRerdem wurde gezeigt, dass
die Expression isolierter WH2-Doménen sowie der VCA-Fusionsproteine von N-WASP und
WAVE?2 keine signifikante Anderung des G-Aktin-/F-Aktin-Gehalts im Vergleich zur
unstimulierten GFP-Kontrolle verursachte (Abb. 24).

Zusammenfassend konnte kein Anstieg der zellularen F-Aktin-Fraktion durch Gberexprimierte

GFP-V/VCA-Regionen detektiert werden. Aufgrund der hohen Menge von zelluldarem Aktin
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sowie der Effizienz einer transienten Transfektion kann ein geringer Einfluss der WH2-
Proteine jedoch nicht ausgeschlossen werden. Dennoch ist anzunehmen, dass die Wirkung der
verwendeten V/VCA-Fusionsproteine auf MRTF-SRF nicht hauptséchlich auf einer ver-

starkten Bildung von filamenttsen Aktin basiert.
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Abbildung 24: Fraktionierung von zelluliren G- und F-Aktin nach Uberexpression von GFP-V/VCA-Fusions-
proteinen aus N-WASP, WAVEZ2, Cobl und Spire2.

A: NIH 3T3-Zellen wurden mit den dargestellten GFP-Varianten transfiziert und anschlieend 24 h unter Serumentzug
inkubiert. GFP-Kontrollzellen wurden mit 30% (v/v) FCS (GFP + FCS) oder mit 1 uM Latrunculin B (GFP + LatB)
behandelt. Nach Zellextraktion erfolgte die Trennung der G- und F-Aktin-enthaltenden Fraktion mittels Ultrazentrifugation.
Fir die Analyse wurden gleiche Volumina der Fraktionen aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines B-Aktin- bzw.
GFP-spezifischen Antikorpers. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben. B: Das relative Verhdltnis von G-Aktin- zu
F-Aktin in GFP-V/VCA-exprimierenden Zellen wurde durch Quantifizierung der Western Blots bestimmt. Dargestellt sind
Fehlerbalken des SEM (n = 3) sowie die statistische Signifikanz des ungepaarten Zweistichproben t-Tests in Bezug auf die
unstimulierte GFP-Kontrolle mit *** p <0,001.
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3.4.4. Analyse des Aktinzytoskeletts in JMY-V/VVVCA-exprimierenden

Zellen

Wie bereits beschrieben, wurde nach Uberexpression der isolierten WH2-Varianten aus
N-WASP, WAVEZ2, Cobl und Spire2 keine Zunahme von F-Aktin im Vergleich zu den um-
liegenden, untransfizierten Kontrollzellen beobachtet (Abb. 22). Zuchero et al. (2009) wiesen
jedoch auf eine Beteiligung von JMY und dessen WH2-Doménen bei der Bildung filamen-
toser Aktinstrukturen hin. Daher wurde eine mogliche verstarkte Ausbildung von Stressfasern
durch isolierte IMY-V/VVVCA-Fusionsproteine untersucht (Abb. 25, Anhang 7).
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Abbildung 25: Keine Verédnderung des Aktinzytoskeletts in IMY-V/VVVCA-transfizierten NIH 3T3-Zellen.

Die GFP-Fusionsproteine wurden unter Serumentzug in NIH 3T3-Zellen exprimiert. Nach Stimulation von GFP-Kontroll-
zellen (GFP + FCS) wurden Aktinfilamente mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin durch Immunfluoreszenzfarbungen
nachgewiesen. Die Aufnahmen erfolgten mit einem 63x Ol-Objektiv unter gleichen Bedingungen. Durch Pfeile (=) wurden
GFP-positive Zellen gekennzeichnet. Die zugrundeliegenden Aufnahmen der detektierten GFP-Proteine und der mit DAPI
angefarbten DNA sind in Anhang 7 aufgefiihrt. Der angegebene scale bar entspricht einer GréRe von 20 pum.

Im Gegensatz zu der bereits beobachteten massiven Zunahme F-Aktin-positiver Stressfasern
nach Serumstimulation konnte keine durch einzelne WH2-Doménen (V(A, B oder C)) ver-
mittelte Verénderung des Aktinzytoskeletts nachgewiesen werden (Abb. 25). Auch in An-
wesenheit mehrerer WH2-Doménen sowie dem C-terminalen JIMY-VVV(ABC)CA-Fragment
wurde keine erhdhte Bildung von Stressfasern beobachtet.

Mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen konnte daher gezeigt werden, dass auch isolierte
JMY-V/VVVCA-Fusionsproteine keinen erkennbaren Anstieg von filamentdsem Aktin unter
unstimulierten Bedingungen verursachen. Diese Daten implizieren, dass sowohl einzelne als
auch mehrfache isolierte WH2-Regionen von JMY die MRTF-SRF-AKktivitat nicht indirekt

Uber eine verstarkte Aktinpolymerisation stimulieren.
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3.4.5. Polymerisationsunabhangige Aktivierung der MRTF-SRF-ver-

mittelten Transkription durch WH2-Fusionsproteine

Wie anhand der bisherigen Daten gezeigt werden konnte, fiihrte die Expression von GFP-
V/VCA-Fusionsproteinen aus N-WASP, WAVEZ2, Cobl, Spire2 und JMY zu keiner sicht-
baren Verénderung des Aktinzytoskeletts. Eine Validierung der Ergebnisse erfolgte durch
Messung der SRF-Aktivitdt unter Verwendung des Zytoskelettinhibitors Latrunculin B
(LatB). In vorherigen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Latrunculin B zu einer
Hemmung der G-Aktin:MRTF-A-Komplexdissoziation sowie einer damit verbundenen SRF-
Aktivierung flhrt (Sotiropoulos et al., 1999; Miralles et al., 2003). Zudem wurde nach
Latrunculin B-Behandlung ein Anstieg des zellularen G-Aktin-Pools beobachtet, welcher auf
der Depolymerisation von F-Aktin beruht (Abb. 24). Daher wurde der Einfluss der isolierten

WH2-Varianten auf die SRF-Aktivitat nach Inhibition der Aktinpolymerisation untersucht.

Die GFP-V/VCA-Fusionsproteine aus N-WASP, WAVEZ2, Cobl und Spire2 wurden in NIH
3T3-Zellen exprimiert und die Induktion des SRF-Reporters unter Verwendung ansteigender
Konzentrationen (0,5-1 pM LatB) von Latrunculin B durch Luziferase-Reportergenassays
bestimmt (Abb. 26). In Ubereinstimmung mit vorherigen Daten konnte die SRF-Aktivierung
in serumstimulierten GFP-Kontrollzellen (GFP + FCS) durch Latrunculin B-Behandlung inhi-
biert werden (Abb. 26; Sotiropoulos et al., 1999). Dagegen wurde in Thymosin p4-transfi-
zierten Zellen keine dosisabhéngige Reduktion des SRF-Reporters nach Latrunculin B-Zu-
gabe detektiert. Wie in Abbildung 26 gezeigt, fiihrte die Expression der WH2-Domanen von
N-WASP, WAVEZ2, Cobl und Spire2 auch unter depolymerisierenden Bedingungen zu einem
signifikanten Anstieg der SRF-Aktivitat. Dariiber hinaus konnte in Anwesenheit der Arp2/3-
interagierenden CA-Region sowohl fiir N-WASP-VV(AB)CA als auch fir WAVE2-VCA
eine deutliche Induktion des SRF-Reporters im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-
zellen detektiert werden (Abb. 26). Auch fir die simultan gemessenen isolierten GFP-NLS-V-
Fusionen von Cobl und Spire2 sowie die nuklear-lokalisierten VCA-Regionen von N-WASP
und WAVE2 wurde trotz depolymerisierender Bedingungen ein Anstieg der SRF-Aktivitat
beobachtet (Anhang 8).
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Abbildung 26: Nukleationsunabhangige Induktion der MRTF-SRF-Aktivitat durch isolierte GFP-V/VCA-Varianten
aus N-WASP, WAVE?2, Cobl und Spire2.

Die dargestellten GFP-V/VCA-Regionen und Thymosin f4 wurden mit dem SRF-Reporterplasmid (p3D.A.-Luc) und dem
Renilla Luziferase-Kontrollplasmid (pRL-TK) in NIH 3T3-Zellen unter Serumentzug ko-transfiziert. Anschlieend wurde die
relative SRF-Aktivitdt nach Zugabe von 0,5-1 pM Latrunculin B (LatB) in GFP-V/VCA- und serumstimulierten GFP-
Kontrollzellen (GFP + FCS) bestimmt. Daflrr erfolgte die Normalisierung der gemessenen Firefly- auf die Renilla Luziferase
Luminiszenz. Die Daten der simultan gemessenen nukledr-lokalisierten WH2-Varianten sind im Anhang 8 aufgefiihrt.
Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n = 3) sowie die statistische Signifikanz des Einstichproben t-Tests in Bezug auf die
unbehandelte GFP-Kontrolle (GFP = 1) mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001.

Wie bereits fur die isolierten GFP-V/VCA-Varianten von N-WASP, WAVE?2, Cobl und
Spire2 beschrieben, wurde der Einfluss Uberexprimierter WH2-Varianten von JMY unter de-
polymerisierenden Bedingungen mittels Luziferase-Reportergenassays tberprift (Abb. 27). In
Ubereinstimmung mit den bisherigen Ergebnissen wurde der SRF-Reporter in der unstimu-
lierten und stimulierten GFP-Negativkontrolle durch Latrunculin B-Zugabe gehemmt, wohin-
gegen isolierte WH2-Domanen eine schwache SRF-Aktivitat sowohl in An- als auch in Ab-
wesenheit von Latrunculin B induzierten (Abb. 27). Fusionsproteine, welche mindestens zwei
WH2-Domaénen besalRen, wiesen eine signifikante Aktivierung des SRF-Reporters unter Zu-
gabe ansteigender Konzentrationen von Latrunculin B auf. Zudem konnte eine starke In-
duktion der SRF-Aktivitat nach Uberexpression eines C-terminalen JMY-Fragments (JMY -
VVV(ABC)CA) trotz Latrunculin B-Behandlung im Vergleich zu den unbehandelten

Kontrollzellen detektiert werden (Abb. 27).

Zusammenfassend wurde eine Stimulation des MRTF-SRF-abhangigen Reporters durch tiber-
exprimierte WH2-Regionen aus verschiedenen Aktinbindeproteinen auch unter depolymeri-
sierenden Bedingungen nachgewiesen. Daher ist anzunehmen, dass der Hauptteil der beob-
achteten WH2-abhangigen MRTF-SRF-Induktion unabh&ngig von der zelluldren F-Aktin-
Dynamik ist.
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Abbildung 27: Polymerisationsunabhangige MRTF-SRF-Aktivierung durch IMY-V/VVVCA-Fusionsproteine.

NIH 3T3-Zellen wurden mit den aus JMY isolierten GFP-V/VVVCA-Regionen oder Thymosin 4 sowie den Reporter-
plasmiden p3D.A.-Luc und pRL-TK unter unstimulierten Bedingungen ko-transfiziert. AnschlieBend erfolgte die Behandlung
mit ansteigenden Mengen Latrunculin B (0,5-1 uM LatB) fur 7,5 h. GFP-Kontrollzellen (GFP + FCS) wurden zusétzlich mit
15% (v/v) FCS fir 7 h stimuliert. Die relative SRF-Aktivitdt wurde durch Normalisierung der gemessenen Firefly- auf die
Renilla Luziferase Aktivitat bestimmt. Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n = 5) sowie die statistische Signifikanz des
Einstichproben t-Tests in Bezug auf die unbehandelte GFP-Kontrolle (GFP = 1) mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p <
0,001.

3.4.6. Kompetition von WH2-Doméanen mit immunprazipitierten Kom-

plexen aus MRTF-A und unpolymerisierendem Aktin-R62D

Das durch Mutation von Arginin (R) zu Aspartat (D) an Position 62 nicht-polymerisierende
B-Aktin R62D flhrt aufgrund des fehlenden Einbaus in das Aktinpolymer zu einer Erhéhung
des zelluldren G-Aktin-Pools (Posern et al., 2002). Zudem wurde nachgewiesen, dass Aktin-
R62D und MRTF-A direkt miteinander interagieren und somit die SRF-vermittelte Tran-
skription reduzieren (Posern et al., 2002; Miralles et al., 2003). Parallel zu dieser Arbeit
durchgefuhrte Untersuchungen von J. Wei3bach zeigten, dass eine Serumstimulation trotz der
nicht-polymerisierenden Eigenschaften dieser Aktinmutante zu einer Dissoziation der Aktin-
R62D:MRTF-A-Komplexe fiihrt (Weissbach & Schikora et al., 2016). Da eine zugrunde-
liegende Aktinpolymerisation unter diesen Bedingungen ausgeschlossen werden kann, sollte
eine Beteiligung von WH2-Proteinen in diesem Prozess untersucht werden. Mit Hilfe von Ko-
IP-Experimenten und anschlielender Western Blot-Analyse wurde der Einfluss rekom-
binanter GST-V/VCA-Fusionsproteinen auf die Dissoziation der Aktin-R62D:MRTF-A-
Komplexe untersucht (Abb. 15, Abb. 28).
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Abbildung 28: Dissoziation immunprazipitierter Flag-Aktin-R62D:MRTF-A-Komplexe durch rekombinante GST-
V/VCA-Fusionsproteine.

81



Ergebnisse

A-C: Flag-Aktin-R62D sowie MRTF-A-f.l.-HA wurden in NIH 3T3-Zellen unter unstimulierten Bedingungen inkubiert und
nach Zelllyse durch magnetische anti-Flag M2 beads prazipitiert. Wahrenddessen erfolgte die Zugabe von gereinigten GST-
VIV CA-Fusionsproteinen aus N-WASP (A), WAVE2 (B) sowie Cobl und Spire2 (C). Als Kontrolle wurde rekombinantes
GST verwendet. Die Proteine wurden anhand von anti-HA-, anti-Flag-, anti-GST- und anti-a-Tubulin-Antikdrpern nach-
gewiesen. Die Western Blots zeigen die detektierten Proteinbanden der Immunprézipitation (IP: Flag-Aktin) sowie des
Ausgangsmaterials (Input). Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben. D: Dargestellt ist die Quantifizierung der
prazipitierten Aktin-R62D:MRTF-A-Komplexe nach Zugabe der verschiedenen V/VCA-Regionen. Fiir die Berechnung
wurde die Menge des gebundenen und eingesetzten MRTF-A im Verhdltnis zum prézipitierten Flag-Aktin-R62D
berlicksichtigt. Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n > 6) sowie die statistische Signifikanz des Einstichproben t-Tests in
Bezug auf die GST-Kontrolle (GST = 1) mit ** p <0,01 und *** p <0,001.

Wie in Abbildung 28 gezeigt, wurden flr die Kompetitionsstudien die GST-V/VCA-Regionen
von N-WASP (A) und WAVE?2 (B) sowie die isolierten WH2-Domanen von Cobl und Spire2
(C) eingesetzt. Die préazipitierten Proteinproben (IP: Flag-Aktin) und das Ausgangsmaterial
(Input) wurden auf das Gel aufgetragen und die Proteine mit den Tag- bzw. proteinspezi-
fischen Antikorpern detektiert. Als Negativkontrolle wurde gereinigtes GST eingesetzt, das
die Menge der gebundenen Aktin-R62D:MRTF-A-Komplexe nicht signifikant beeinflusste
(Abb. 28A-C, vgl. Spur 1 und 2). Die isolierten WH2-Doménen von N-WASP sowie GST-
N-WASP-VV(AB)CA fihrten zu einer starken Verringerung von prézipitierten MRTF-A-f.I.-
HA (Abb. 28A). Im Vergleich zur GST-Kontrolle konnten nach Zugabe von GST-N-WASP-
VV(AB) und -N-WASP-VV(AB)CA lediglich 40%-70% der Aktin-R62D:MRTF-A-Kom-
plexe detektiert werden (Abb. 28D).

Aullerdem wurde der Einfluss von GST-WAVE2-V und -WAVE2-VCA auf die Menge der
Aktin-R62D:MRTF-A-Komplexe untersucht (Abb. 28B). Nach Zugabe der isolierten WH2-
Doméne sowie dem zugehdrigen VCA-Fragment konnte eine vergleichbare Reduktion von
gebundenem MRTF-A-f.I.-HA um bis zu 30% detektiert werden (Abb. 28B, D).

Die Interaktion von MRTF-A-f.l.-HA und Aktin-R62D wurde nach Zugabe der isolierten
WH2-Domaénen von Cobl und Spire2 deutlich reduziert (Abb. 28C). Dabei wurde eine Ab-
nahme der prézipitierten Aktin-R62D:MRTF-A-Komplexe im Vergleich zur GST-Negativ-
kontrolle um 50% fur Cobl-V(B) und um tber 90% fir Spire2-V(B) beobachtet (Abb. 28D).
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die untersuchten GST-V/VCA-Regionen die
Bindung von MRTF-A-f.l.-HA an Aktin-R62D in unterschiedlichem Male beeinflussen.
Dabei wies WAVE2-V den schwachsten und Spire2-V(B) den starksten Effekt auf. Daruber
hinaus wurden sowohl fur Aktin-WT als auch fir die nicht-polymerisierende Aktinmutante
Aktin-R62D vergleichbare Resultate in Bezug auf das Kompetitionspotential der WH2-
Fusionen beobachtet (vgl. Abb. 16E und Abb. 28D). Anhand dieser Daten konnte eine direkte
Wirkung der verwendeten V/VCA-Regionen auf die Dissoziation inhibitorischer
G-Aktin:MRTF-A-Komplexe gezeigt werden, welche unabhdngig von einer verstarkten

Aktinpolymerisation ist.
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4. Diskussion

4.1. Direkte Kompetition von WH2-Doméanen und MRTF-A um
die Bindung von G-Aktin

MRTFs liegen unter unstimulierten Bedingungen im Komplex mit monomerem Aktin in-
aktiviert vor und werden wahrend der Rho-vermittelten Umgestaltung des Zytoskeletts freige-
setzt (Miralles et al., 2003). In dieser Arbeit wurde die postulierte Kompetition von WH2-
Doménen und MRTF um die Aktinbindung als zugrundeliegender Mechanismus fiir die Dis-
soziation und Aktivierung von MRTFs untersucht. Dabei lag der Fokus auf der Regulation
von MRTF-A, welches im Vergleich zu MRTF-B eine verstarkte Expression in NIH 3T3-
Zellen aufweist (Seifert & Posern, 2017).

In dieser Arbeit wurden isolierte WH2-Domaénen aus verschiedenen Aktinbindeproteinen ver-
wendet (Abb. 6). Diese sind fiir die Assoziation mit Aktin notwendig und binden u.a.
zwischen der ersten und dritten Subdomane eines Aktinmonomers (Abb. 1B; Chereau et al.,
2005). Fur die Analyse wurden einerseits ausgewahlte WH2-Domanen von Spire2 und Cobl
verwendet, deren starke Aktinbindung bereits bekannt ist (M.M. Kessels, personliche Mit-
teilung; Ahuja et al., 2007). Zudem wurden WH2-Varianten von N-WASP, WAVE2 und
JMY untersucht. Diese sind aufgrund ihrer spezifischen zelluldaren Regulation (siehe auch
1.1.2.3.1) durch Autoinhibition (Kim et al., 2000; Rohatgi et al., 2000), der Interaktion mit
Aktin (Zuchero et al., 2012) oder als Teil eines regulatorischen Proteinkomplexes (Gautreau

et al., 2004) von besonderem Interesse.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass WH2-Doménen und MRTF-A direkt um die
Interaktion mit monomerem Aktin kompetitieren. So wurde anhand von Ko-IP-Experimenten
nachgewiesen, dass isolierte WH2-Varianten von N-WASP, WAVEZ2, Cobl, Spire2 und IMY
die Bindung von MRTF-A an G-Aktin reduzieren (Abb. 16, Abb. 17). Ahnliche Ergebnisse
konnten zeitgleich mit dieser Arbeit fiir Thymosin p4 beobachtet werden (Morita & Hayashi,
2013). Das Kompetitionspotential der verwendeten WH2-Domanen variierte dabei deutlich.
Wie in Abbildung 16E gezeigt, wurde eine starke Dissoziation der G-Aktin:MRTF-A-Komp-
lexe von 90% fir die zweite WH2-Domane von Spire2 nachgewiesen, wéhrend GST-
WAVEZ2-V einen wesentlich schwéacheren Effekt hatte. Ursache dafir sind voraussichtlich die
unterschiedlichen Bindungseigenschaften der WH2-Domanen zu Aktin.

Dieses differierende Kompetitionspotential wurde auch in den durchgefiihrten GST pulldown-

Experimenten beobachtet. Dabei fuhrte die Zugabe der rekombinanten RPEL-Domé&ne von
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MRTF-A zu einer dosisabhéngigen Reduktion von N-WASP- oder WAVE2-V/VCA-gebun-
denem Aktin, wahrend die Menge des prazipitierten Aktins der WH2-Doménen von Cobl und
Spire2 nicht beeinflusst wurde (Abb. 19B). In weiterfuhrenden Experimenten wurde auch eine
Kompetition von MRTF-A(2-261) mit Spire2-V(B) nachgewiesen (Abb. 20B, D). Unter den
dabei verwendeten, zellfreien Bedingungen konnte zudem eine Aktinnukleation durch WH2-
Doménen sowie der Einfluss weiterer zelluldrer Faktoren ausgeschlossen werden (Abb. 20).
MRTF-A und isolierte WH2-Doméanen kompetitieren daher direkt um die Assoziation mit
Aktinmonomeren.

In dieser Arbeit wurde somit beobachtet, dass die Zugabe von WH2-Doménen zur Disso-
ziation der Aktin:MRTF-A-Komplexe fihrt, wahrend die zugegebene MRTF-A-RPEL-Do-
mane eine Reduktion von Aktin:WH2-Komplexen induzierte. In der Literatur ist bereits be-
schrieben, dass WH2-Domanen und die RPEL-Region von MRTF-A nicht nur dieselbe Inter-
aktionsflache eines Aktinmonomers teilen (Abb. 1B; Mouilleron et al., 2008), sondern zudem
eine ahnliche Affinitat zu G-Aktin aufweisen. Diese liegt fur die einzelnen MRTF-A-RPEL-
Motive im mikromolaren Bereich und wird im Fall der vollstandigen RPEL-Domane deutlich
verstéarkt (Posern et al., 2004; Mouilleron et al., 2008; Guettler et al., 2008). Fur verschiedene
isolierte WH2-Domanen wurden ahnliche Affinitaten im nanomolaren bzw. niedrigem mikro-
molaren Bereich bestimmt (Mattila et al., 2003; Chereau et al., 2005; Ahuja et al., 2007;
Gaucher et al., 2012; Rasson et al., 2015). Die hier beobachtete gegenseitige Kompetition
zwischen MRTF-A und den unterschiedlichen WH2-Regionen resultiert daher vermutlich aus

deren vergleichbaren Bindungsaffinitaten zu Aktin.

Ein stérender Einfluss des N-terminalen GST auf die durchgefiihrten Ko-IP-Experimente ist
unwahrscheinlich. Zwar fiihrt die Fusion von GST an die VCA-Regionen von WAVEL,
WASP und N-WASP zur Ausbildung von Homodimeren, die in einer erhdhten nukleations-
fordernden Aktivitat der Proteinvarianten resultiert (Higgs & Pollard, 2000; Padrick et al.,
2008). Die in den Abschnitten 3.3.1 und 3.4.6 beschriebenen Versuche zeigten jedoch eine
nahezu identische Reduktion der inhibitorischen Komplexe von MRTF-A mit Aktin-WT bzw.
der nicht-polymerisierenden Aktinmutante Aktin-R62D durch Zugabe der WH2-Domanen
von N-WASP, WAVEZ2, Cobl oder Spire2 (vgl. Abb. 16E und Abb. 28D). Eine verstéarkte Bil-
dung von F-Aktin als Grundlage fur die hier beobachtete Dissoziation der G-Aktin:MRTF-A-

Komplexe konnte somit ausgeschlossen werden.

Studien der eigenen Arbeitsgruppe beschaftigten sich bereits mit der Fragestellung, welche

Proteine in serumstimulierten Fibroblasten verstarkt an Aktin binden und somit die Frei-
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setzung von MRTFs induzieren (Dissertation Shaposhnikov, 2013). Nach Isotopenmarkierung
neusynthetisierter, zellularer Proteine mit schweren oder leichten Aminosauren mit Hilfe der
SILAC (stable isotope labeling with amino acids in cell culture)-Methode erfolgte die Prazi-
pitation Flag-Aktin-gebundener Proteine aus den unstimulierten oder stimulierten NIH 3T3-
Zellen, gefolgt von der massenspektrometrischen Proteomanalyse (Dissertation Shapos-
hnikov, 2013). Dabei lag der Arp2/3-Komplex nach Serumstimulation verstarkt an Aktin ge-
bunden vor, wahrend zeitgleich G-Aktin:MRTF-Komplexe abnahmen. Ein veréndertes Ver-
halten der nukleationsférdernden WH2-Doménen-Proteine WAVE2 oder N-WASP, aber auch
anderen Nukleatoren wie Forminen konnte nicht detektiert werden. Die demnach mdgliche
kompetitive Funktion des Arp2/3-Komplexes auf die Ausbildung der G-Aktin:MRTF-
Komplexe widerspricht jedoch den Ergebnissen dieser Arbeit. So konnte ein Einfluss weiterer
zellulérer Faktoren und eine Aktinnukleation z.B. unter ausschlieRlicher Verwendung ge-
reinigter Komponenten als zugrundeliegender Mechanismus der Komplexdissoziation ausge-
schlossen werden (Abb. 20). Zudem wurde die MRTF-SRF-Aktivierung durch WH2-Do-
ménen auch unter depolymerisierenden Bedingungen beobachtet (Abb. 26, Abb. 27, siehe
auch 4.3) und konnte, wie von J. Weil3bach gezeigt, trotz eines Arp2/3-Inhibitors oder -siRNA
durch die WH2-Proteine N-WASP und WAVE?2 induziert werden (Weissbach & Schikora et
al., 2016). Somit kann die Freisetzung von MRTF-A aus den reprimierenden G-Aktin:MRTF-
Komplexen nicht ausschliel}lich Arp2/3-vermittelt erfolgen.

Klasse | NPFs, zu denen N-WASP und WAVE2 gehéren, sind zusammen mit dem Arp2/3-
Komplex fur die Bildung von verzweigten Aktinstrukturen notwendig (1.1.2.3.1). Nach ini-
tilerter Verzweigung verbleibt der Arp2/3-Komplex am Mutter- und Tochterfilament, wohin-
gegen NPFs dissoziieren (Egile et al., 2005). Damit zusammenhangend wurde bereits ver-
mutet, dass WH2-Doménen-NPFs aufgrund der Kiirze ihrer Interaktion mit Flag-Aktin in der
bereits beschriebenen massenspektrometrischen Proteomanalyse nicht erfasst wurden (Disser-
tation Shaposhnikov, 2013). Auch in den durchgefiihrten Ko-IP-Experimenten dieser Arbeit
konnte eine korrespondierende Zunahme der aktingebundenen WH2-Proteine nicht beob-
achtet werden (Abb. 16, Abb. 28). Eine Detektion der ansteigenden WH2:Aktin-Komplexe
konnte jedoch aufgrund einer Sattigung des immunprazipitierten Flag-Aktins durch die hohe
Zugabe der GST-Proteine sowie eine zu geringe Sensitivitat des Assays nicht moglich sein. In
GST pulldown-Experimenten wurde tatséchlich eine Korrelation zwischen dem Abfall des
Aktin:WH2-(WAVE2)-Komplexes und einer Zunahme des ungebundenen Aktins, das teil-
weise in Form eines Aktin:MRTF-A-Komplexes vorliegen sollte, beobachtet (vgl. Abb. 20C
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und D). Daher ist es denkbar, dass auch nach Serumstimulation ein transienter Anstieg von

WH2-gebundenem Aktin erfolgt, der auf der Kompetition und Freisetzung von MRTF beruht.

Die verwendeten WH2-Varianten wiesen eine unterschiedliche Affinitat zu Aktin auf. In zell-
freien GST pulldown-Experimenten konnte beispielsweise im Vergleich zu GST-Spire2-V(B)
nur ein geringer Teil des eingesetzten Aktins durch GST-WAVE2-V prazipitiert werden (vgl.
Abb. 20A und -B). Die Aminosauresequenz variiert zwischen den individuellen WH2-Doma-
nen (Anhang 1; Dominguez, 2007). Die Affinitat und Funktion des Bindemotivs wird dabei
hauptsachlich durch die hydrophoben Seitenketten der a-Helix, aber auch durch elektrosta-
tische Wechselwirkungen mit G-Aktin bestimmt (Chereau et al., 2005; Didry et al., 2012). So
besteht eine im Vergleich zu der korrespondierenden WIP-Region verstarkte Aktinbindung
der WH2-Doméne von WAVE?2, die auf der Bildung von Salzbriicken uber das konservierte
LRRV-Motiv beruhte (Chereau et al., 2005). Bisher wurde nur die Affinitdt der zweiten
WH2-Doméne des Spire-Proteins aus D. melanogaster zu Aktin publiziert (Kp = 0,09 pM;
Rasson et al., 2015). Diese spiegelt jedoch nicht die hier beobachtete starke Kompetition zwi-
schen Spire2-V(B) und MRTF-A wider. Die WH2-Region von Spire aus D. melanogaster und
dem Maushomolog Spire2 ist konserviert und weist nur geringfligige Abweichungen in der
Aminosauresequenz der zweiten WH2-Domane auf (Quinlan et al., 2005). Die in dieser
Arbeit verwendete Spire2-V(B)-Variante enthielt jedoch zusétzlich die umliegenden Linker-
sequenzen. Zwar beeintrachtigt deren jeweilige Substitution nicht die Nukleationsfahigkeit
des D. melanogaster-spezifischen Spire-Proteins (Quinlan et al., 2005). Es ist jedoch wahr-
scheinlich, dass diese zu einer verstarkten Affinitat zu Aktin beitragen.

Es ist bereits bekannt, dass Sequenzen innerhalb und auBerhalb der WH2-Region einen we-
sentlichen Einfluss auf die Affinitat und Funktion des Proteins besitzen. Durch Mutations-
und domain swapping-Analysen mit einem aktiven Cobl-Fragment wurde gezeigt, dass die
Reihenfolge der WH2-Motive und die Aminoséduresequenz der ersten WH2-Domane entschei-
dend fir die severing- und Nukleationsfahigkeit von Cobl sind (Jiao et al., 2014). Dagegen
wurde die Affinitat zu Aktin hauptséchlich tber die Lange und Sequenz der WH2-Motive be-
stimmt. Auch die Linkerregionen selbst tragen zur Funktion der WH2-Proteine bei. Die Sub-
stitution des zweiten Linkers von JMY oder des dritten Linkers von Spire reduzierte die
WH2-vermittelte Nukleation. Dagegen konnte nach Einfiihrung der Linkerregionen von JMY
oder Spire eine nukleierende Funktion der WH2-Region von N-WASP detektiert werden
(Zuchero et al., 2009). Aufgrund ihrer niedrigen Sequenzhomologie und um eine rdumliche

Behinderung durch GST/GFP zu vermeiden, enthielten die hier verwendeten WH2-Doménen
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daher neben dem WH2-Motiv auch umliegende Sequenzelemente, die z.T. durch einen zu-
sétzlichen Glycin-Serin-Linker erweitert wurden (JMY-WH2). Somit sollte ein mdoglicher
Affinitats- und/oder Funktionsverlust vermieden werden.

Die gereinigte VV(AB)CA-Region von N-WASP wies sowohl in den durchgefiihrten Ko-IP-
als auch in den GST pulldown-Experimenten ein schwaches Kompetitionspotential auf (Abb.
16E, Abb. 19B). Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass die zentrale Region (C) die Affi-
nitat der WH2-Doménen aus humanem N-WASP nicht beeinflusste, wéhrend diese im Kon-
text der vollstandigen VCA-Domane durch das saure Motiv (A) verringert wurde (Gaucher et
al., 2012). Diese Daten konnten den in dieser Arbeit beobachteten geringen Effekt der ge-
reinigten VCA-Domane von N-WASP erkl&ren. Demnach ist anzunehmen, dass diese Aktin
mit verringerter Affinitat als die zugehorige WH2-Region bindet und somit ein schwécheres
Kompetitionspotential hat. Dagegen verstarken im Zellmodell mdglicherweise zusatzliche
Faktoren die Assoziation mit Aktin, welche die Kompetition mit MRTF-A beglnstigen
wirden. Diese konnte in Folge in der hohen SRF-Aktivierung durch die Uberexprimierte GFP-
VCA-Domane von N-WASP resultieren (siehe z.B. Abb. 7A). Es kann jedoch nicht ausge-
schlossen werden, dass eine partielle Degradation oder eine Fehlfaltung zu der verringerten
Aktivitat des gereinigten Fusionsproteins fiihrte.

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass die Zugabe der isolierten WH2-Doménen von
N-WASP in einer starken Reduktion von Flag-Aktin-gebundenem MRTF-A resultierte. Da-
gegen wurde im GST pulldown-Assay ein deutlich schwacheres Kompetitionspotential von
GST-N-WASP-VV(AB) gegenlber der rekombinanten RPEL-Doméane von MRTF-A gezeigt
(vgl. Abb. 16E und Abb. 19B). Gaucher et al. (2012) beobachteten in Bezug auf die WH2-
Region von N-WASP, dass sich Aktin mit hoher Affinitat zundachst an ein WH2-Motiv an-
lagert, wéahrend die Bindung eines zweiten Monomers deutlich langsamer verlauft. Liegt
Aktin im Uberschuss vor, werden zwei Aktinmonomere gebunden, wahrend im entgegenge-
setzten Fall die Bildung eines 1:1-Komplexes dominiert (Gaucher et al., 2012). Diese Daten
konnten den scheinbaren Widerspruch zwischen den beschriebenen Ergebnissen der Ko-IP-
und GST pulldown-Experimente erklaren. Dabei konnte aufgrund der begrenzten Menge von
Flag-Aktin die Bildung eines hochaffinen 1:1 (Aktin:WH2)-Komplexes tberwiegen, wéhrend
im GST pulldown-Assay endogenes Aktin Gberwog und das immobilisierte GST-N-WASP-
VV(AB) limitierend war. Im Vergleich zu der isolierten RPEL-Domane ware jedoch auch
eine geringere Affinitat von Gesamtlangen-MRTF-A zu Aktin mdglich. Diese konnte in Folge
in einem schwdacheren Kompetitionspotential gegeniiber den isolierten WH2-Domanen von
N-WASP resultieren.
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Auch JMY-WH2-Doménen unterschieden sich in ihrer Fahigkeit, Flag-Aktin zu binden (Abb.
17A). Obwonhl diese in einem deutlichen Uberschuss eingesetzt wurden, konnte in Anwesen-
heit von MRTF-A nur ein geringer Teil der einzelnen WH2-Doménen durch Aktin gebunden
werden. Dagegen wiesen JMY-Varianten, die mindestens zwei WH2-Domanen besal3en, eine
deutlich bessere Aktinbindung und ein starkes Kompetitionspotential gegentber gebundenem
MRTF-A auf (Abb. 17B). Ein &hnlicher Mechanismus wurde bereits fiir den Aktin-Nukleator
Spire beschrieben. Rasson et al. (2015) zeigten, dass bereits die Anwesenheit einer zweiten
WH2-Domaéne die Affinitat fur die Anlagerung eines weiteren G-Aktins um das 20fache ver-
starkte. Auch fir die RPEL-Region von MRTF-A wird eine kooperative Bindung von Aktin
postuliert (Guettler et al., 2008). Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Ko-IP-Experimente
implizieren eine kooperative Funktion der WH2-Doménen von JMY wéhrend der Bindung
von Aktinmonomeren. Die daraus resultierende erhohte Affinitat konnte das verstérkte Kom-

petitionspotential mehrfacher IMY-WH2-Motive gegeniuber MRTF-A erklaren.

Die Affinitat der WH2-Motive zu Aktin wird hauptséchlich durch die Aminosauresequenz
ihrer a-Helix am N-Terminus bestimmt und wird zusétzlich durch umliegende Sequenzele-
mente beeinflusst. Aufgrund der Degradationsanfalligkeit der GST-Fusionsproteine erfolgte
eine Bestimmung der jeweiligen Affinitdten zu Aktin bisher nicht. Trotz der beschriebenen
Limitierungen im Hinblick auf die schwierige Eingrenzung des WH2-Aktinbindemotivs
sowie dem beobachteten Proteinabbau kénnten anhand der Ergebnisse der Ko-1P- und GST
pulldown-Experimente fur die gereinigten WH2-Doménen folgende Bindungsaffinititen ab-
geleitet werden:

Ko(Spire2-V(B)) < Ko(Cobl-V(B)) < Ko(N-WASP-VV(AB)) ? < Ko(WAVE2-V)

Dabei hat die zweite WH2-Domadne von Spire2 die hochste Bindungsaffinitat zu Aktin und
somit den niedrigsten Kp-Wert. Dagegen wiesen die WH2-Doménen von N-WASP und
WAVE?2 eine geringere Affinitat auf. Fir N-WASP-VV(AB) ist diese Einordnung wegen der
widerspruchlichen Resultate der Ko-IP- und GST pulldown-Experimente nur bedingt mog-
lich. Aufgrund der hier beobachteten gegenseitigen Kompetition ist aber anzunehmen, dass
N-WASP-VV(AB), WAVE2-V und MRTF-A eine vergleichbare Affinitdt zu Aktin auf-
weisen.

Guettler et al. (2008) bestimmten die Bindungsaffinitaten Fluoreszeinisothiozyanat-gekop-
pelter RPEL-Motive zu Aktin durch Fluoreszenzanisotropiestudien. Unter Verwendung ge-
koppelter und ungekoppelter Peptide kénnten wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der Aus-
bildung und Dissoziation der MRTF:Aktin- bzw. WH2:Aktin-Komplexe erhalten werden.
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Unter Zugabe ungekoppelter WH2-Peptide sollte sich die Bindung des fluoreszenzmarkierten
RPEL-Motivs zu Aktin verringern, wéhrend die Zugabe des ungekoppelten RPEL-Motivs die
Bildung des WH2:Aktin-Komplexes inhibieren sollte. Somit kénnte bestimmt werden, wie
sich die Affinitat des jeweiligen Komplexes nach Zugabe des Kompetitorpeptides éndert.
Dieses Verfahren wird bereits in Kompetitionsstudien erfolgreich eingesetzt (Reindl et al.,
2009). Aufgrund der Lange der in dieser Arbeit verwendeten WH2-Doménen musste jedoch

eine starkere Eingrenzung erfolgen.

4.2. Die Lokalisation der MRTF-SRF-Aktivierung durch WH2-

Domanen

Die Stimulus-vermittelte Dissoziation inhibitorischer G-Aktin:MRTF-A-Komplexe resultiert
in der nukledren Translokation von MRTF-A (Abb. 5). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ge-
zeigt, dass Uberexprimierte WH2-Fusionsproteine bereits unter Serumentzug eine Freisetzung
und eine damit verbundene Akkumulation von MRTF-A in den Zellkern induzieren kdnnen
(Abb. 12-Abb. 14). Dasselbe Phanomen wurde auch in anderen Studien nach Uberexpression
von WAVE?2 und N-WASP beobachtet (Miralles et al., 2003; Weissbach & Schikora et al.,
2016). Dennoch ist bereits bekannt, dass eine nukledre Translokation von MRTF-A nicht
zwingend mit einer Aktivierung der MRTF-SRF-vermittelten Genexpression verbunden ist.
So kann MRTF-A in verschiedenen Zelltypen wie priméren hippocampalen und Kkortikalen
Neuronen (Kalita et al., 2006), Glattmuskel- (Du et al., 2004) und Brustkarzinomzellen
(Medjkane et al., 2009) im Zellkern nachgewiesen werden. Die SRF-Aktivierung durch
MRTF wird jedoch auch im Nukleus durch Aktin reguliert (Posern et al., 2002; Vartiainen et
al., 2007). Die Ergebnisse im Abschnitt 3.1 zeigten aber, dass ein MRTF-abhangiger SRF-
Luziferasereporter nach Uberexpression verschiedener WH2-Fusionsproteine induziert wird.
Dabei wurde zudem eine Korrelation zwischen der detektierten SRF-Aktivitat und der nuk-
ledren Translokation von MRTF-A durch die WH2-Varianten beobachtet (vgl. z.B. Abb. 7A
mit Abb. 12B). Somit resultiert die WH2-vermittelte Kernakkumulation von MRTF-A auch in
einer Aktivierung der MRTF-SRF-abhéngigen Transkription und wird nicht durch nukleéres
Aktin inhibiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die Transkription von endogenem o-Glattmuskel-
aktin durch verschiedene V/VCA-Proteine unter Serumentzug aktiviert wird (Abb. 8, Abb.
11). Bereits in der Vergangenheit konnten mit Hilfe einer Transkriptomanalyse G-Aktin-ab-
hédngige MRTF-SRF-Zielgene wie SRF, Integrin a5, Vinculin oder verschiedene Aktiniso-
formen identifiziert und validiert werden (Descot et al., 2009). Eine starke Induktion wurde
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dabei fur a-Glattmuskelaktin nachgewiesen. Somit besitzen WH2-Domanen eine funktionelle
Rolle wéhrend der Freisetzung von MRTF und der Stimulierung der MRTF-SRF-vermittelten
Genexpression. Diese konnte einen wichtigen Regulationsmechanismus der zellularen Ho-
maoostase darstellen. So postulierten Salvany et al. (2014), dass die Hauptfunktion der MRTF-
SRF-abhangigen Transkription die Kontrolle der Aktinexpression ist, die Uber das invasive
Verhalten einer Zelle entscheidet. WH2-Domé&nen-Nukleatoren waren somit nicht nur Teil der
zelluldren Aktinpolymerisationsmaschinerie, sondern wirden gleichzeitg durch Kompetition

mit MRTF-A einen wichtigen Schritt innerhalb der Aktinneusynthese kontrollieren.

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass die Uberexpression isolierter WH2-Varianten zur
nukledren Akkumulation von endogenem MRTF-A und zur Induktion der MRTF-SRF-ver-
mittelten Genexpression flhrte (Abschnitte 3.1 und 3.2). Einige der hier verwendeten WH2-
Doménen-Proteine kdnnen auch Funktionen im Zellkern tbernehmen. JMY ist zusammen mit
p300 und Strap (serine/threonine-kinase-receptor-associated protein) flr eine Aktivierung
von p53 unter zelluldren Stressbedingungen wichtig (Shikama et al., 1999; Demonacos et al.,
2001). Spire-Proteine (-1/-2) generieren in Verbindung mit Formin2 nach Behandlung mit
dem genotoxischen Reagenz Methylmethansulfonat nukledre Aktinfilamente, welche fiir den
DNA-Reparatur-Prozess notwendig sind (Belin et al., 2015). Auch N-WASP kann sowohl im
Zytoplasma als auch im Kern detektiert werden (Miki et al., 1996). In den durchgefihrten
Analysen wurde nur nach Uberexpression der isolierten kernlokalisierten WH2-Doméanen von
Cobl und Spire2 eine signifikante, nukledre Akkumulation von MRTF-A beobachtet (Abb.
13). Diese resultierte auch in einer Induktion des SRF-Reporters (Abb. 9A). Insgesamt wiesen
die NLS-WH2-Fusionsproteine von N-WASP, WAVEZ2, Cobl und Spire2 ein geringes Poten-
tial der MRTF-SRF-Aktivierung auf. Daher erfolgt die postulierte kompetitive Funktion von
WH2-Proteinen auf die Dissoziation der G-Aktin:MRTF-A-Komplexe vermutlich hauptsach-
lich im Zytoplasma.

Fir die NLS-VCA-Regionen von WAVE?2 und N-WASP wurde im Gegensatz zu den zu-
gehorigen WH2-Domanen ein Anstieg von kernlokalisiertem MRTF-A und eine Aktivierung
von SRF detektiert (Abb. 9A, Abb. 13). Es ist bereits bekannt, dass isolierte VCA-Regionen
den Arp2/3-Komplex binden und aktivieren (Yamaguchi et al., 2000). Verschiedene Studien
postulieren, dass N-WASP gemeinsam mit dem Arp2/3-Komplex die nukledre Aktinpoly-
merisation kontrolliert und somit eine wichtige Funktion fir den Transkriptionsprozess der
RNA-Polymerase 11 besitzt (Wu et al., 2006; Yoo et al., 2007). Die Ursache fr die hier beob-
achtete nukleare Akkumulation von MRTF-A und die SRF-Aktivierung durch die NLS-VCA-
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Regionen von N-WASP und WAVE2 kénnte somit eine stimulierte Aktinpolymerisation sein.
In diesem Zusammenhang wurde in verschiedenen Studien bereits eine direkte Verbindung
zwischen der MRTF-SRF-Aktivierung und der Bildung von Aktinfilamenten im Zellkern
nachgewiesen. Formine der mDia-Familie sind fur die Polymerisation nukledren Aktins
wéhrend der Serumstimulation oder der Integrinaktivierung bei der Zellspreizung notwendig,
die wiederum in einer nukledren Translokation von MRTF-A und der SRF-Aktivierung
resultiert (Baarlink et al., 2013; Plessner et al., 2015). Dennoch ist die SRF-Stimulation durch
Serum nicht vollstandig mDia-abhangig (Baarlink et al., 2013). Eine weitere Studie zeigte,
dass MRTF-A im Zellkern an das filamentassoziierende Protein Filamin A bindet. Dieser
Komplex interagiert mit nuklearem F-Aktin, das vermutlich durch mDia generiert wird, und
wird bei stimulierter Aktinpolymerisation fur die Aktivierung der MRTF-SRF-vermittelten
Genexpression rekrutiert (Kircher et al., 2015). Ubereinstimmend mit den Daten dieser Arbeit
erfolgte die F-Aktinbildung im Zellkern jedoch nicht durch die kernlokalisierte isolierte VCA-
Region von N-WASP, sondern wird vermutlich ausschlie3lich durch Formine der mDia-
Familie vermittelt (Abb. 23; Baarlink et al., 2013). Zwar wurde in den hier durchgefihrten
Luziferasereporterassays nach Latrunculin B-Behandlung eine Reduktion der SRF-
Reporteraktivitdt um ein Drittel (N-WASP-NLS-VV(AB)CA) bzw. um die Hélfte (WAVE2-
NLS-VCA) beobachtet (Anhang 8). Dennoch wiesen diese Fusionsproteine eine deutliche
Induktion von SRF im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen auf. Daher wére eine
funktionelle Rolle von WH2-Doménen-Proteinen auf die Dissoziation des G-Aktin:MRTF-A-
Komplex im Zellkern mdglich. Diese wére zudem groBtenteils polymerisationsunabhangig.
Aufgrund des schwachen Kompetitionspotentials der kernlokalisierten WH2-Varianten wird
nukledres MRTF jedoch vermutlich hauptsachlich durch Formine freigesetzt.

JMY enthélt in der WH2-Region ein Kernlokalisationssignal, das durch Assoziation mit Aktin
maskiert ist (Abb. 6; Zuchero et al., 2012). Die Autoren postulierten, dass die prolinreiche
Domane, welche vor der ersten WH2-Domane von JMY angrenzt, fiir die Aktinbindung und
der damit verbundenen Regulation des Proteins notwendig ist. Die isolierte WH2-Region ver-
hielt sich dabei wie eine JMY-Mutante, deren Interaktion mit Aktin durch eingeftihrte Punkt-
mutationen nicht moglich ist, und war tberwiegend kernlokalisiert (Zuchero et al., 2012). Da-
gegen wurde in dieser Arbeit anhand von Ko-IP-Experimenten gezeigt, dass sowohl einzelne
als auch mehrfache WH2-Domanen von JMY an Flag-Aktin binden konnten (Abb. 17A).
Dennoch waren die GFP-Fusionsproteine ubiquitdr in der Zelle verteilt und wiesen keine
eindeutige Lokalisation auf (Anhang 4, Anhang 7). Dieses Verhalten wurde auf die geringe

GroRe und einer damit verbundenen passiven Diffusion in den Zellkern zurlickgefihrt (Terry
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et al., 2007). Mdoglicherweise ist die WH2-Region dennoch nicht ausreichend durch endo-
genes Aktin geséttigt, da eine partielle Aktinbindung an die dritte WH2-Doméne den Im-
portin-o/B-vermittelten Kernimport des Proteins nicht verhindert (Zuchero et al., 2012). Die
Wahl eines gréReren Fusionspartners kdnnte die passive Diffusion der WH2-Varianten von
JMY in den Zellkern verhindern. Die Pyruvatkinase ist beispielsweise ein zytoplasmatisches
Protein, das nur in Verbindung mit einem nuklearen Lokalisationssignal in den Kern gelangen
kann (Kalderon et al., 1984). Ein Fusionsprotein der isolierten RPEL-Doméne (Molekular-
gewicht < 40 kDa) aus MRTF-A mit der Pyruvatkinase oder mit einem zweifachen GFP wies
dieselbe Aktin-kontrollierte Translokation zwischen Zytoplasma und Zellkern wie das Ge-
samtlangenprotein auf (Guettler et al., 2008). Die Analyse einer ahnlichen Fusion mit den
JMY-WH2-Motiven kdnnte somit Aufschlisse (iber deren Regulation durch Aktin liefern.
Ausschliel3lich kernlokalisierte WH2-Domanen von JMY wurden bisher nicht generiert. Es ist
aber bekannt, dass auch die WH2-Region von nukledrem JMY G-Aktin binden kann und eine
daruber vermittelte Aktinpolymerisation die Aktivierung der p53-abhéngigen Transkription
durch JMY stimuliert (Coutts et al., 2009). Somit ware auch eine kompetitive Funktion von
JMY auf die Ausbildung und Dissoziation nukledrer G-Aktin:MRTF-A-Komplexe moglich.

4.3. Die direkte Modulation des Aktin-MRTF-SRF-Signalweges

durch WH2-Domanen-Proteine — ein Modellsystem

Vor Beginn dieser Arbeit wurde aufgrund der Wirkung von RhoGTPasen und Aktin-Nuklea-
toren angenommen, dass die Reduktion der Aktinmonomerkonzentration durch z.B. dessen
Einbau in Aktinfilamente zu der verringerten Assoziation mit MRTF fiihrt und somit die
MRTF-SRF-vermittelte Transkription aktiviert (Sotiropoulos et al., 1999; Miralles et al.,
2003; Vartiainen et al., 2007). In serumstimulierten Fibroblasten ist tatsachlich ein leichter
Anstieg von filamentdsem Aktin und eine damit verbundene reduzierte G-Aktin-Fraktion
nachweisbar (Posern et al., 2004). Dennoch liegt eine hohe Menge von Aktin weiterhin in
monomerer Form vor. In Anlehnung an diese Studie konnte eine minimale Verschiebung des
Verhaltnisses von G- zu F-Aktin nach Serumstimulation, aber nicht durch tberexprimierte
WH2-Varianten, beobachtet werden (Abb. 24). In vitro wurde zwar eine Aktinpolymerisation
durch mehrfache WH2-Doménen wie JMY-VV(BC) sowie isolierte VCA-Regionen von
WAVE2, N-WASP und JMY in Verbindung mit dem Arp2/3-Komplex nachgewiesen (Yama-
guchi et al., 2000; Zuchero et al., 2009). In dieser Arbeit konnte fir Gberexprimierte GFP-
V/VCA-Regionen aus N-WASP, WAVE?2, JMY, Cobl oder Spire2 dagegen keine modu-
lierende Funktion auf das Aktinzytoskelett beobachtet werden (Abb. 22, Abb. 25). Dariber
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hinaus konnte die WH2-vermittelte Aktivierung von SRF trotz depolymerisierender Be-
dingungen nicht vollstandig inhibiert werden (Abb. 26, Abb. 27). Demnach ist eine erhohte
Bildung zellularen F-Aktins flr die Wirkung der verwendeten WH2-Varianten auf die MRTF-
SRF-abhdngige Genexpression nicht zwingend notwendig. Auch weitere Studien beob-
achteten eine polymerisationsunabhéngige MRTF-SRF-Stimulation. N-WASP- und WAVE2-
Proteine induzierten z.B. einen SRF-Reporter unabhéngig von ihrer Féhigkeit der Arp2/3-
Komplexaktivierung (Weissbach & Schikora et al., 2016). Zudem wurde eine MRTF-SRF-
Aktivierung durch RhoA-Mutanten, welche keine Aktinpolymerisation stimulieren kénnen
(Sahai et al., 1998), aber auch durch Thymosin B4 (Morita & Hayashi, 2013; Hinkel et al.,
2014) und Profilin (Sotiropoulos et al., 1999) nachgewiesen. AuRerdem dissoziiert endogenes
MRTF-A nach Serumzugabe von nicht-polymerisierendem Aktin-R62D (Weissbach & Schi-
kora et al., 2016). Zusammenfassend sind diese Daten konsistent mit einem Modell, in dem
die Aktivierung von MRTF-A direkt durch WH2-Domanen-Proteine vermittelt werden kann

und unabhéngig von deren polymerisationsfordernden Funktion verlauft (siehe auch Abb. 29).

Die Ausbildung und Dissoziation von G-Aktin:MRTF-A-Komplexen sowie die MRTF-SRF-
Aktivitat konnen durch posttranslationale Modifikationen moduliert werden. MRTF-A enthalt
zahlreiche induzierbare Phosphorylierungsstellen, deren Phosphorylierung zu einer effizienten
Aktivierung der SRF-vermittelten Genexpression durch MRTF-A in Cytochalasin D-behan-
delten oder serumstimulierten Fibroblasten fihrt (Panayiotou et al., 2016). Mihlich et al.
(2008) postulierten, dass die ERK1/2-abhéngige Serinphosphorylierung an Position 454
(S549 des murinen Gesamtlangenproteins) nach Serumstimulation wichtig fir die Kontrolle
von MRTF-A durch Aktin ist. Diese resultiert in einer verstarkten Aktinbindung und im Kern-
export des Proteins, wohingegen deren Mutation auch unter unstimulierten Bedingungen zur
Akkumulation von MRTF-A im Zellkern fiihrt (Muehlich et al., 2008). Die isolierte RPEL-
Region von MRTF-A wird jedoch trotz des fehlenden Serinrestes weiterhin durch Aktin
kontrolliert und dissoziiert unter serumstimulierten Bedingungen von Flag-Aktin (Guettler et
al., 2008; Weissbach & Schikora et al., 2016). Daher muss ein weiterer Kontrollmechanismus
existieren, der den Zerfall des G-Aktin:MRTF-A-Komplexes unter diesen Umsténden regu-
liert.

Studien der eigenen Arbeitsgruppe weisen auf eine Regulation der G-Aktin:MRTF-A-Kom-
plexdissoziation durch einen transaktivierenden Faktor hin, der die Interaktion von G-Aktin
und MRTF-A nach Serumzugabe verhindert (Weissbach & Schikora et al., 2016). Dieser
Faktor konnte ein WH2-Domanen-Protein sein, dessen Aktivitat durch Serumstimulation in-

duziert wird. Wie in dieser Arbeit gezeigt, resultierte die Inkubation mit isolierten WH2-
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Varianten aus unterschiedlichen Aktinbindeproteinen bereits unter unstimulierten Be-
dingungen im Zerfall des Aktin-R62D:MRTF-A-Komplexes (Abb. 28). Das Kompetitions-
potential korrelierte mit der Freisetzung von MRTF-A aus der Assoziation mit Aktin-WT
(vgl. Abb. 16E und Abb. 28D). Die GST pulldown- und Ko-IP-Experimente zeigten zudem,
dass isolierte WH2-Doménen nicht tber eine Gleichgewichtsverschiebung durch Reduktion
freiverfligbarer Monomere auf den Aktin:MRTF-A-Komplex wirken, sondern direkt mit
MRTF-A um die Bindung von Aktin kompetitieren (z.B. Abb. 16, Abb. 19). Dennoch kann
die Wirkung weiterer posttranslationaler Modifikationen nicht ausgeschlossen werden. Die
Serumstimulation resultiert beispielsweise in der Phosphorylierung von MRTF-A am Serin-
rest 98 der RPEL-Region durch ERK, welche den G-Aktin:MRTF-A-Komplex destabilisiert
und zur nukleéren Translokation von MRTF-A fihrt (Panayiotou et al., 2016). VVoraussetzung
dafiir ist jedoch die ERK-unabhangige Freisetzung dieser Phosphorylierungsstelle durch
(partielle) Dissoziation von Aktinmonomeren (Panayiotou et al., 2016). Daher ist die Be-
teiligung von WH2-Domanen-Proteinen an diesem Prozess nicht ausgeschlossen.

Eine regulierende posttranslationale Modifikation kann jedoch auch an Aktin selbst erfolgen.
Die Flavoprotein-Monooxigenase MICAL (molecules interacting with CasL)-2 katalysiert
eine Methioninoxidation an Position 44 von Aktin, die in einer Depolymerisation nukleérer
Filamente und einer abnehmenden Kernlokalisation der Aktinmonomere resultiert (Lundquist
et al., 2014). Die Autoren beobachteten, dass MICAL-2 die MRTF-SRF-Aktivitat nach Se-
rumzugabe stimuliert und RhoA-unabhéngig ist. Als zugrundeliegender Mechanismus werden
u.a. veranderte Bindungsaffinitaten von modifiziertem G-Aktin zu MRTF-A vermutet (Lund-
quist et al., 2014).

Die hier fiir die Isolation der WH2-Domanen verwendeten Aktinbindeproteine zeigen ein dif-
ferenzielles Expressionsmuster. Dabei sind Cobl und Spire-Proteine hauptséchlich in neuro-
nalem Gewebe nachweisbar, wahrend N-WASP, WAVE2 und JMY ubiquitdr vorkommen
(Ahuja et al., 2007; Pleiser et al., 2010; Human Protein Atlas). SRF und MRTFs sind dagegen
weit verbreitete Transkriptionsregulatoren. Somit wére die Regulation der MRTF-SRF-ab-
hangigen Transkription durch Cobl und Spire nur in ausgewdahlten Zelltypen moglich, wéh-
rend N-WASP, WAVE2 und JMY generelle Kompetitoren fur MRTFs darstellen kdnnten.

Die Bildung bzw. der Zerfall des G-Aktin:MRTF-A-Komplexes wird durch einen transakti-
vierenden Faktor moduliert (Weissbach & Schikora et al., 2016). Die Aktivitéat dieses Faktors,
einem putativen WH2-Domanen-Protein, msste selbst durch einen spezifischen Mecha-
nismus wie intramolekulare Faltung oder posttranslationale Modifikation kontrolliert werden,

um die Signal-vermittelte Regulation des Aktin-MRTF-SRF-Signalwegs zu ermdglichen.
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Von den in dieser Arbeit getesteten isolierten WH2-Domaénen hatte die zweite WH2-Doméne
von Spire2 die starkste kompetitive Funktion auf die Ausbildung von G-Aktin:MRTF-A-
Komplexen (Abb. 16D und E). Diese fuhrte auch im Zellmodell zu einer nukledaren Akkumu-
lation von MRTF-A (Abb. 12). Dagegen konnte die rekombinante RPEL-Domane die Menge
der WH2(Spire2):Aktin-Komplexe kaum reduzieren (Abb. 20B-D). In der Literatur wird zu-
dem eine Regulation von Spire2 durch intramolekulare Autoinhibition diskutiert. Dabei bindet
die KIND-Region von monomerem Spire2 an dessen C-Terminus, wobei diese Interaktion
durch Membranbindung des Proteins geldst wird (Abb. 6; Tittel et al., 2015). Die massen-
spektrometrische Proteomanalyse zeigte jedoch, dass Spirel &hnlich wie MRTFs nach Serum-
stimulation von Aktin dissoziierte (Dissertation Shaposhnikov, 2013). Daher ist eine Kom-
petition zwischen Spire-Proteinen und MRTF-A in vivo eher unwahrscheinlich.

Cobl-V(B) hatte neben Spire2 einen starken Effekt auf die Komplexdissoziation von G-Aktin
und MRTF-A, welche in der Freisetzung von MRTF-A und der Aktivierung der MRTF-SRF-
vermittelten Genexpression resultierte (Abb. 7A, Abb. 16C und E). In vivo konnte eine Sig-
nal-induzierte Kompetition von MRTF-A und Cobl tatsachlich moglich sein. So wird die
Aktivitat von Cobl in neuronalen Zellen durch Ca?*/Calmodulin vermittelt (Hou et al., 2015).
Die Autoren wiesen nach, dass Ca®" die Assoziation von Aktin an die beiden letzten WH2-
Doménen verstarkt, wohingegen die Anlagerung von G-Aktin an Cobl-V(A) aufgrund der
Ca?"-abhangigen Interaktion mit Calmodulin nicht méglich ist. Durch den EGTA-vermittelte
Ca?*-Entzug konnte dieser suppressive Effekt aufgehoben werden, wahrend sich die Aktin-
bindung an die weiteren WH2-Domanen dadurch nicht veranderte (Hou et al., 2015). Zudem
ist auch fur MRTF eine Calcium-abhangige Regulation bekannt. In neuronalen Zellen erfolgt
eine Induktion von SRF und MRTF-A durch ansteigende Mengen von Ca?* (Misra et al.,
1994; Kalita et al., 2006). Neben einer ausschlieRlich nukledaren Akkumulation in z.B. hippo-
campalen Neuronen (Kalita et al., 2006; Stern et al., 2009) wurde eine Stimulus-abhangige
Translokation von MRTF-A zwischen Zytoplasma und Zellkern beschrieben (Wickrama-
singhe et al., 2008). Cobl wurde in einigen Zelltypen wie hippocampalen oder kortikalen
Neuronen auch im Nukleus nachgewiesen (Dissertation Grimm, 2011). Ubereinstimmend mit
den Daten dieser Arbeit ware die postulierte Kompetition nach Ca?*-Anstieg zunichst
unabhdangig von einer Cobl-induzierten Aktinnukleation, da das dafiir notwendige erste WH2-
Motiv durch Calmodulin-Interaktion blockiert ist (Abb. 22, Abb. 26; Hou et al., 2015).
Aufgrund der iiberlappenden Lokalisation beider Faktoren ware somit eine Ca?*-vermittelte,
polymerisationsunabhangige Regulation von MRTF-A durch Cobl moglich.
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Die Wirkung isolierter WH2-Doménen von N-WASP und WAVE?2 auf die Kernlokalisierung
von endogenem MRTF-A sowie die SRF-abhangige Transkription war eher gering (Abb. 7A,
Abb. 12). Diese Beobachtung spiegelte sich auch in der schwachen Kompetition mit Gesamt-
langen-MRTF-A bzw. der rekombinanten RPEL-Domane von MRTF-A wider (Abb. 16A, B
und E, Abb. 19). Die zugehdrigen VCA-Regionen hatten einen deutlich starkeren, polymeri-
sationsunabhéngigen Effekt auf die MRTF-SRF-vermittelte Genexpression (Abb. 7A, Abb. 8,
Abb. 26). Studien zeigten, dass auch Gesamtlangen-N-WASP und -WAVE?2 sowohl die Kern-
lokalisation verschiedener MRTF-A-Varianten als auch die Aktivierung von MRTF-SRF in-
duzieren (Sotiropoulos et al., 1999; Miralles et al., 2003; Weissbach & Schikora et al., 2016).
Gegensatzlich zu N-WASP stellte WAVE2 den starkeren Kompetitor dar, wobei dessen
Wirkung durch das Fehlen seiner Arp2/3-interagierenden Bindestellen kaum beeinflusst
wurde (Weissbach & Schikora et al., 2016). Im Vergleich zu den Ergebnissen dieser Arbeit
war die Reduktion der aktingebundenen MRTF-A-Menge zwischen WAVE2-VCA und
Gesamtlangen-WAVE2 nahezu identisch (vgl. Abb. 16B, E und Abb. 5A, C in Weissbach &
Schikora et al., 2016). Dabei ist WAVE2 im Vergleich zu N-WASP nicht im Zellkern
lokalisiert. Daher konnte WAVE2 nur die Dissoziation zytoplasmatischer G-Aktin:MRTF-A-
Komplexe regulieren. Es ist zudem bereits bekannt, dass N-WASP durch intramolekulare
Autoinhibition (Rohatgi et al., 2000) und WAVEs in Form des suppressiven WAVE-
Komplexes (Gautreau et al., 2004; Chen et al., 2010) kontrolliert werden. Deren Induktion
erfolgt nach extrazellularer Stimulation durch aktivierte RhoGTPasen (1.1.2.3.1; Miki et al.,
1998a; Eden et al., 2002). Daher konnte eine Signal-vermittelte Regulation des Aktin-MRTF-
SRF-Signalwegs durch N-WASP oder WAVE-Proteine auch eine physiologisch relevante
Rolle spielen.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass isolierte WH2-Doméanen von JMY eine nukleére Trans-
lokation von MRTF-A und die Expression eines SRF-abhangigen Luziferasereporters indu-
zieren konnen. Fur die effiziente Stimulation und die Dissoziation der G-Aktin:MRTF-A-
Komplexe waren die letzten beiden WH2-Regionen, IMY-VV(BC), notwendig, wéhrend die
zusatzliche Anwesenheit des ersten WH2- oder dem Arp2/3-interagierenden CA-Motiv diesen
Effekt nicht wesentlich verstarkte (Abb. 10A, Abb. 14, Abb. 17). Die in in vitro-Studien fir
JMY-VV(BC) beschriebene Aktinnukleation beeinflusste die SRF-Aktivierung kaum (Abb.
27; Zuchero et al., 2009). Ubereinstimmend mit der hier beobachteten Arp2/3-unabhéngigen
Induktion der MRTF-SRF-vermittelten Transkription durch JMY war der Arp2/3-Komplex
fir dessen Stimulation der p53-abhéngigen Genexpression nicht notwendig (Abb. 10A, Abb.
11; Coutts et al., 2009). Zudem ist eine Signal-induzierte Regulation von JMY maglich. Ob-
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wohl Gesamtldngen-JMY im Vergleich zu N-WASP und WAVE?2 eine deutlich schwéchere
Stimulation der MRTF-SRF-Aktivitat aufweist, wird diese durch Deletionen oder eine Punkt-
mutation in der C-terminalen CA-Region um ein Vielfaches erhoht (J. Weibach, personliche
Mitteilung). Damit Ubereinstimmend postulierten Firat-Karalar et al. (2011), dass dessen
Funktion als Aktin-Nukleator durch posttranslationale Modifikation oder Autoinhibition
kontrolliert wird. Die Auffaltung des Proteins konnte somit aufgrund der Exposition der
WH2-Region zu einer regulierten Kompetition mit MRTF-A um die Aktinbindung sowie zur
SRF-Aktivierung flhren.

Die Daten dieser Arbeit lassen sich in folgendem Modell zusammenfassen (Abb. 29):
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Abbildung 29: Putative Regulation des Aktin-MRTF-SRF-Signalweges durch WH2-Doméanen-Proteine.

Links: In unstimulierten Zellen ist MRTF an Aktin gebunden, wodurch dessen Importin a/p-abhéngiger Kernimport blockiert
ist. Auch nukledres MRTF liegt in einem inhibitorischen Komplex mit G-Aktin vor. In Folge ist der Crm1-abh&ngige Export
von MRTF erhéht und die Stimulation der MRTF-SRF-abhéngigen Genexpression nicht moglich. Die Aktivitat des WH2-
Doménen-Proteins ist durch intramolekulare Faltung oder einen &hnlichen Regulationsmechanismus inhibiert. Rechts: Durch
einen extrazellularen Stimulus wird die Auffaltung des putativen WH2-Doménen-Proteins induziert. Dieses kompetitiert iber
die exponierte WH2-Doméne aktiv mit MRTF um die Assoziation mit monomerem Aktin. Freigesetztes MRTF wird
daraufhin in den Zellkern importiert und stimuliert die MRTF-SRF-vermittelte Transkription. NT, N-Terminus; Imp a/p,
Importin a/p; M, Plasmamembran; Z, Zytoplasma; K, Zellkern.

Unter unstimulierten Bedingungen liegt zytoplasmatisches und nukledres MRTF-A im Kom-
plex mit Aktin inhibiert vor (Abb. 29). Die Funktion des transaktivierenden Faktors, einem

putativen WH2-Doménen-Protein, ist durch intramolekulare Faltung, posttranslationale Modi-
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fikationen oder einem &hnlichen Regulationsmechanismus inhibiert (links). Durch extrazellu-
lare Stimulation erfolgt die Aktivierung und Auffaltung des WH2-Domanen-Proteins, sodass
die WH2-Region zuganglich ist. Diese kompetitiert mit den RPEL-Motiven von MRTF-A um
die Bindung an Aktin und fiihrt in Folge zur Komplexdissoziation. Freigesetztes MRTF-A
akkumuliert im Zellkern und stimuliert die MRTF-SRF-abhangige Genexpression (rechts).

Derselbe Mechanismus kdnnte auch im Zellkern stattfinden.

4.4. WH2-Doméanen-Proteine — physiologisch relevante Regula-

toren einer MRTF-SRF-vermittelten Transkription?

MRTFs haben eine wichtige Funktion fur verschiedene Prozesse wie Zelladhasion oder die
Kontrolle der Zytoskelettdynamik und spielen eine globale Rolle bei der Entwicklung diverser
Gewebetypen. Die fehlerhafte Regulation dieser SRF-Kofaktoren resultiert in der Entstehung
pathologischer Prozesse wie dem Wachstum und der Metastasierung unterschiedlicher Krebs-
arten (Medjkane et al., 2009; Muehlich et al., 2012; Hampl et al., 2013; Song et al., 2016).
Dabher ist die strenge Regulation der MRTF-Aktivitat fur die Aufrechterhaltung der zelluléren
Homdostase notwendig.

In dieser Arbeit wurden isolierte WH2-Domanen aus finf verschiedenen Aktinbindeproteinen
auf ihre Fahigkeit hin untersucht, die Dissoziation inhibitorischer G-Aktin:MRTF-A-Kom-
plexe zu initiieren und so die MRTF-SRF-abhangige Genexpression zu kontrollieren. Auf-
grund der Vielzahl potentieller WH2-Domaénen-enthaltender Kompetitoren konnte bisher
keine physiologische Relevanz flr das postulierte Kompetitionsmodell (Abb. 29) gezeigt
werden. Die Beteiligung eines transaktivierenden Faktors sowie die Stimulation des Signal-
weges durch Uberexprimiertes N-WASP, WAVE2 und JMY (J. Weibach, personliche Mit-
teilung; Weissbach & Schikora et al., 2016) liefern jedoch erste Hinweise auf die mogliche
Regulation von MRTF-SRF durch endogene WH2-Doménen-Proteine.

Ein potentieller Kandidat ist JIMY, dessen Aktivitadt durch einen spezifischen Regulations-
mechanismus inhibiert zu sein scheint. Interessanterweise wird die Induktion von MRTF-SRF
durch JMY direkt tber die WH2-Region vermittelt, wéhrend das Arp2/3-interagierende CA-
Motiv nicht notwendig ist (Abb. 10A, Abb. 11). Weitere Studien sollten sich damit beschaf-
tigen, wie die Aktivitat von JMY kontrolliert wird, welche Proteindoménen daftir nétig sind
und ob weitere Faktoren involviert sind. Damit koénnte die putative, Stimulus-abhéangige

Funktion von JMY auf den Aktin-MRTF-SRF-Signalweg néher charakterisiert werden.
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In einer vorherigen Studie wurde die mogliche Funktion des Arp2/3-Komplexes als Kompeti-
tionspartner fur G-Aktin:MRTF-Komplexe identifiziert (Dissertation Shaposhnikov, 2013).
Eine Arp2/3-vermittelte Aktinnukleation als dissoziierender Mechanismus konnte durch die
Daten dieser Arbeit jedoch ausgeschlossen werden. Fur die Durchflihrung einer weiteren mas-
senspektrometrischen Proteomanalyse sollte das nicht-polymerisierende Aktin-R62D ver-
wendet werden. Diese Analyse konnte zur Identifikation potentieller WH2-Doménen-Proteine
fiihren, die nach Serumstimulation verstarkt an diese monomere Aktinmutante binden, wohin-
gegen MRTF-A dissoziiert (Weissbach & Schikora et al., 2016).

Auch das WASP-interagierende Protein (WIP) enthalt eine N-terminale WH2-Region. Eine
kirzliche Studie wies eine Reduktion der Kernakkumulation von MRTF-A sowie der In-
duktion von SRF in WIP-knock-out-Zellen nach, wobei dieser Phanotyp auf dessen Aktin-
bindedoméne beruht (Ramesh et al., 2014). Die Uberexpression von WIP fiihrt zu einem An-
stieg der SRF-Aktivitat (S. Lentze, personliche Mitteilung). WIP ware somit ein weiteres
Kandidatenprotein, das die MRTF-SRF-vermittelte Transkription entweder direkt Gber die
N-terminale WH2-Region oder indirekt Gber die Wirkung auf N-WASP regulieren kénnte.
Die zweite WH2-Domane von Cobl hatte eine starke kompetitive Wirkung, welche in der
Dissoziation der G-Aktin:MRTF-A-Komplexe resultierte (Abb. 16C und E, Abb. 28C und D).
Die ahnliche subzellulére Lokalisation sowie die Kontrolle von Cobl und MRTF-A durch
Ca?*-Level konnte auf eine mogliche Regulation des Aktin-MRTF-SRF-Signalwegs durch
Cobl in Neuronen hindeuten (4.3). Diese sollte zukinftig anhand von Ko-IP-Experimenten

und SRF-Luziferasegenassays in An- und Abwesenheit von Ca?* getestet werden.

Die Identifikation eines endogenen WH2-Domanen-Proteins als putativen Kompetitor fir
MRTFs wirde einen wichtigen Beitrag zur Charakterisierung des Aktin-MRTF-SRF-Signal-
wegs darstellen. Es sind jedoch eine Vielzahl von WH2-Doménen-Proteinen bekannt. Diese
unterscheiden sich sowohl in ihrem gewebespezifischen Expressionsmuster als auch in der
Art ihrer Aktivierung. Somit ist es moglich, dass MRTF-SRF abhangig von der jeweiligen
Zellart durch verschiedene WH2-Domanen-Proteine reguliert werden kénnen. Zukunftig wére
es notwendig, die physiologische Relevanz putativer WH2-Domanen-enthaltender Kom-
petitoren fir MRTF in verschiedenen Zelltypen zu Uberpriifen und die zugehérigen Signal-
wege zu identifizieren. Durch die mechanistische Aufklarung der G-Aktin:MRTF-Komplex-
dissoziation wére zudem die Entwicklung von pharmakologischen Substanzen mdglich, die
im Rahmen einer pathologischen Dysfunktion wie Tumorwachstum und -metastasierung ein-

greifen konnten.

99



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Aktin hat eine bedeutende Funktion als Strukturkomponente des Zytoskeletts. Die Polymeri-
sation von monomerem G-Aktin zu Aktinfilamenten wird dabei von nukleationsférdernden
Proteinen mit aktinbindenden WH2-Doménen unterstiitzt. Aktin kontrolliert zudem die Tran-
skription zahlreicher Zielgene durch Regulation von MRTFs, einer wichtigen Familie von
SRF-Kofaktoren. Die Stimulation der SRF-abhéngigen Transkription wird durch die Bildung
eines inhibitorischen Komplexes von G-Aktin und MRTFs verhindert. Die Freisetzung der
MRTFs aus diesen Komplexen ist der entscheidende Schritt fur die Aktivierung des Aktin-
MRTF-SRF-Signalweges. Der dissoziierende Mechanismus der G-Aktin:MRTF-Komplexe ist
unklar. Bisherige Modelle postulierten eine zugrundeliegende Reduktion der Aktinmonomere
durch stimulierte Filamentbildung. In dieser Arbeit sollte dagegen eine direkte Kompetition
zwischen isolierten WH2-Doménen und MRTF-A um die Interaktion mit G-Aktin als puta-
tiver Mechanismus untersucht werden, da WH2-Doménen-enthaltende Proteine Aktin Uber
dieselbe Oberflache wie MRTFs binden. Durch Ko-Immunprézipitations- und GST pulldown-
Experimente wurde sowohl im Zellmodell als auch in einer zellfreien Umgebung gezeigt, dass
verschiedene WH2-Doménen direkt mit MRTF-A um die Assoziation mit Aktin konkurrieren.
Die verwendeten WH2-Fusionsproteine unterschieden sich in ihrer kompetitiven Funktion auf
die Ausbildung und Dissoziation der G-Aktin:MRTF-A-Komplexe, moglicherweise bedingt
durch unterschiedliche Affinitaten zu Aktin. Die Freisetzung von MRTF-A durch tberexpri-
mierte GFP-WH2-Konstrukte resultierte in dessen nukledrer Akkumulation und der Akti-
vierung der MRTF-SRF-vermittelten Genexpression und korrelierte grofitenteils mit dem be-
obachteten Kompetitionspotential. Die forcierte Kernlokalisierung reduzierte die Wirkung der
WH2-Doménen auf die nukledre Translokation von MRTF-A und auf die Stimulation der
MRTF-SRF-Aktivitat. Die Kompetition zwischen WH2-Proteinen und MRTF-A erfolgt daher
vermutlich primér im Zytoplasma. Durch Farbung der Aktinfilamente sowie Verwendung des
Zytoskelettinhibitors Latrunculin B wurde gezeigt, dass die postulierte Funktion der WH2-
Domanen auf die Komplexdissoziation von G-Aktin und MRTF-A hauptsachlich unabhangig
von einer aktivierten Aktinpolymerisation verlauft. Dartiber hinaus konnte die Interaktion von
MRTF-A mit nicht-polymerisierendem Aktin-R62D durch Zugabe von GST-WH2-Fusions-
proteinen reduziert werden. Diese Arbeit zeigt, dass WH2-Doménen-Proteine die Dissoziation
von G-Aktin und MRTF-A induzieren und somit die MRTF-SRF-vermittelte Genexpression
stimulieren konnen. Zukunftige Studien missen durch Identifizierung eines endogenen WH2-
enthaltenden Kompetitionspartners zeigen, in welchen Zellarten oder Signalwegen die beob-

achtete WH2-abhéngige MRTF-SRF-Aktivierung eine physiologisch relevante Funktion hat.
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Anhang

WH2 Doméane
N-WASP-V (A)
N-WASP-V (B)
WAVE2-V
Cobl-V (B)
Spire2-V (B)
JMY-V (A)
JMY -V (B)

JMY-V (C)

Position

400-418

428-446

434-452

1226-1245

280-299

854-873

884-903

915-933

Alignment

GNKAALLDQIREGA---QLKKV
SGRDALLDQIRQGI---QLKSV
DARSDLLSATRQGF---QLRRV
——RSALLAATRGHSGTLSLRKV
TPFEMLMQDIRARN--YKLRKV
——-AAHLFDSSOLVSARKKLRKT
SPMDEVLASLKRGS—--FHLKKV

DDSNNILAQIRKGV---KLKKV

Anhang 1: Sequenzvergleich der in dieser Arbeit verwendeten WH2-Domanen.
Die Identifikation und Eingrenzung der WH2-Doménen erfolgte nach Chereau et al. (2005) und Zuchero et al. (2009). Der
Vergleich sowie die Analyse der verschiedenen WH2-Sequenzen wurde mit dem Programm Clustal Omega (1.2.3) vor-
genommen. Dabei erfolgte die Kennzeichnung vollstandig konservierter Aminoséuren mit (*), wohingegen konservierte
Aminosauren mit starker Ahnlichkeit ihrer Eigenschaften mit (:) und konservierte Aminosauren mit schwacher Ahnlichkeit
ihrer Eigenschaften mit (.) markiert wurden. Dargestellt sind die Positionen der WH2-Doménen sowie die farbliche
Kodierung der konservierten Aminoséuren anhand der Eigenschaften ihrer Seitenketten in: Blau: Hydrophile, basische
Seitenkette (K, R), Rot: Hydrophobe Seitenkette (V, L, I, F, M) und Griin: Hydrophile, ungeladene Seitenkette (Q, T).

Anhang
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Spire2-V(B)

Anhang 2: Nukledre Translokation von endogenem MRTF-A durch die isolierten GFP-V/VCA-Proteine aus
N-WASP, WAVE2, Cobl und Spire2.

Die Durchfiihrung der Immunfluoreszenzfarbung erfolgte wie in Abbildung 12 beschrieben. Dargestellt sind die einzelnen
mikroskopischen Aufnahmen der GFP-Proteine, MRTF-A und der mit DAPI angefarbten DNA sowie deren Uberlagerung.
Der angegebene scale bar entspricht einer GréRe von 20 pm.
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Spire2-NLS-
V(B)

Anhang 3: Subzellulére Lokalisation von endogenem MRTF-A in GFP-NLS-V/VCA-exprimierenden Zellen.

Die Anfertigung der Immunfluoreszenzfarbung wurde bereits in Abbildung 13 beschrieben. Die mikroskopischen
Aufnahmen zeigen die detektierten GFP-Proteine, MRTF-A und die DAPI-Férbung der DNA. AuBerdem ist die
Uberlagerung der Aufnahmen dargestellt. Der angegebene scale bar entspricht einer GroRe von 20 pm.
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Anhang 4: Nukledre Akkumulation von endogenem MRTF-A in GFP-JIMY-V/VVVCA-transfizierten Zellen.

Wie bereits in Abbildung 14 beschrieben, erfolgte die Detektion von MRTF-A mit einem MRTF-spezifischen Antikorper
durch Immunfluoreszenzfarbungen. Dargestellt sind zudem die mikroskopischen Aufnahmen der GFP-Fusionsproteine, die
DAPI-Féarbung der DNA und die Uberlagerung der zusammengehérigen Aufnahmen. Der angegebene scale bar entspricht
einer GroRe von 20 pm.
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GFP DAPI
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Anhang 5: Verstarkte Bildung von Aktinfilamenten nach Serumstimulation, aber nicht in GFP-V/VCA-expri-
mierenden Zellen.

Die Anférbung des Aktinzytoskeletts erfolgte wie in Abbildung 22 beschrieben. Gezeigt werden die mikroskopischen
Aufnahmen der GFP-Fusionen, des Phalloidin-markierten F-Aktins, die DAPI-Farbung der DNA sowie deren Uberlagerung.
Der angegebene scale bar entspricht einer GréRe von 20 pm.
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Anhang 6: Keine induzierte Filamentbildung nach Uberexpression von NLS-WH2-Varianten aus N-WASP, WAVE2,
Cobl und Spire2.

Die Durchfiihrung der Immunfluoreszenzfarbung erfolgte wie in Abbildung 23 beschrieben. Die mikroskopischen Auf-
nahmen zeigen die detektierten GFP-Proteine, das mit Phalloidin angeférbte Aktinzytoskelett sowie die DAPI gefarbte DNA.
AuRerdem ist die Uberlagerung der einzelnen Aufnahmen dargestellt. Der angegebene scale bar entspricht einer GréRe von
20 pm.
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Anhang 7: Keine veréanderte Bildung von Aktinfilamenten nach Uberexpression von JMY-V/VVVCA-Proteinen.

Die Anfertigung der Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung des Aktinzytoskeletts wurde bereits in Abbildung 25
beschrieben. Anhand der mikroskopischen Aufnahmen werden das Phalloidin-positive F-Aktin, die GFP-Fusionsproteine und
die DAPI-Farbung der DNA gezeigt. AuBerdem wurde eine Uberlagerung zusammengehoriger Aufnahmen durchgefiihrt.
Der angegebene scale bar entspricht einer GréRe von 20 pm.
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Anhang 8: Aktivierung eines MRTF-abhangigen SRF-Reporters durch nukleér-lokalisierte WH2-Varianten trotz
induzierter Depolymerisation des Aktinzytoskeletts.

Nach Transfektion der GFP-NLS-V/VCA-Fusionsproteine und den Reporterplasmiden p3D.A.-Luc und pRL-TK erfolgte die
Behandlung der NIH 3T3-Zellen mit 0,5-1 puM Latrunculin B (LatB) fiir 7,5 h. Vergleichend dazu wurde der Einfluss von
Latrunculin B auf unstimulierte (GFP) und stimulierte (GFP + FCS) GFP-Kontrollzellen untersucht. Die Bestimmung der
relativen SRF-Aktivitat erfolgte nach Messung der Luziferase-Luminiszenzen mit anschlielender Normalisierung der Firefly-
auf die Renilla Luziferase Luminiszenz. Die Daten der zugehdrigen, simultan gemessenen GFP-V/VCA-Fusionsproteine sind
in Abbildung 26 gezeigt. Dargestellt sind Fehlerbalken des SEM (n = 3) sowie die statistische Signifikanz des Einstichproben
t-Tests in Bezug auf die unbehandelte GFP-Kontrolle (GFP = 1) mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p <0,001.

124



| ebenslauf

Personliche Daten:

Name:

Akademischer Grad:
Geburtsdatum/ -ort:
Geschlecht:
Staatsangehorigkeit:
Korrespondenzanschrift:

Hochschulausbildung:

seit 01/2017
09/2012-12/2016

08/2012

10/2010-08/2012

07/2010

10/2007-07/2010

Schulbildung:

07/2007
1999-2007
1995-1999

Praktische Erfahrungen:
01/09/2010-24/09/2010

(Ort, Datum)

Lebenslauf

Franziska Kluge, geb. Schikora

M. Sc. (Biochemie)

02.11.1988 in Friedrichroda

weiblich

deutsch

Magdeburger Str. 7, 06112 Halle (Saale)

Mutterschutz/Elternzeit und Fertigstellung der Dissertation

Promotion (Biochemie) in der AG von Prof. Dr. G. Posern am Institut fur
Physiologische Chemie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
Abschluss: Master of Science (Biochemie)

Masterarbeit in der AG von Prof. Dr. E. Schwarz am Institut fir
Biochemie und Biotechnologie, Martin-Luther-Universitat Halle-Witten-
berg

Thema: ,,Expression, Reinigung und proteinbiochemische Charakteri-
sierung von Disulfid-enthaltenden Varianten des nukledren Poly(A)-
Bindeproteins (PABPN1)*

Masterstudium der Biochemie, Martin-Luther-Universitat Halle-Witten-
berg

Abschluss: Bachelor of Science (Biochemie)

Bachelorarbeit in der Abteilung Natur- und Wirkstoffchemie von Prof.
Dr. L. Wessjohann am Leibniz-Institut fir Pflanzenbiochemie in Halle
(Saale)

Thema: ,,Biotransformation von Triterpensduren (Betulinsdure) durch
Sepedonium spec.*

Bachelorstudium der Biochemie, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg

Abschluss: allgemeine Hochschulreife (Abitur)
Friedrich-Schiller-Gymnasium, Leipzig
Hans-und-Hilde-Coppi-Grundschule, Leipzig

Praktikum bei Bayer Bitterfeld GmbH, Deutschland

(Franziska Kluge)

125



Publikationsliste

Publikationsliste

Weissbach J*, Schikora F*, Weber A, Kessels M & Posern G (2016) Myocardin-Related
Transcription Factor A Activation by Competition with WH2 Domain Proteins for Actin
Binding. Mol. Cell. Bio. 36: 1526-1539

* bedeutet gleichberechtigte Erstautorenschaft

Eisenach PA, Schikora F & Posern G (2014) Inhibition of Arginyltransferase 1 Induces
Transcriptional Activity of Myocardin-related Transcription Factor A (MRTF-A) and
Promotes Directional Migration. J. Biol. Chem. 289: 35376-35387

In Vorbereitung:

Kluge F*, Weissbach J*, Weber A & Posern G. The C-Terminal Domain of JMY Prevents
its Potential for MRTF-A Activation.

* bedeutet gleichberechtigte Erstautorenschaft

126



Danksagung

Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich abschlieRend bei allen Personen herzlich bedanken, die

mich wéhrend der Entstehung dieser Arbeit unterstiitzt haben.

Zuerst danke ich Herrn Prof. Dr. Guido Posern fir die Bereitstellung des interessanten
Themas und fir die Mdoglichkeit, meine Doktorarbeit in seiner Arbeitsgruppe anzufertigen.
Aullerdem mochte ich mich fur die stetige Gespréachsbereitschaft, die Anregungen und
Ratschlége sowie die gute Betreuung wahrend der gesamten Zeit sehr bedanken.

Mein weiterer Dank gilt Frau Prof. Dr. Elisabeth Schwarz und Herrn PD Dr. Michael M.
Kessels fur ihre Bereitschaft, mich und meine Forschung im Rahmen des Thesis Advisory
Committees zu begleiten. Ihre Hilfs- und Diskussionsbereitschaft, aber auch die vielseitigen

Ideen haben sehr zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen.

Meiner ,,WH2-Kollegin®“ Julia Weillbach danke ich fiir die enge Zusammenarbeit, aber vor
allem fir die schone Zeit wahrend unserer Kongressreisen nach Regensburg. Bei Anja Weber
mdochte ich mich flr ihre stets hilfsbereite Unterstiitzung bei technischen Fragen und die gute
Zusammenarbeit im Labor sehr bedanken. Astrid VeR danke ich fir ihre Geduld mit mir und
ihr offenes Ohr, das bereits in den friihen Morgenstunden aufmerksam zuhérte. Ein herzlicher
Dank gilt auch Sara Werner und Ingo Holstein fir ihren moralischen Beistand und die freund-
schaftliche Zusammenarbeit. AuRerdem danke ich allen weiteren derzeitigen und ehemaligen
Mitgliedern der AG Posern wie Stefanie Beinicke, Ulrich Blache, Anja Ehrenpfordt, Victoria
Menger, Janine Obendorf, Falk Pohl, Anja Seifert, Dmitry Shaposhnikov, Anurag Singh,
Robert Torka und Jens Wulfanger fur das gute Arbeitsklima, ihre vielen Ratschldge aber vor
allem fur die tolle Zeit auch auf3erhalb des Laboralltags. Danke fir viele schdne Erlebnisse!

Mein ganz besonderer Dank gilt meiner Familie und meinen Freunden fiir den Beistand
wéhrend der letzten Jahre. Bei meinen Eltern mdchte ich mich bedanken, dass sie mir diesen
Abschluss ermdglicht und mich in allen Situationen unterstiitzt haben. Insbesondere flr das
liebevolle Babysitting wahrend der letzten Schreibphase danke ich meinen Eltern und
Schwiegereltern von Herzen. Auch bei meiner Frau, Stefanie Kluge, mdchte ich mich fir ihre
Liebe, Geduld und Motivation, ihren Beistand in schwierigen Lebenslagen und das Ertragen

meiner Launen bedanken. Danke, dass du immer fiir mich da bist!

AuBerdem maochte ich mich bei der DFG (SPP1464) fir die Finanzierung dieses Projektes
bedanken.

127



Eidesstattliche Erklarung

Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertation selbststandig und ohne
fremde Hilfe angefertigt und ausschlieBlich die aufgefuhrten Quellen und Hilfsmittel benutzt
habe. Die aus den verwendeten Quellen wortlich oder inhaltlich Gbernommenen Stellen
wurden unter Angabe des Literaturzitats als solche gekennzeichnet. Des Weiteren versichere
ich, dass ich mich mit der vorliegenden Arbeit erstmalig um die Erlangung des Doktorgrades
bewerbe und diese weder an der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg noch an einer

anderen Stelle bereits vorgelegt habe.

(Ort, Datum) (Franziska Kluge)

128



