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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Herzmuskulatur

Das Herz ist ein Hohlmuskel und wird, aufgrund seiner Struktur im
Polarisationsmikroskop, zusammen mit dem Skelettmuskel als quergestreifte
Muskulatur bezeichnet. Die quergestreifte Muskulatur ist das am starksten
ausgebildete Gewebe des Menschen. Ein Muskel besteht aus vielen
Muskelfaserbundeln (Faszikeln), die sich aus mehreren Muskelfasern
zusammensetzen. Eine Muskelfaser enthalt zahlreiche parallel angeordnete
Strukturelemente, die Myofibrillen. Diese wiederum sind in hunderte Abschnitte,
die sogenannten Sarkomere, unterteilt. In Serie geschaltete Sarkomere bilden den
kontraktilen Apparat sowohl in der Herzmuskelzelle als auch in der
Skelettmuskelzelle (Huxley 1960). Diese Skelettmuskelfasern sind vielkernig und
entstehen in der Embryonalentwicklung durch die Fusion einkerniger
Vorlauferzellen, den sogenannten Myoblasten (Stockdale & Holtzer 1961). Die
Kardiomyozyten sind jedoch im Gegensatz zu den Skelettmuskelzellen ein- bzw.
zweikernig (Korecky et al. 1979).

1.2 Aufbau und Funktion der Kardiomyozyten

1.2.1 Das Sarkomer: Der kontraktile Apparat der Kardiomyozyten

Ein Sarkomer (Abb. 1.1 A) bildet die kleinste kontraktile Einheit der Myofibrillen,
dessen Grenzen durch die sogenannten Z-Scheiben bestimmt werden (Huxley
1960). Im Herzmuskel hat das Sarkomer in Ruhe etwa eine Lange von 1,9 ym
(Millman 1998). Betrachtet man den Langsschnitt (Abb. 1.1 B) von Myofibrillen im
Polarisationsmikroskop, sieht man dunkle, im polarisierten Licht stark
doppelbrechende Banden, die A-Banden (anisotrop). Diese Banden stellen die
Uberlappungszonen der dicken und dinnen Filamente dar. Die Abschnitte des
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Sarkomers ohne dicke Filamente erkennt man dagegen als helle, schwach
doppelbrechende (isotrope) Banden (I-Banden). Diese enthalten die dinnen
Filamente (Aktinfilamente) (Hanson & Huxley 1953; Huxley 1953; Huxley &
Hanson 1954). Die hellere Mitte der A-Bande wird als H-Zone bezeichnet und von
einer dunklen Linie, der M-Linie durchzogen. Die Aktinflamente sind mit den
regulatorischen Proteinen Tropomyosin und Troponin assoziiert (Endo 1966; Pepe
1966; Otsuki 1967; Masaki et al. 1967). Sie sind Uber das Aktinin mit der Z-
Scheibe verankert, bis zu 1 ym lang und besitzen einen Durchmesser von etwa 7
nm (Huxley 1963). Die dicken Filamente bestehen hauptsachlich aus Myosin
(Hasselbach 1953), mit einer Lange von etwa 1,6 ym und einen Durchmesser von
13-14 nm (Huxley 1963). Das Muskelmyosin besteht aus zwei schweren Ketten
sowie aus zwei Paar leichten Peptidketten (Weeds & Lowey 1971). Jede schwere
Myosinkette besitzt an einem Ende eine Kopfregion, die die Bindungsstellen fur
Aktin, ATP und zwei leichte Ketten besitzt (Mueller & Perry 1962; Lowey et al.
1969; Balint et al. 1978).

A Myosin
L 0008 10089y
XYY RNIERTY) [T
sila zqciiioi ﬂxiiziisgg T
A {1 7 000000 ' Ty
Z-Scheibe P Z-Scheibe
B Sarkomer

H - Zone

Abbildung 1.1 A) Schematische Darstellung des Sarkomers. Blau: Myosinfilamente, gelb:
Aktinfilamente, grin: Titinfilamente, pink: M-Bande. Die Z-Scheiben sind schwarz gekennzeichnet.
B) Die Abbildung zeigt die entsprechende elektronenmikroskopische Aufnahme eines Sarkomers.
Die I-Banden sind hell und die A-Bande dunkel dargestellt. Die Z-Scheiben, die das Sarkomer
begrenzen sind als schwarze Strukturen erkennbar. In der Mitte der A-Bande ist die H-Zone mit der
M-Bande gekennzeichnet (Agarkova & Perriard 2005).
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Ein weiteres Filament im Sarkomer ist das elastische Titinfilament, das die Halfte
des Sarkomers von der Z-Scheibe bis zur M-Bande umfasst (Furst et al. 1988).
Das Riesenprotein Titin (Tskhovrebova & Trinick 2003; Granzier & Labeit 2004)
hat eine GrolRe von etwa 3,7 MDa (Trinick & Tskhovrebova 1999; Granzier &
Labeit 2002) und ist das dritthaufigste Muskelprotein (Wang 1984). Es besteht
aus Immunglobulin (Ig)- und Fibronektindomanen (Fn) (Labeit et al. 1992), wobei
sich die Ig-Domanen bei geringer Kraft ausdehnen (Linke et al. 1996; Trombitas
et al. 1998).

Titin verbindet die Myosinflamente mit der Z-Scheibe und verankert sie
gleichzeitig im Zentrum des Sarkomers (Horowits et al. 1986). Es dient als eine Art
Stress-Sensor (Miller et al. 2004) und die elastischen Elemente sorgen dabei fur
die Dehnbarkeit des Titinfilaments (Granzier et al. 1996; Granzier et al. 1997;
Linke et al. 1998; Helmes et al. 1999; Linke et al. 1999) Das Hauptfederelement
ist das PEVK-Element (Linke et al. 1998), eine Region, die reich an Prolin (P),
Glutamat (E), Valin (V) und Lysin (K) ist (Labeit & Kolmerer 1995). Eine weitere
Isoform, die nur im Herzen vorkommt, enthalt das N2B-Element, welches als

molekulare ,Feder” dient (Watanabe et al. 2002).

1.2.2 Querbrickenzyklus: Der Kontraktionsmechanismus der

Kardiomyozyten

Aktin- und Mpyosinfilamente erzeugen zusammen die Kontraktionskraft des
Sarkomers. Ein Myosinkopf kann sich als eine sogenannte Querbricke mit einem
benachbarten Aktinfilament verbinden (Huxley 1957; Rayment et al. 1993). Die
sequenziellen Ubergange in kraft- und nichtkrafterzeugende Zustéande der
Querbrucken nennt man den Querbruckenzyklus (Abb. 1.2). Die fur diesen Zyklus
benotigte Energie entsteht bei der Spaltung von am Myosinkopf gebundenem ATP
in ADP und anorganisches Phosphat (Huxley 1957; Lymn & Taylor 1971).
Dadurch erfolgt die Ausrichtung und zunachst schwache Anlagerung des
Myosinkopfes an das Aktinfilament (Brenner 1988). Nach der Freisetzung des
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anorganischen Phosphats erfolgt der Kraftschlag bei dem das Aktinfilament in
Richtung der Sarkomermitte bewegt wird. Somit gleiten die Aktin- und
Myosinfilamente aneinander vorbei, ohne dabei ihre Lange zu verandern
(Gleitflament-Hypothese: (Huxley & Hanson 1954). Anschlieend wird ADP
freigesetzt und durch ATP ersetzt. Durch die Anwesenheit von ATP I0st sich der
Myosinkopf wieder ab und der Querbrickenzyklus kann erneut durchlaufen
werden. Reguliert wird der Zyklus durch die Ca?*-Konzentration im Sarkoplasma.
Wird Ca®* an Troponin C des Tropomyosin-Troponin-Komplexes gebunden,
verandert dieses durch Konformationsanderung die Position auf dem Aktinfilament
und gibt dadurch die Stellen frei, an die die Myosinkopfe binden kdnnen (Ebashi &
Endo 1968; Ebashi et al. 1968; Ebashi et al. 1969).

ADP Filamentgleiten

3B T
: =, R ADP
K~ B W N

8
krafterzeugender Zustand !I l

Querbricken-Zyklus

27
keine Krafterzeugung @
. AT;J
3 |

1

ADP

-
Hydrolyse
Abbildung 1.2 Schematische Darstellung des Querbrickenzyklus. Im ersten Schritt ist das
Myosinkdpfchen noch nicht an Aktin gebunden und ATP wird in ADP und Pi hydrolysiert (Schritt 2).
Danach bindet das Myosinképfchen schwach an Aktin, wobei noch keine Krafterzeugung stattfindet
(Schritt 3). Pi wird vom Myosinkdpfchen freigesetzt (Schritt 4) und das Myosinkdpfchen geht
anschlieend in einen krafterzeugenden Zustand uber. Die Filamente gleiten ineinander und das
Sarkomer verkurzt sich (Schritt 5 und 6). ADP wird freigesetzt und es wird ATP gebunden (Schritt
7). Dadurch 16st sich das Myosinképfchen vom Aktin (Schritt 1) und der Zyklus beginnt von vorn
(Goldman 1998).
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1.3 Myomesin ist eine essentielle Komponente der M-Bande

Im Zentrum der A-Bande des Sarkomers befindet sich die M-Bande. Ihr
Erscheinungsbild hadngt vom Muskeltyp, Entwicklungsstadium und der Spezies ab
(Pask et al. 1994). In elektronenmikroskopischen (EM) Bildern erkennt man sie als
eine Reihe transversaler Linien im Zentrum der A-Bande (Sjostrom & Squire
1977), (Abb. 1.3). In den Langsschnitten von Myofibrillen kdnnen hauptsachlich 5
Linien unterschieden werden, die M1, M4, M4°, M6 und M6’ -Linien (Sjostrom &
Squire 1977). Schnelle Muskelfasern zeigen ein 3-Linien-Muster, ohne die
M6°/M6-Linien. Langsame Fasern sind durch ein 4-Linien-Muster ohne die M1-
Linie charakterisiert. Fasern mit einer mittleren Geschwindigkeit zeigen
Variationen aus 5-Linien-Mustern (Sjostrom & Squire 1977; Carlsson & Thornell
1987; Edman et al. 1988).

M-Linien: 64 14 6

Abbildung 1.3 Elektronenmikroskopische Aufnahme eines gefarbten Kryoschnittes vom humanen
vorderen Schienenbeinmuskel (tibialis anterior) im Zentrum der A-Bande. Die Proteindichte
erscheint hier weil, die entsprechenden M-Linien sind mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet. Der
Bereich der M-Bande ist eingegrenzt (Agarkova & Perriard 2005).

In Immuno-EM-Experimenten wurde festgestellt, dass die M4'/M4-Linien der M-
Bande von Myomesin gebildet werden (Obermann et al. 1996). Eine weitere
Komponente der M-Bande ist die muskelspezifische Kreatin-Kinase (Turner et al.
1973; Strehler et al. 1983). Durch die Bindung an Myomesin (Hornemann et al.
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2003) tragt diese vermutlich ebenfalls zur Bildung der M4'/M4-Linien bei. Die M1-
Linie dagegen besteht aus M-Protein (Obermann et al. 1996). Die Komponenten
der M6°/M6-Linien sind noch nicht geklart (Agarkova & Perriard 2005).

Die zentrale Lage der M-Bande im Sarkomer deutet auf eine wichtige Rolle bei der
regularen Anordnung der dicken Filamente hin (Knappeis & Carlsen 1968; Luther,
Munro et al. 1981). Es wird vermutet, dass die M-Bande bedeutend fur die
Myofibrillogenese ist, bei der die Myosinfilamente in einer hexagonalen Struktur
angeordnet werden (Wang et al. 1998; Ehler et al. 1999; Yang et al. 2000). Neben
der Strukturfunktion ist die M-Bande ein idealer Ort fur die Lokalisation von
Enzymen, die einen wichtigen Beitrag zum Stoffwechsel der Muskelzelle leisten
(Pask et al. 1994).

Strukturproteine in der M-Bande sorgen dafur, dass die durch Aktin und Myosin
erzeugte Kontraktionskraft optimal Ubertragen wird. So bilden M-Protein und
Myomesin senkrechte sogenannte M-Brucken zwischen den Myosinfilamenten.
Die M-Brucken werden wahrend Muskelkontraktion und Muskelentspannung
zusammengezogen bzw. ausgedehnt (Bertoncini et al. 2005) und gewahrleisten
dadurch die optimale Distanz zwischen den kontraktilen Filamenten wahrend der
Kontraktion (Agarkova & Perriard 2005).

Entdeckt wurde Myomesin 1984 bei dem Versuch, mit einem monoklonalen
Antikorper das M-Protein (Myom2) nachzuweisen (Grove et al. 1984). Myomesin
und das M-Protein sind evolutionar verwandt (Kenny et al. 1999). Die beiden
Proteine zeigen eine ahnliche Proteinstruktur mit einer einzelnen Kopfdomane,
gefolgt von Ig- und Fn-Domanen (Vinkemeier et al. 1993; Bantle et al. 1996).
Myomesin wird bereits in den ersten Sarkomeren des embryonalen Herzens von
Vertebraten exprimiert. (Ehler et al. 1999) und ist in der quergestreiften Muskulatur
aller Vertebraten vorhanden (Agarkova et al. 2000). Das M-Protein zeigt dagegen
ein begrenztes Expressionsmuster und fehlt im frihen embryonalen Herzen und
im adulten langsamen Muskel (Grove et al. 1989; Carlsson et al. 1990;
Schoenauer et al. 2008).
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1.4 Struktur und molekulare Eigenschaften des Myomesin-Molekiils

Myomesin (My) ist ein 185 kDa grof3es Protein und besteht aus einer einzelnen
Kopfdomane, gefolgt von einer konservierten Sequenz aus sieben Ig- und funf Fn
Typ Il Doméanen (Bantle et al. 1996) (Abb. 1. 4). Die funf C-terminalen Ig-
Doméanen 9-13 sind durch a-Helix-Linker miteinander verbunden (Pinotsis et al.
2008). Die N-terminale Domane 1 interagiert mit der alpha-helikalen
Schwanzdomane von Myosin (Obermann et al. 1997), wahrend die Myomesin-

Domanen 4-6 an den C-Terminus von Titin binden (Auerbach et al. 1999).

EH - Segment

Lokalisation in V14901
die M - Bande \ / l
G 2 H 3 IHEIEREN 2 | [10] v [41][ 12) 43 ]c

Myosin Titin MM-CK Dimerisierung

Abbildung. 1.4 Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von Myomesin. Die Ig-Doméanen
sind hellgrau dargestellt, die Fn-Domanen dunkelgrau. Die Interaktionsdomanen und die
entsprechenden Bindungspartner sind mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet. Der C-Terminus und
der N-Terminus sind eingezeichnet. Der rote Pfeil kennzeichnet die in der Doméane 13 identifizierte
Mutation V1490 (Kapitel 1.5). MM-CK=Muskelspezifische Kreatinin-Kinase. Die Spiralen stellen die
a-Helizes dar, die die Doméanen 9 bis 13 miteinander verbinden.

Untersuchungen zeigten, dass N-terminale Myomesin-Fragmente, die die Domane
2 enthalten, in der M-Bande lokalisiert sind (Auerbach et al. 1999). An die
Domanen 7-8 bindet die Muskel-Isoform-Kreatin-Kinase (Hornemann et al. 2003).
Weiterhin wurde eine Phosphorylierungstelle in Domane My13 identifiziert
(Obermann et al. 1995). Eine Funktion dieser Phosphorylierung bei der
Dimerbildung wurde jedoch ausgeschlossen, da in autoradiographischen
Experimenten Myomesin-Dimere in verschiedenen Phosphorylierungsstadien
nachgewiesen werden konnten. Versuche, die Phosphorylierung von My13 durch
verschiedene Kinase-Inhibitoren zu beeinflussen, waren nicht erfolgreich. Die
beteiligte Kinase konnte nicht identifiziert werden (Lange et al. 2005). Zusatzlich
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bildet Myomesin antiparallele Dimere Uber die C-terminale Domane 13 (Lange et
al. 2005), (Abb. 1.5).
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Abbildung 1.5 Darstellung der Anordnung von Myomesin und vom M-Protein in der M-Bande im
Langsschnitt (A) und im Querschnitt (B). Myomesin ist in gelb dargestellt und das M-Protein in
grun. Titin (dinn) und Myosin (dick) sind schematisch in grau angedeutet. My13 zeigt die
Dimerisierungsregion von Myomesin (Lange et al. 2005).

Untersuchungen zur Kristallstruktur der Myomesin-Domanen My12-13 zeigten
eine antiparallele Anordnung zweier My12-13 Molekuile mit einer Lange von 14,3
nm (Pinotsis et al. 2008). Die beiden My13-Domanen liegen dabei im Zentrum des
Myomesinmolekuls. Die My12 Domanen dagegen befinden sich an den Enden
des Molekuls und sind dabei jeweils Uber eine a-Helix mit sechs Windungen
(1549-1570) mit Domane 13 verbunden (Pinotsis et al. 2008). Dabei fallt auf, dass
die beiden My13-Domanen mit den beiden a-Helizes etwa auf einer Linie liegen.
Die beiden My12-Domanen dagegen stehen etwa im rechten Winkel zum Ubrigen
Molekul (Abb. 1.6 A). Die a—Helix, die die Domanen 12 und 13 verbindet, dient als
eine Art Spannungsdampfer, indem sie bei mechanischem Stress eine reversible
Entfaltung vollzieht (Berkemeier et al. 2011).
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Abbildung 1.6 A) Schematische Darstellung der antiparallelen Anordnung zweier C-terminaler
Myomesin-Fragmente My12-My13 (orange und blau). Im Zentrum des Myomesin-Dimers befinden
sich die beiden My13-Domanen. Die My12-Domanen liegen dagegen an den beiden Enden dieser
Struktur und sind mit der Doméane 13 Uber eine @a-Helix verbunden. B) Darstellung der beiden 3-
“Faltblatter (blau und pink) der Myomesin-Domanen My12 und My13 sowie der a-Helix, die die
Domanen My12 und My13 verbindet. Der C- und der N-Terminus sind dargestellt. Die f-Strange
der Faltblatter sind mit Buchstaben gekennzeichnet, die sechs Windungen der a-Helix sind
nummeriert. Der Teil der a-Helix, der véllig frei liegt, ist griin dargestellt (Pinotsis et al. 2008).

Beide Domanen My12 und My13 bestehen jeweils aus p-Faltblattern, die aus
antiparallel angeordneten p-Strangen bestehen (Abb. 1.6 B). Strukturell
unterscheiden sich die Domanen My12 und My13 nur durch die Interaktion der
Doméane My12 mit der a-Helix (Pinotsis et al. 2008), (Abb. 1.7). Die Bedeutung

dieser Interaktion ist noch unbekannt.
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Abbildung 1.7 A) My12/Helix-Interaktion, B) My13/Helix-Interaktion. Die a-Helix, die die Domanen
My12 und My13 verbindet, ist in griin dargestellt. Die Seitenketten, die an der Interaktion beteiligt
sind, sind rot und blau makiert, die Wasserstoffbriicken sind gestrichelt dargestellt (Pinotsis et al.
2008).

Eine Isoform des Myomesin ist das embryonale Herz-Myomesin (EH-Myomesin),
das die dominierende Form im embryonalen Herzen aller hoherer Wirbeltiere
darstellt (Agarkova et al. 2000). Diese Variante enthalt zwischen den Doméanen 6
und 7 circa 100 zusatzliche Aminosauren, die reich an Serin und Prolin sind
(Steiner et al. 1999). Ursprunglich wurde diese Isoform als eine andere
Komponente der M-Bande in der Maus, das sogenannte Skelemin, charakterisiert
(Price 1987; Price & Gomer 1993). Im adulten Herzen ist das EH-Myomesin kaum
detektierbar (Schoenauer et al. 2008). Im Herzen von Patienten, die an einer
dilatativen Kardiomyopathie leiden, wird das EH-Myomesin erneut exprimiert
(Agarkova et al. 2000). Die Gesamtmenge an Myomesin im Sarkomer,
unabhangig von der An- oder Abwesenheit des EH-Myomesins, bleibt in allen
Typen der quergestreiften Muskulatur gleich. Der Anteil der jeweiligen Isoform ist
jedoch abhangig vom Muskelfasertyp.

2008 wurde ein neues Mitglied der Myomesin-Genfamilie entdeckt, Myomesin 3
(Schoenauer et al. 2008). Schonhauer et al. zeigten anhand von
Sequenzvergleichen, dass Myomesin 3 eine ahnliche Domanenstruktur und einen
hochkonservierten C-Terminus wie Myomesin 1 und M-Protein aufweist. Es bildet

ebenfalls wie Myomesin 1 antiparallele Homodimere uber seinen C-Terminus.
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Jedes der drei oben genannten Proteine ist in der M-Bande des Sarkomers
lokalisiert, jedes fur sich zeigt jedoch ein spezifisches Expressionsmuster. Die
Expression vom Myomesin 3 im Skelettmuskel ist fasertypspezifisch mit dem
hochsten Anteil in Typ IIA Fasern und geringerem Anteil in Typ | Fasern
(Schoenauer et al. 2008). Im Herzen, gleich welchen Entwicklungsstadiums, ist

Myomesin 3 kaum zu detektieren (Schoenauer et al. 2008).

Sequenzvergleiche verschiedener Proteindomanen vom M-Protein, Myomesin
sowie Myomesin 3 zeigten, dass sich alle drei Gene dieser Proteine aus einem
gemeinsamen Gen entwickelt haben (Schoenauer et al. 2008). M-Protein und
Myomesin der Maus wiesen dabei eine Ubereinstimmung von 49 % auf.
Myomesin 3 zeigte, verglichen mit Myomesin und M-Protein der Maus, eine
Ubereinstimmung von 40-42 %. Die Sequenzen der Ig-Doménen und Fn-
Domanen zeigten innerhalb der drei Proteine eine Homologie von 38-52 %. Die
Ubereinstimmung der Kopfdomane betrug nur ca. 25 %. Trotz der &hnlichen
Proteinstruktur bildete Myomesin 3 jedoch keine Heterodimere mit Myomesin 1
und dem M-Protein (Schoenauer et al. 2008). Auch eine Heterodimerisierung
zwischen Myomesin und dem M-Protein sowie eine Homodimerisierung vom M-

Protein selbst konnte nicht festgestellt werden (Lange et al. 2005).

Die Tatsache, dass Myomesin 1 ubiquitar verbreitet ist, lasst darauf schlieen,
dass es ein essentieller Bestandteil des Sarkomers ist, der die Anordnung der
Struktur der A-Bande kontrolliert, wogegen das M-Protein die Stabilitat des
Gitternetzes der dicken Filamente erhoht (Pask et al. 1994). Man geht davon aus,
dass Myomesin-Dimere die dicken Filamente sowie die Titinfilamente in der M-
Bande des Sarkomers quervernetzen, um den kontraktilen Apparat wahrend der
Muskelkontraktion zu stabilisieren (Schoenauer et al. 2005). Experimente
(Bertoncini et al. 2005) haben gezeigt, dass Myomesin ebenso wie Titin, daran
angepasst ist mechanischen Stress auszuhalten. Die Elastizitat von Myomesin
wird durch alternatives Splicing geregelt (Schoenauer et al. 2005). Das kardiale
EH-Segment funktioniert dabei wie ein zusatzliches elastisches Stuck im Zentrum
des EH-Myomesins, vergleichbar mit dem PEVK- und dem N2B-Fragment von
Titin (Agarkova et al. 2000). Die Ergebnisse von Bertocini et al. 2005 (Bertoncini et

11
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al. 2005) zeigten, dass die Elastizitdt der M-Bande mit Zunahme des EH-

Myomesins in der M-Bande erhoht wird.

1.5 Myomesin ist ein Kandidatengen fur die hypertrophe Kardiomyopathie

Die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist die haufigste Ursache fur den
plotzlichen Herztod in den Industrienationen (Maron et al. 1996).
Echokardiographisch lasst sich diese Erkrankung durch das Vorhandensein einer
linksventrikularen Hypertrophie diagnostizieren. Andere Ursachen der kardialen
Hypertrophie, wie eine arterielle Hypertonie, mussen ausgeschlossen werden. Zu
den schwersten Komplikationen gehort neben dem plotzlichen Herztod die
ventrikulare Arrhythmie. Histologisch gesehen ist die HCM durch eine
Fehlanordnung der Kardiomyozyten charakterisiert, wobei die einzelnen
Kardiomyozyten in Form und GroRe variieren und anormale interzellulare
Verbindungen bilden (Maron et al. 1979). Diese Erscheinung ist jedoch nicht
spezifisch fur die autosomal dominante HCM, da sie auch bei einer
linksventrikularen Hypertrophie auftritt, die andere Ursachen wie z. B. das
Noonan's Syndrom und Friedreich’s Ataxie hat (Brumback et al. 1986; Burch et al.
1992). Als klinisches Erscheinungsbild wurde die HCM in den 50ziger Jahren
durch die Beschreibung der funktionalen Obstruktion des linken Ventrikels durch
Sir Russel Brock (Brock 1957) und der asymmetrischen septalen Hypertrophie
durch Donald Teare (Teare 1958) bestimmt. Die Erkenntnis, dass die meisten
Falle familiar waren, fuhrte verstarkt dazu, den verantwortlichen genetischen
Defekt zu untersuchen. Die erste Mutation fand man in einem Gen, das die Beta-
Myosin heavy chain kodiert (Geisterfer-Lowrance et al. 1990). Danach folgte die
Identifizierung weiter Mutationen in diesem und anderen Sarkomerproteinen. Etwa
50 % der behandlungsbedurftigen Falle von HCM werden dominant vererbt
(Vosberg 1994). Mutationen in verschiedenen Sarkomerproteinen konnen nur 60
% der HCM-Erkrankungen erklaren (Franz et al. 2001; Marian & Roberts 2001;
Seidman & Seidman 2001; Richard et al. 2003). Deshalb ist davon auszugehen,
dass es Mutationen in weiteren Genen gibt, die zur Entstehung der HCM
beitragen. Dies fuhrte zu einer intensiven Suche nach weiteren Mutationen. Vor
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einigen Jahren wurde im Myomesin-Gen einer Familie mit gehauftem Auftreten
von HCM, eine Missense-Mutation identifiziert (Lindner 2006). Diese Mutation
fuhrt an der Position 1490 der Aminosauresequenz von Myomesin zu einer
Substitution von Valin durch Isoleucin (Abb. 1.8 ).

HCM-Patient ||-1

N ""II 1489 1490 1491
f[\ / |I Lys lle  Asn
ATT AAC

)" lf'\

G A A AG/AT T A A
Kontrolle

A ) 1489 1490 1491
\ Lys Val Asn

| \
/ ¥ AAA GTT AAC
A \j& VAN

GAAAGTTAA

Abbildung 1.8 Original Auschnitt aus der Sequenz von Indexpatienten 1l-1 sowie aus einer
Kontrollsequenz. Der Pfeil kennzeichnet die Position 1490 (Lindner 2006).

In der entsprechenden Patientenfamilie wurden insgesamt 11 Familienmitglieder
untersucht, von denen 6 Personen Trager der V1490l Mutation sind. Drei dieser
Trager waren zu diesem Zeitpunkt bereits von der hypertrophen Kardiomyopathie
(HCM) betroffen. Der Indexpatient war zum Zeitpunkt der Untersuchung 55 Jahre
alt. HCM wurde bei ihm im Alter von 48 Jahren diagnostiziert. Der Patient zeigte
die Merkmale einer Herzinsuffizienz der Stufe Il nach NYHA (,New York Heart
Association®). Beim Bruder des Patienten wurde eine arterielle Hypertonie
diagnostiziert. Der Patient zeigte keine Symptome einer Herzinsuffizienz. Die
Mutter war zum Untersuchungszeitpunkt 75 Jahre alt und zeigte Symptome einer
Herzinsuffizienz der Klasse Il nach NYHA. Die Kinder der Patienten tragen die
Mutation V1490I, zeigten jedoch bis dato keine Symptome einer hypertrophen
Kardiomyopathie. Die anderen Familienmitglieder trugen keine Mutation V1490l
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und zeigen auch keine Merkmale einer HCM. Um einen Polymorphismus
auszuschlie3en, wurden in der Untersuchung Blutproben von 285 Blutspendern
und Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie untersucht. Hierbei konnte keine
Mutation gefunden werden (Lindner 2006).

1.6 Zielstellung der Arbeit

Myomesin (My 185 kDa) ist ein wichtiges Strukurprotein in der M-Bande des
Sarkomers. Es bildet Uber die C-terminale Domane 13 stabile antiparallele
Dimere. Bei einer Patientenfamilie, die von hypertropher Kardiomyopathie (HCM)
betroffen war, wurde im Myomesin-Gen in der Doméane 12 eine Mutation
identifiziert, die zum Austausch von Valin gegen Isoleucin fuhrt.
Sequenzvergleiche zwischen verschiedenen Spezies zeigten, dass die
Aminosaure Valin hoch konserviert ist.

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob durch die Mutation V1490l
strukturelle und funktionelle Veranderungen im Myomesin-Molekul ausgelost
werden. Aus diesen Befunden sollte ein Pathomechanismus der HCM-Entstehung
abgeleitet werden. Dazu wurden zuerst rekombinante Myomesin-Proteine
hergestellt. Aus praktischen Grinden wurde dafur nicht das ganze Myomesin-
Protein sondern Myomesin-Fragmente verwendet. Damit die Mutation V1490l in
der Mitte des rekombinanten Proteins liegt, wurden zunachst die Myomesin-
Doméanen 11-13 als rekombinante Proteine hergestellt. Um den Effekt der
Mutation V1490l auf die Dimerisierung Uber die Domane 13 zu untersuchen,
wurden zum unmittelbaren Vergleich die Myomesin-Domanen My11-12 und My12-
13 als rekombinante Wildtyp und V1490l mutierte Proteine exprimiert. Da beim
Konstrukt My11-12 die Dimerisierungsdomane fehlte, lag es als Monomer in
Losung vor. Es stellte sich die Frage, ob die rekombinanten Myomesin-Fragmente
eine native Sekundarstruktur und normale funktionelle Eigenschaften besal3en.
Um diese Fragen zu beantworten, wurden fur Wildtyp- und V1490l mutierte
Myomesin-Fragmente Untersuchungen zur Strukturanalyse durchgefuhrt:
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1. Analytische Ultrazentrifugation von My11-13 zur Bestimmung der
Molmasse

2. CD-Spektroskopie von My11-13, My11-12 und My12-13 zur Bestimmung
der Sekundarstruktur

3. Kristallisation von My12-13 und My11-12

Nachdem die Sekundarstruktur der Myomesin-Fragmente Uberpruft wurde, sollte
der Effekt der Mutation V1490l auf die Funktionen der entsprechenden Myomesin-

Fragmente durch folgende Experimente untersucht werden.

1. Thermostabilitatsanalyse mittels CD-Spektroskopie

2. Protein-Protein-Bindungsstudien mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz-
Spektroskopie

3. Messung der dynamischen Lichstreuung

4. Analytische Ultrazentrifugation bei hoherer Konzentration

5. ,Sarcomeric sorting“ in neonatalen Kardiomyozyten
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagentien

Chemikalien
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Basic 1 -4
Bradfordlosung
Bromphenolblau
BSA

Calciumchlorid
Chaps
Chloramphenicol
Compas
Coomassie Brilliant Blue R-250
DAPI
Dinatriumhydrogenphosphat
DMEM

DNA Agarose

DTT

EDC

EDTA

EGTA
Einbettmedium
Essigsaure

Ethanol
Ethanolamin

Fish skin

Herkunft

Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Jena Bioscience, Jena
BioRad, Munchen
Sigma, Steinheim
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Sigma, Steinheim
Serva, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Serva, Heidelberg
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
PAA, Colbe

Biozym, Hess. Oldendorf
Serva, Heidelberg
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Polyscience, Warrington, USA
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
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Formaldehyd
FUDR
Gelgreen
Gentamycin
Glucose
Glycerol
Glycin

HCL

Hepes
Horseserum
Hydrokortison
Imidazol
IPTG

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogencarbonat

Kalberserum
L-Glutamin
L-Glutathion
Lipofektamin
Magermilch
Methanol
Natriumacetat
Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydogencarbonat
Natriumhydroxid
NHS
Nickelagarose
NP 40

Orange G

PACT

Aldrich, St. Louis, USA
Sigma, Steinheim

Biotium, Hayward, CA, USA
PAA, Colbe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Gibco BRL, Paisley Schottland
Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt

Diagnostic Chemicals Limited,
Charlottetown, Canada

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Paisley Schottland
PAA, Colbe

Sigma, Steinheim

Invitrogen GmbH, Darmstadt
BioRad, Munchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsuhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs, Schweiz
Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma, Steinheim

Qiagen, Hilden
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PEI
PEG, PEGII
Penicillin

Ponceau-Rot

Page Ruler ™ Prestained

Protein Ladder
ProComplex
Protease Inhibitor
Rotiphorese

SDS

Streptomycin
SM-I-20
-Mercaptoethanol

Sucrose

Temed

TO-PRO® - 3 iodide
Tris

Tris-HCL

Triton X-100
Trypanblau

Trypsin

Tween 20

Tween 80

DNA-Marker

Aldrich, St. Louis, USA
Qiagen, Hilden

PAA, Colbe

AppliChem, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot

Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PAA, Colbe

Biochrom AG, Berlin
StratageneEurope, Amsterdam,
Niederlande

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

BioRad, Munchen

Gibco BRL, Paisley Schottland
Serva, Heidelberg

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

DNA Molecular Weight Marker
Gene Ruler™ 1 kb DNA-Marker
Perfect Plus 1 kb

Supercoiled DNA-Marker

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot

Roboklon, Berlin

Invitrogen GmbH, Darmstadt
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PCR- und Ligationsreagentien
Taqg-Polymerase

10x PCR-Puffer

MgCl;

Pfu Plus Polymerase

10x PCR Puffer

MgSO4

dNTPs
T4 Ligase
Ligationspuffer (10x)

2.1.2 Puffer und Stammldsungen

Puffer/Losung
HBS — EP - Puffer

Kristallisationspuffer

LB-Agar

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Roboklon, Berlin
Roboklon, Berlin
Roboklon, Berlin

MP, Eschwege
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Darmstadt

Zusammensetzung
10mM Hepes

0,15 M NacCl

3mM EDTA

pH 7,4

20 mM Tris

330 mM NaCl

3 vIv% Glycerin,
pH 7,4

10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
15 g Agar
auffullen auf 1 L H>O dest.; pH 7,2

autoklavieren
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LB-Medium

Lysispuffer

PEI-Stocklosung (20x)

SOC-Medium

Natriumacetatpuffer

Natriumchloridpuffer

NaF-Puffer

10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
auffullen auf 1 L H,O dest.; pH 7,4

autoklavieren

10 ml 1x PBS
1 % Triton
1mMDTT

1 Tablette Protease Inhibitor

216 mg PEI

27 ml NaCL (300mM)
1 h bei 37 °C schutteln
pH 10 (HCI)

steril filtrieren

20 g Trypton
5 g Hefeextrakt
0,5 g NaCl
10 ml (250 mM) KCI
auffullen auf 1 L H,O dest.; pH 7,0
autoklavieren
20 ml Glucose (1 M)
5 ml MgCL2

10 mM NaAc in PBS
pH 4,5 bzw. 5,0

300 mM NaCl in PBS

120 mM NaF,
10 mM Tris, pH 7.4
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PBS 10x

SDS-Probenpuffer (2x)

Sammelgelpuffer

Elektrophoresepuffer

TAE (50x)

Tank-Blotpuffer

80 g NaCl

2 g KCL

11,5 g Na;HPO4x 7H,0
2g KH2PO4

auffullen auf 1 L H2O dest.
pH 7,4

4 ml H,O dest.

1,25 ml Tris Base 0,5 M, pH 6,8
2,5 ml Glycerol

2 ml 10% SDS

2 mM EGTA

2 mM EDTA

15,14 g Tris Base
auffullen auf 250 ml H,O dest.
pH 6,8

3,03 g Tris Base
14,4 g Glycin
10 g SDS
auffullen auf 1000 ml H,O dest.

2 M Tris-HCL; pH 8,2
1 M Essigsaure
50 mM EDTA

28,8 g Glycin

6 g Tris
400 ml Methanol
auffullen auf 1 L H2O dest
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TBS (10x)

TBS-T

Trenngelpuffer

Regenerationslosung D

2.1.3 Restriktionsenzyme

176 g NaCl
200 ml 1M Tris pH 8,0
auffullen auf 2 L H,O dest.

TBS 1x + 0,025 %Tween

45,41 g Tris Base
auffullen auf 250 ml H,O dest.
pH 8,8

0,3% Chaps

0,3% Tween 20
0,3% Tween 80
0,3% Triton X-100
in H,O dest

Alle Enzyme, die fur die Restriktion der DNA verwendet wurden waren von der
Firma NEW ENGLAND BiolLabs, Frankfurt am Main.

2.1.4 Antikorper

Primare Antikorper:
BB78 (Anti-Myomesin (Maus)

Anti-c-myc chicken IgY
Monoklonal Anti-a -Aktinin (Maus)

Dr. Peter van der Ven, Institut fur
Zellbiologie, Universitat Bonn
(Vinkemeier et al., 1993)
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Sigma, Steinheim
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Sekundare Antikorper:
Alexa-Fluor® 488 Anti-chicken
Alexa-Fluor® 568 Anti-Maus
Anti-Mouse IgG

2.1.5 Klonierungsvektoren

PRSETA

pexP-5-CT
pcDNA4™/TO/myc-His B/GFP

2.1.6 Bakterienstamme

One Shot® TOP 10 F’
BL 21 codon plus (DE3)

BL21-Gold (DE3) pLysS

2.1.7 Zellen

invitrogen, Darmstadt
invitrogen, Darmstadt
Sigma, Steinheim

invitrogen, Darmstadt
invitrogen, Darmstadt

Steve Laval, Institute of Human
Genetics, Newcastle University,
Newcastle upon Tyne, UK

invitrogen, Darmstadt
StratageneEurope, Amsterdam,
Niederlande

StratageneEurope, Amsterdam,

Niederlande

Die neonatalen Kardiomyozyten wurden aus 1-3 Tagen alten Ratten der Firma

Charles River (Berlin) prapariert.
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2.1.8 Kits

ABI PRISM BigDye Terminator Lab Centraal B.V.Haarlem,

Cycle Sequencing Kit Niederlande

Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Invitek, Berlin

Immobilon Western Kit Millipore, Schwalbach/Ts.

Invisorb DNA Extraction Kit Invitek, Berlin

QuickChange site-directed StratageneEurope, Amsterdam, Nie-
Mutagenese Kit derlande

Nucleo Bond® Xtra Maxi Kit Machery Nagel, Diuren
pEXP-5-CT/TOPO® TA Expression Kit Invitrogen GmbH, Darmstadt
pCR2.1 TA cloning Kit Invitrogen GmbH, Darmstadt

2.1.9 Materialien und Gerate Herkunft

ABI PRISM 377 DNA-Sequencing- Applied Biosystems, Darmstadt
Automat

Analysewaage Sartorius, Gottingen

Biacore X-100 Biacore, Uppsala, Schweden
Brutschrank (E. coli) Heraeus instruments GmbH, Osterode

Brutschrank (C2C12, Kardiomyozyten) Binder GmbH, Tuttlingen

CM5-Chip Biacore, Uppsala, Schweden

Elisa Reader ELx800 Bio-Tek Instruments, Bad
Friedrichshall

Gel DOC 1000/2000 BioRad, Miinchen

Heraeus Multifuge 1S-R Thermo Scientific, Langenselbold

Homebase storage unit The Automated Partnership, Royston,
England

Hydra®-Plus-One-Automat Thermo Scientific, Langenselbold

J-720 Spektrometer Jasco, Tokio, Japan

Kompaktschuttler Edmund Buhler GmbH, Hechingen
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Megafuge 1.0 R

Mikroskop Axiovert 40 CFL
Mikroskop Zeiss LSM 510 Meta
Nitrocellulose Membran
pH-Meter PB-11

Power Pack P 25

Power Supply PowerPac
Sonikator Sonopuls HD70
Spektralphotometer Nanodrop
ND-1000

Thermocycler Tgradient
Thermomixer comfort
Tischzentrifuge 5417 R
Ultrazentrifuge Optima™-L100 K
Ultrazentrifuge Optima XL-A
UV-Vis Spektrophotometer
Quartzkivette

Zentrifuge J2-HS

2.1.10 Software

AxioVision 4.8

Biacore X-100 Evaluation
GraphPad PRISM

KC4 Data Analysis Software

Quantity One Quantitation
PyMol 1.4.1
Zeiss LSM Image Browser 4.2.0.121

Thermo Scientific, Langenselbold
Zeiss, Jena
Zeiss, Jena
Hybond C. Amersham, Braunschweig
Sartorius, Gottingen
Biometra, Gottingen
BioRad, Munchen
Bandelin, Berlin

Peqlab, Erlangen

Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Beckmann, Krefeld
Beckmann, Palo Alto, USA
Shimadzu, Kyoto, Japan
Hellma, Mallheim

Beckmann, Krefeld

Zeiss, Jena

Biacore, Uppsala, Schweden
La Jolla, USA

Bio-Tek Instruments, Bad
Friedrichshall

BioRad, Munchen
www.pymol.org

Zeiss, Jena
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2.1.11 Oligonukleotide

Die Primer fur die Klonierung, zum Einfugen der Mutation V14901 sowie die
Sequenzierprimer Myme1_Seq_Rev wurden eigenstandig designed und von der
Firma Biotez hergestellt. Die restlichen Sequenzierprimer waren bereits bei der

Firma Invitek vorhanden. Alle Primer sind in der Tabelle 2.1 dargestellt.

Tabelle 2.1 Namen und Sequenzen der verwendeten Primer. Die fir die Klonierung verwendeten
Primer sind in schwarz dargestellt, wobei die eingefiigten Schnittstellen kursiv und fettgedruckt
angezeigt sind und das eingefiigte Stopcodon in orange und fettgedruckt. Die Primer zum Einfiigen
der Mutation V1490l sind in rot dargestellt, wobei das entsprechende Nukleotid fir die Mutation in
schwarz, fettgedruckt und unterstrichen angezeigt ist. Die Sequenzierprimer sind in blau
dargestellt. For steht fur vorwarts, rev fir rickwarts.

Bezeichnung Primersequenz

BGH rev 5- TAG AAG GCACAG TCGAGG - &

CMV for 5-CGC AAATGG GCG GTAGGC GTG 3
Myme11-13For 5-CC GGATCCCAAGGTCCTCACTTTGTT -3
Myme11-13Rev 5-GG CTCGAGTCACTTGGCCTTCTTGC -3
Myme11pexFor 5- ATG GGT CCT CAC TTT GTT GAG -3

Myme12PCR_Rev 5-ATT TTT CTC GGC AAT GGC AGC - 3
Myme12PCR_For 5-ATGGCTTTGTCT GCT ACAGAC -3’

Myme13pexRev 5-CTTGGC CTTCTT GCCACCTTT -3
Myme_GFP-For 5-GG CTC CAGCACAGGATGTCTTTGCCTT-3
Myme_MUT4802 For | 5° - CTA TGT GGA GGA TTT GAA AAT TAA CTG
GTC
CCACAATGG -3
Myme_MUT4802 5-CCATTG TGG GAC CAG TTAATTTTC AAATCC
Rev TCCACATAG -3
Myme1_Seq_Rev 5 -CCGACT GACTTCAGAGCT CAG-3
M13 for 5-GTTTTC CCAGTCACGAC-73
M13 rev 5- CAG GAA ACAGCTATGAC-3
T7 Promotor 5 — TAAT ACG ACT CAC TAT AGG - &
T7 Terminator 5-TAT GCT AGT TAT TGC TCAGCG G -3’
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2.2 Molekularbiologische und mikrobiologische Methoden

2.2.1 Primer-Design

Die Lange der PCR-Primer wurde zwischen 21 und 24 Basenpaaren gewahlt. Um
Fehlhybridisierungen und damit Leserasterverschiebungen zu verhindern, wurde
versucht den Primer so zu wahlen, dass hochstens vier gleiche Basen
aufeinanderfolgten. Um eine stabile Bindung der Primer zu gewahrleisten, wurden
am 3" Strichende der Primer die Basen Guanin oder Cytosin zweimal angehangt.
Die Schmelztemperaturen (T) von Vorwarts- und Ruckwarts-Primer unterschieden
sich um hochstens 4 °C und wurden nach folgender Gleichung berechnet:

T=4*(G+C)+2" (A+T)

FUr die Mutagenese wurden die Primer so gewahlt, dass die Punktmutation
moglichst in der Mitte des Primers lag. AulRerdem wurden die Mutagenese-Primer
uber HPLC aufgereinigt.

2.2.2 Herstellung der Konstrukte

Die Amplifizierung der gewunschten DNA-Abschnitte erfolgte mittels PCR im
Biometra T-Gradient Thermocycler. Als Template diente die cDNA vom humanen
Myomesin (NCBI/Genbank ID NM_003803.3 / Ensembl ID ENST00000356443).
Fur kurze DNA-Abschnitte bis zu 1000 Basenpaare wurde die Tag-Polymease
verwendet. Die Amplifizierung wurde in einem Ansatz von 50 ul durchgefuhrt. Ein
PCR-Ansatz enthielt 5yl 10x PCR-Puffer, 3ul 25 mM MgCl;, 50 ng Forwarts-
Primer, 50 ng Ruckwarts-Primer, 1yl 10 mM dNTP-Mix, 2,5 U Taqg-Polymerase,
50-200 ng cDNA. Fur langere DNA-Abschnitte ab 1000 Basenpaare wurden 5 U
der Pfu Plus Polymerase, 3 pl 25 mM MgSOQOy, sowie 1 ul des entsprechenden 10x
Puffers eingesetzt. Der initiale Denaturierungschritt des Templates erfolgte bei 94
°C fur 3 Minuten. Es folgten ein weiterer Denaturierungschritt bei 94°C (1 min), ein
Annealingschritt bei 60 °C (1 min) sowie ein Elongationschritt bei 72°C (1 min 50
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s). Diese drei Zyklen wurden 35-40 Mal wiederholt. AnschlieRend erfolgte eine
finale Elongation bei 72°C (10 min).

2.2.3 Klonierung der Konstrukte

Die Tabelle 2.2 zeigt die verschiedenen Konstrukte an, die fur die Experimente

hergestellt wurden.

Tabelle 2.2 Darstellung der verschiedenen Konstrukte mit Vektor und Bezeichnung. WT bedeutet
Wildtyp, V14901 die Mutante. Die Zahlen stellen die entsprechenden klonierten Myomesin-
Domanen dar.

Konstrukt Vektor Bezeichnung
Myomesin 11-13 Wildtyp pRSETa My11-13wr
Myomesin 11-13 Mutation V14901 | pPRSETa My11-13v14901
Myomesin 11-12 Wildtyp pEXP-5-CT/TOPO | My11-12yz
Myomesin 11-12 Mutation V1490l | pEXP-5-CT/TOPO | My11-12y14901
Myomesin 12-13 Wildtyp pEXP-5-CT/TOPO | My12-13yr

Myomesin 12-13 Mutation V1490l

pEXP-5-CT/TOPO

My12-13v14901

GFP_Myomesin 11-13 Wildtyp pcDNA4/To/ GFP_My11-13wr
myc/His B

GFP_Myomesin 11-13 Mutation pcDNA4/To/ GFP_My11-13vy14901

V1490l myc/His B

Die DNA-Fragmente wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert.
Fur die Klonierung der Myomesin-Domanen 11-13 in den Vektor pRSET a wurden
spezifische Primer verwendet, die die Schnittstellen fur die Enzyme BamHI| und
Xhol enthielten. Fur die Klonierung derselben Domanen in den Vektor pcDNA4/To/
myc/His B besal3en die entsprechenden Primer die Schnittstellen fur die Enzyme
Pstl und Xhol. BamHI konnte fur diese Klonierung nicht verwendet werden, da das
GFP bereits Uber diese Schnittstelle in den Vektor kloniert wurde. Das PCR-
Produkt My11-13 wurde zunachst in den Vektor pCR2.1 nach Anleitung des
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Herstellers zwischenkloniert. Im nachsten Schritt wurden die PCR-Produkte mit
den entsprechenden Enzyzmen aus dem Vektor pCR2.1 herausgeschnitten
(2.2.4) und in den Vektor, der ebenfalls mit den gleichen Enzymen geoffnet wurde,
ligiert (2.2.5). Die PCR-Produkte der Myomesin-Domanen 11-12 und 12-13
wurden direkt mit dem pEXP-5-CT/TOPO® TA Expression Kit nach Anleitung des
Herstellers in den Vektor pEXP-5-CT kloniert. Das Konstrukt konnte anschlieend

direkt fur die Proteinexpression verwendet werden.

2.2.4 Restriktionsanalyse

Die Restriktionsanalyse wurde in einem Volumen von 25 pl durchgefuhrt. Dazu
wurden fur 100 ng DNA jeweils 10 U Enzym dazugegeben sowie 2,5 ul Puffer
(10x) vom Hersteller. Je nach Bedarf der Enzyme wurden dann 2,5 pl BSA (0,1%)
dazupipettiert. Die Restriktion fur die Analyse der DNA erfolgte fur 1,5 h bei 37 °C.

2.2.5 Ligation

Die Ligation erfolgte je nach DNA-Konzentration in einem Gesamtvolumen von 10-
30 upl. Pro 10 pl Ansatz wurden 1 pl Ligationspuffer sowie 1 U Ligase
dazugegeben. Es wurden 50-200 ng Vektor eingesetzt. Das Insert wurde im
zehnfachen Uberschuss dazugegeben. Der Ansatz wurde fiir 16 h bei 14 °C
inkubiert und anschlielend in E.coli-Stamme transformiert.

2.2.6 Transformation

Fir die Transformation der Ligationsansatze oder Plasmid-DNA wurden die One
Shot® TOP 10 F’-Zellen verwendet. Die kompetenten Zellen wurden zuerst auf
Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden 1-5 pul Ligationsansatz bzw. 10 ng Plasmid
DNA zu 50-100 pl Zellen dazupipettiert und fur 30 min auf Eis inkubiert. Danach
erfolgte ein Hitzeschock fur 45 s bei 42 °C. Die Zellen wurden anschlief3end sofort
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auf Eis gestellt und fur 2 min inkubiert. Dann wurden 900 pl SOC-Medium
dazugegeben und die Zellen fur 1 h bei 37 °C und 220 rpm inkubiert.
AnschlieBend wurden 150 pl der Zellsuspension auf antibiotikahaltigen LB-
Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

2.2.7 Mutagenese

Die Mutation V14901 wurde mittels PCR mit dem QuickChange site-directed
Mutagenese Kit eingeflugt. Ein PCR-Ansatz enthielt 5yl PCR-Puffer (10x), 3 ul
MgCl, (25 mM), 125 ng Vorwarts-Primer, 125 ng Ruckwarts-Primer, 1ul dNTP-Mix
(10 mM), 50-200 ng Template sowie 0,5 pl Pfu Polymerase. Der initiale
Denaturierungschritt erfolgte bei 95 °C fur 1 min. Es folgten ein weiterer
Denaturierungschritt (50 s), ein Annealingschritt bei 50 °C (50 s) sowie ein
Elongationsschritt bei 72°C (1min/1 kb). Diese drei Zyklen wurden 12 Mal
wiederholt. Anschlie3end erfolgte eine finale Elongation bei 72 °C (10 min). Um
die Parental-DNA zu hydrolisieren, wurden die Proben nach der Amplifizierung mit
1 ul Dpnl versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert.

2.2.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um die hydrolysierten PCR-Produkte und Plasmide aufzureinigen, wurden diese in

einem Agarosegel aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht. Mit Hilfe

eines Skalpells wurden die entsprechenden DNA-Banden ausgeschnitten und mit

dem Invisorb DNA Extraction Kit nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt.

2.2.9 Isolierung von DNA-Plasmiden aus E.coli

Die Praparation der Plasmid DNA aus den E.coli-Zellen erfolgte mit dem Invisorb®
Spin Plasmid Mini Two nach der Anleitung des Herstellers. Um goRRere DNA-
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Mengen zu erzielen, wurde die Plasmid-DNA mit dem Nucleo Bond® Xtra Maxi Kit

nach Anleitung des Herstellers prapariert.

2.2.10 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentration wurde mit dem Spektralphotometer Nanodrop ND-1000 durch

Messen der Absorption bei 260 nm, anhand folgender Gleichung bestimmt.

Clug/ml] = ODggp * V+F

C ist dabei die Konzentration, V der Verdunnungsfaktor und F der
Multiplikationsfaktor, der fur doppelstrangige DNA 50 betragt. Der
Absorptionkoeffizient 260 nm/280 nm bestimmt das Verhaltnis von Nukleinsauren
und Proteinen zueinander und ist somit ein Mal} fur die Reinheit der DNA. Optimal

ist dabei ein Quotient von 1,8-2,0.

2.2.11 Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte mittels Elektrophorese je nach
Grole in 0,75-1% Agarose Gelen. Dazu wurden 0,35-0,5 g Agarose in 50 ml 1x
TAE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle geldst. Die Losung wurde auf ca.
60°C abgekuhlt, mit 2,5 pl Gelgreen versetzt und anschlieBend in einen
Gelschlitten gegossen. Fur die Geltaschen wurden Kamme mit einem
Taschenvolumen von 10-50 pl verwendet. Fur groflere Volumina wurden die
Kamme mit Klebeband abgeklebt. Die DNA-Proben wurden mit jeweils 5 pl
Probenpuffer Orange G versetzt. Zur GroRenbestimmung der nativen
doppelstrangigen Plasmid-DNA wurde der Supercoiled DNA-Ladder verwendet.
Fur den Grolenvergleich von linerarisierter DNA dienten der DNA Molecular
Weight Marker, der Gene Ruler™ 1 kb DNA-Marker sowie der Perfect Plus 1kb.
Die Elektrophorese wurde bei Raumtemperatur mit einer Power Pack
Spannungsquelle und bei 100-120 Volt durchgefuhrt. Als Laufpuffer diente 1x TAE
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Puffer. Je nach GroRRe der DNA-Fragmente betrug die Laufzeit etwa 30-60 min.

2.2.12 Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde von der Firma Invitek (Berlin,
Deutschland) mittels der Cycle Sequenzierung durchgefuhrt. Fur Plasmid-DNA bis
zu einer Grole von 8 kb wurden 50 ng/ul in 5 pl pro Reaktionsansatz benotigt. Fur
die entsprechenden Primer wurden jeweils 1,5 upl mit einer Konzentration von
S5pmol/ul pro Reaktionsansatz benotigt. Die Cycle Sequenzierungreaktion erfolgte
mit dem ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing. AnschlieBend
wurden die Sequenzierungsprodukte auf dem ABI PRISM 377 DNA

Sequenzing System analysiert.

2.2.13 Herstellung kompetenter Zellen

Um die kompetenten Zellen fur die Transformation hochzuziehen wurden von
einem Glycerolstock mit einem Zahnstocher Zellen in 5 ml LB-Medium tuberfahrt
und Uber Nacht bei 37 °C im Schuttler inkubiert. Am folgenden Tag wurden die 5
ml Ubernachtkultur in 100 ml LB-Medium Uberfiihrt und wieder bei 37 °C im
Schuttler inkubiert. Bei einer OD von 0,5 wurden die Zellen fur 10 min bei 4000
rom zentrifugiert. Um die Zellen kompetent zu machen, wurde das Pellet
abschlieRend mit 10 ml eiskaltem 50 mM CaCl, versetzt und 30 min auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Zellen fur 5 min bei 4000 abzentrifugiert.
AnschlieRend wurde das Pellet nochmals in 4 ml eiskaltem 50mM CaCl, gelost
und es wurden jeweils 850 ul Zellen mit 150 yl Glycerol versetzt. Zum Schluss
wurden die Zellen auf Trockeneis zu jeweils 100 pl in 1,5 ml Eppendorfgefalie

aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.
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2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Expression der rekombinanten Proteine

Zur Expression der rekombinanten Proteine wurden die Konstrukte in die
entsprechenden Bakterienstamme BL 21 codon plus (DE3) und BL 21 Gold (DE3)
pLysS transformiert. Dazu wurden 100 ul Zellen mit 2 yl Mercaptoethanol versetzt
und 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden etwa 50-200 ng DNA
dazugegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock
bei 45 °C fur 20-30 Sekunden im Thermomixer. Die Zellen wurden fur zwei
Minuten auf Eis gestellt und dann mit 900 ul vorgewarmten SOC-Medium versetzt.
Nach anschliel3ender Inkubation fur eine Stunde bei 37°C und 200 rpm im
Schuttler wurden die Zellen aufkonzentriert, in einem Volumen von 100-150 pul auf
eine Agarplatte ausplattiert und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Als
Selektionsmarker diente Ampicillin. Zur Expression wurden die Klone von der
Platte in 5 ml LB-Medium Uberfuhrt. Das Medium enthielt 50 ug/ml Ampicillin. Die
Kulturen wurden bei 37°C und 200 rpm im Schuttler inkubiert, nach ca. 6 h in 100
ml LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin und 0.5 mg/ml Glucose uberfuhrt und tber
Nacht im Schittler inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die Ubernachtkulturen
in 800 ml LB-Medium Uberfuhrt und bei 37 °C und 200 rpm im Schattler inkubiert.
Die optische Dichte (OD) wurde in regelmaligen Abstanden gemessen. Bei einer
OD von 0,6-0,8 wurde die Expression durch Zugabe von 0,2 mM IPTG iniziiert.
Nach 4-6 Stunden Expression wurden die Zellen bei 8100 rpm far 10 min
abzentrifugiert, mit Lysispuffer behandelt und eingefroren.

2.3.2 Isolierung und Reinigung der rekombinanten Proteine

Die eingefrorenen Pellets wurden bei Raumtemperatur rollend aufgetaut und fur
30 sek bei mittlerer Starke sonifiziert. Anschlie3iend wurde bei 20000 rpm fur 30
min zentrifugiert. Die Proteine befanden sich dann im Uberstand und wurden auf
eine mit 500 pl Nickel-Agarose beschichtetete Saule gegeben. Die Saule wurde
dafur zuvor mit 1x PBS-Puffer gewaschen und mit 10 mM Imidazol in 1x PBS
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equilibriert. Die Bindung der Proteine an die Nickel Agarose ,Beads” erfolgte durch
Inkubation bei 4 °C am Rotationsrad. Nach 1,5 h Inkubationszeit wurde der
Uberstand abgelassen und die Saule mehrmals mit 1x PBS Puffer, mit 10 mM
Imidazol in 1x PBS sowie mit 500 mM NaCl in 1x PBS gewaschen. Anschliel3end
erfolgte die Elution der Proteine durch Zugabe von 2 ml 250 mM Imidazol gel6st in
1x PBS.

2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970). Je nach GroRe des Proteins
bestand das Trenngel aus 10%igem oder 12 %igem Acrylamid, aus 50%igem
Trenngelpuffer, 1 % SDS, 10% Temed und 1,4% Ammoniumpersulfat. Das
Sammelgel bestand aus 5 % Acrylamid, 50%igem Sammelgelpuffer, 0,1 % SDS,
1%Temed und 2% Ammoniumpersulfat. Der SDS-Probenpuffer wurde mit 10 mM
DTT und 0,05 % Bromphenolblau versetzt. AnschlieRend wurden ungefahr 20 pl
Probe mit 20 pl Probenpuffer zusammenpipettiert. Dann wurden die Proben fur 3
min bei 95 °C inkubiert und im Gel aufgetragen. Das Gel wurde in die Gelkammer
gegeben und diese mit 1 Liter Laufpuffer aufgefullt. Die Elektrophorese begann mit
100 mV bis die Proben vom Sammelgel in das Trenngel gelaufen waren.
AnschlieRend wurde auf 140 mV erhoht. Je nach Grolde der Proteine betrug die
Laufzeit 60-90 min. Um die Proteine sichtbar zu machen wurden die Gele direkt
nach der Elektrophorese mit Coomassie-Blau angefarbt und anschliel3end wieder
mit Wasser entfarbt.

2.3.4 Western Blot

Der Nachweis der exprimierten Proteine erfolgte mittels Immunodetektion mit
einem monoklonalen Anti-Maus-Antikorper BB 78 der sein Epitop in der
Myomesin-Domane 12 hat. Die Proteine wurden dafur direkt nach der SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese fur 90 min bei 250 mA auf eine Nitrocellulose
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Membran transferiert. Nach dem Transfer wurde die Nitrocellulose Membran fur 5
min in TBS-T gewaschen und fur 5 min in Ponceau Farbelosung inkubiert.
Anschlielend wurde die Membran durch zweimal waschen in VE-Wasser entfarbt.
Dadurch wurden Proteinbanden sichtbar. Fir einen spateren Vergleich wurde die
Membran eingescannt. Danach wurde die Membran fur 5 min in TBS-T
gewaschen und anschlief3end fur 60 min bei Raumtemperatur mit 5 % Magermilch
in TBS-T geblockt. Nachdem die Membran fur 5 min in TBS gewaschen wurde
erfolgte die Inkubation des Myomesin-Antikorpers BB 78 uber Nacht bei 4 °C.
AnschlieRend wurde die Membran dreimal fur jeweils 5 min in TBS-T gewaschen
und mit dem Anti-Maus IgG-Antikorper, 1l in 100 ml TBS-T mit 5 % Magermilch,
fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Schluss wurde die Membran viermal
fur 5 min in TBS-T und einmal in TBS gewaschen. Die Immunoreaktion des
zweiten Antikorpers wurde mittels Chemoluminescence Reaktion mit dem Kit

Immobilon Western nachgewiesen.

2.3.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentration der exprimierten rekombinanten Proteine wurden mittels der
Bradford-Methode mit dem Biorad-Protein-Assay bestimmt. Zunachst wurden zur
Erstellung der Eichgeraden, Standards mit definierten Konzentrationen von BSA
(O; 4; 8; 16; 24, 32 und 40 pg/ml) eingesetzt. Die BSA-Stocklosung wurde
entsprechend mit PBS verdinnt und es wurden pro Konzentration 50 pl in eine 96
well Platte pipettiert. Die Standardreihe wurde dabei in vierfacher Ausfuhrung
vorgelegt. Danach wurden 50 pl der zu untersuchenden Proteinproben in die
Platte pipettiert, wobei ebenfalls verschiedene Verdinnungen verwendet wurden.
Die Konzentrationen der Proteinproben wurden dazu vorher photometrisch
bestimmt, um zu gewahrleisten, dass die erhaltenen Messwerte im
Absorptionsbereich der Standardgeraden lagen. AnschlieRend wurden alle Proben
mit 200 pl einer mit Wasser 1:5 verdinnten Bradford-Losung versetzt. Nach 1 min
Inkubationszeit wurde die Absorption im ELISA-Reader bei A=595 gemessen. Die
Auswertung erfolgte mittels der KC4 Software. Dabei wurde die Konzentration der

Proteinproben durch die Umrechnung der Absorption der Eichkurven bestimmt.
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2.4 Biophysikalische Methoden

2.4.1 Analytische Ultrazentrifugation

Bei der analytischen Ultrazentrifugation wird die Konzentrationsverteilung geloster
Makromolekile unter dem Einfluss starker Zentrifugalkrafte untersucht. Dabei
werden im Schwerefeld je nach TeilchengroRe, Teilchendichte und Form,
unterschiedliche Komponenten fraktioniert. Dieser Sedimentationsprozess kann
optisch detektiert werden, wobei die MessgroRe die Absorption der gelosten
Makromolekile ist, die in einem  proportionalen  Verhaltnis  zur
Molekulkonzentration steht.

2.4.1.1 Prinzip der analytischen Ultrazentrifugation

Je nach TeilchengroRe, Teilchendichte und Form sinken bestimmte
Makromolekile schneller zu Boden als andere. Dabei entstehen
Sedimentationsfronten mit einer hohen Konzentration an Partikeln, die zum Boden
wandern (Abb. 2.1 A). Aus der Wanderungsgeschwindigkeit lassen sich die
Partikeleigenschaften ableiten. Mit der Anreicherung der Partikel am Boden wird
die Ruckdiffusion starker. Somit stellt sich schlielich am Ende des Experiments
ein Gleichgewicht zwischen Sedimentation wund Diffusion ein. Dieses
Sedimentationsgleichgewicht liefert gewichtsgemittelte Molmassen. Die Molmasse
kann unabhangig von Sedimentations- und Diffusionskonstante ermittelt werden,

da hier keine Transportprozesse mehr stattfinden (Abb. 2.1 B).
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Abbildung 2.1 A) Die Sedimentationsfront wandert im zeitlichen Verlauf zum Zellboden. Am
Meniskus verarmt die LOsung an Partikeln, am Zellboden reichern sie sich an. An der
Sedimentationsfront steigt die Konzentration an Partikeln stark an (Cole & Hansen 1999). B) Nach
der Anreicherung der Partikel am Zellboden erfolgt verstarkt die Rickdiffusion. Am Ende stellt sich
das sogenannte Sedimentations-Diffusions-Gleichgewicht ein und es finden keine
Transportprozesse mehr statt.

2.4.1.2 Durchfuhrung der analytischen Ultrazentrifugation

Die Bestimmung der Molmasse von My11-13wt und My11-13y14901 Wurde mittels
der Sedimentationsgleichgewichtsmethode durchgefuhrt. Dazu wurde die
Zentrifuge Optima XL-A verwendet. Es wurden ca. 70 uyl Proben verschiedener
Konzentrationen zwischen 1 uM und 25 uM fur 2 h bei 22000 rpm und bei 10 °C
gegen HBS-EP-Puffer zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Proben fur weitere
26-30 Stunden bei 18000 rpm und 10 °C zentrifugiert bis das
Sedimentationsgleichgewicht erreicht war. Die Molekulargewichtsversteilung jeder
Probe wurde bei drei verschiedenen Wellenlangen zwischen 280 und 300 nm
aufgenommen und mit dem Programm POLYMOLE (Behlke & Ristau 1997) global
gefittet (1).

(1) A, = A,eM

(1 — p)w?(r2 — r2)

(2) K= 2RT
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r:  Entfernung vom Zentrum der Rotation
Ar. Absorption der Probe an Position r
rm: Meniskusposition

Am: Absorption der Probe an Position rm
p: Dichte des Losungsmittels

v: partielles Volumen von Myomesin
Drehgeschwindigkeit

Gaskonstante

- X E

absolute Temperatur

Wenn das Protein ein Gleichgewicht erreicht, kann die molekulare Masse M als
Gewichtsdurchschnittsparameter (Mw) gesehen werden.o Damit  wurden
anschlieBend die Molmassen der einzelnen Komponenten und die gebildeten
Assoziate ermittelt (3).

_Cd‘-‘r-'Md

3) My = &

cq: Konzentration des Dimers

My: Molmasse des Dimers

2.4.2 Zirkulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie)

Die CD-Spektroskopie ist eine einfache und schnelle Methode um die
Konformation eines Proteins zu untersuchen. Man benutzt sie, um den Gehalt an
a-Helix und B-Faltblattern bzw ,Random Coil* zu bestimmen (Sekundarstruktur)
bzw. um Konformationsanderungen bei Protein-Protein-Wechselwirkungen und
der Ruckfaltung denaturierter Proteine zu untersuchen. Die CD-Signale treten
dabei im fernen UV-Bereich zwischen 170-250 nm auf und sind auf die
Peptidbindung zuruckzufuhren. Die o-Helizes zeigen eine stark ausgepragte
Bande wahrend die B-Faltblatter ein weniger deutliches Signal geben (Abb. 2.2).

38



Material & Methoden

[©]yaw / [10° deg em® dmol ']

-20

40\

T T T T T
190 200 210 220 230 240 250
Wellenlange (nm)

Abbildung 2.2 Darstellung von CD-Spektren verschiedener Konformationen von poly-L-Lysin.
(@) ,random coil®, (w) a-Helix, (=o)B-Faltblatt, (Fandrich & Dobson 2002).

Mittels Zirkulardichroismus konnen auch Proteine verglichen werden, die aus
verschiedenen Quellen, z. B. aus verschiedenen Expressionssystemen stammen.
Auch kann die Stabilitat der Proteine unter verschiedenen Bedingungen uberpruft
werden. In dieser Arbeit wurde neben der Sekundarstruktur mittels CD-
Spektroskopie die Stabilitat der Myomesin-Fragmente unter dem Einfluss der

Temperatur untersucht.

2.4.2.1 Das Prinzip der CD-Spektroskopie

Durch einen Monochromator wird Licht einer bestimmten Wellenlange
herausgefiltert und anschlieend polarisiert, so dass jeweils zwei linear polarisierte
Wellen mit einer senkrecht stehenden sowie einer horizontalen Polarisationsebene
entstehen. Die elektrischen Felder dieser zwei sich Uberlagernden
elektromagnetischen Wellen addieren sich nach den Regeln der Vektoraddition.
Die Lage der Polarisationsebenen, die Intensitat und die Phasendifferenz
bestimmen damit die Eigenschaften der entstehenden elektromagnetischen Welle.
Haben zwei Wellen die gleiche Amplitude, die gleiche Wellenlange und oszillieren
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mit gleicher Phase, so entsteht eine weitere, linear polarisierte Welle, deren
Polarisationsebene in einem Winkel von 45 °C zu den beiden ursprunglichen
Polarisationsebenen liegt. Bei der CD-Spektroskopie wird nun durch einen
Ammoniumdihydrogenphosphat-Kristall die Phase der beiden senkrecht
aufeinander stehenden Wellen um A/4 verschoben. Dadurch entsteht eine rechts-
zirkular polarisierte Welle. Die Phase der anderen beiden im rechten Winkel
zueinander stehenden Wellen wird so um A/4 verschoben, dass eine links-zirkular
polarisierende Welle entsteht (Abb. 2.3).

Abbildung 2.3 Die elektrischen Feldvektoren der Lichtwellen (dunkelgrau und hellgrau) stehen
senkrecht zueinander. E; lauft mit einer Phasendifferenz von A4 gegenuber E, voraus. Dadurch
entsteht links-zirkular polarisiertes Licht (gestrichelt). Rechts-zirkular polarisiertes Licht wirde
entstehen, wenn E; gegenuber E, mit einer Phasendifferenz von A/4 vorauslaufen wirde.

Die Uberlagerung der rechts- und der links-zirkular polarisierten Welle ergibt eine
linear polarisierte Welle (Abb. 2.4 A). Durchlauft dieser linear polarisierte
Lichtstrahl ein nicht absorbierendes jedoch optisch aktives Material, wird aufgrund
der unterschiedlichen Brechungsindices n. und nr die Polarisationsebene gedreht.
Man spricht von optischer Rotationsdispersion. Trifft diese linear polarisierte Welle
auf optisch aktives Material, das rechts- und links-polarisiertes Licht im
unterschiedlichen Umfang absorbiert, entsteht kein linear polarisiertes Licht mehr,
sondern elliptisch polarisiertes Licht (Abb. 2.4 B). Man spricht von einem CD-
Effekt.
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Abbildung 2.4 A) Links-zirkular polarisiertes Licht (griin) und rechts-zirkular polarisiertes Licht (rot)
mit gleicher Phase ergeben eine linear polarisierte Welle (blau). B) Optische Rotation: Die
Polarisationsebene a des linear polarisierten Lichtes wird aufgrund unterschiedlicher
Brechungsindices fiir links- und rechts-zirkular polarisiertes Licht gedreht. Elliptizitat:
Unterschiedliche Absorption von links- und rechts-zirkular polarisiertem Licht (grin und rot) fuhrt
zu elliptisch polarisiertem Licht (gestrichelte Ellipse).Die durchgezogen Pfeile stellen die Vektoren
der Komponenten dar. Die gestrichelten Pfeile geben die Richtung des zirkular polarisierten Lichtes
an.

Der Unterschied der Extinktionskoeffizienten fur links- und rechts-zirkular
polarisiertes Licht Ae = e_-er ist die Messgrofle und wird als Elliptizitat (0)
angegeben (4). Die Abhangigkeit der Elliptizitat von der Wellenlange (A) ergibt das
CD-Spektrum.

(4) e-:;mo“jo x(e.—ep)rcxd

T

Um die CD-Spektren von Proteinen vergleichbar zu machen, wird die Elliptizitat
auf die Konzentration des untersuchten Stoffes, den optischen Weg (Schichtdicke
der Kuvette) und auf die Zahl der Aminosaurereste normiert: [8(A)]m (5).
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(5) _ O (M)« MRW
[©MWln= 47—
C: Schichtdicke der Kuvette (cm)
d: Konzentration der zu untersuchenden Probe (Mol/l)
e Extinktionskoeffizient des links-zirkular polarisierten Lichtes
eRr: Extinktionskoeffizient des rechts-zirkular polarisierten Lichtes

MRW: mittelere Molmasse je Aminosaurerest (,mean residue weight®)

2.4.2.2 Durchfiihrung der CD-Spektroskopie

Zirkulardichroismus-Spektroskopie wurde mit dem J-720 Spektrometer
durchgefihrt. Die Proben My11-13wr, My11-13y1490;, My11-12w1, My11-12y1490,
My12-13wt und My12-13y14901 Wurden dafur in 120 mM NaF, 10 mM Tris, pH 7,4
bis zu einer Konzentration von 4-6 uM verdunnt. Die CD-Spektren wurden in einer
1mm Quartzktvette bei 4 °C, 25 °C und 94 °C aufgenommen. Die
Aufnahmegeschwindigkeit betrug 50 nm/min, die Auflosung 1,0 nm und die
Antwortzeit 1 s. Pro Probe wurden drei bis funf Spektren aufgenommen und
gemittelt. Jede Messung wurde gegen das entsprechende Pufferspektrum
korrigiert. Zur Bestimmung der Sekundarstruktur wurden die CD-Spektren im
Wellenlangenbereich von 180-260 nm nach Brahms (Brahms & Brahms 1980) in
die Referenzspektren bekannter Proteinstrukturen eingepasst. Die Schmelzkurven
wurden zwischen 4°C-94 °C bei einer Wellenlange von 218-220 nm durchgefuhrt.
Der Temperaturanstieg betrug dabei 60°C/Stunde, die Antwortzeit 4 s.

2.4.3 Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie (SPR)
Vor etwa 20 Jahren wurde die SPR zum ersten Mal der Offentlichkeit vorgestellt
(Jonsson et al. 1991) und ist heute in vielen Bereichen der Biowissenschaften als

eine Schlusseltechnologie fur die Interaktionsanalyse von Biomolekulen nicht
mehr wegzudenken. Die SPR ermdglicht es, die verschiedenen Stadien einer
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Interaktion wie Assoziation, Gleichgewicht und Dissoziation, so wie sie auch in
lebenden Zellen vorkommen, in Echtzeit zu verfolgen und zu messen. Mit den
gewonnenen Daten lassen sich genaue Aussagen uber Affinitat und Kinetik einer
Interaktion treffen.

2.4.3.1 Prinzip der SPR

Das Prinzip der SPR beruht auf der Detektion von Interaktionen zweier
unmarkierter Molekule in Echtzeit (Cooper et. al, 2003). Dafur wird ein
Bindungspartner (Ligand) auf die Oberflache eines Sensorchips gebunden. Dieser
Sensorchip besteht aus einer Glasoberflache, die mit einem dinnen Goldfilm
beschichtet ist. Von der Ruckseite wird diese Goldmembran mit polarisiertem Licht
bestrahlt, welches an der Grenzflache zwischen dem Chip und der Pufferlosung
total reflektiert wird. Mittels einer optischen Detektionseinheit wird das
Winkelspektrum des reflektierten Lichtes detektiert. Der zweite Bindungspartner
wird als Analyt im Laufpuffer gelost und mit einer festgelegten Flussrate uUber die
Oberflache des Sensorchips durch ein Mikroflusskanalsystem injiziert. Das
Kanalsystem besitzt einen direkten Kontakt zur Chipoberflache und kann somit
den Analyten zum Liganden transportieren und diesen nach der Dissoziation
ebenso wieder abtransportieren. Die Bindung des Analyten an den Liganden fuhrt
zu einer Massenveranderung der Chipoberflache. Diese Massenveranderung wird
als Anderung des Brechungsindexes und damit als Anderung des
Winkelspektrums vom Sensor detektiert (Cooper 2003), (Abb. 2.5 A) Assoziation
und Dissoziation des Analyten werden dann in Abhangigkeit von der Zeit als
sogenannte ,Response Units“ (RU) in einem Sensorgramm auf dem Bildschirm
dargestellt. Die Signalstarke ist dabei proportional zur gebundenen Masse an der
Chipoberflache, wobei 1000 Units 1 ng gebundenem Protein pro 1mm?
Chipoberflache entsprechen (Abb. 2.5 B).
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Abbildung 2.5 A) Schematische Darstellung der Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie.
Der Ligand (rot), der auf dem Chip immobilisiert ist, bindet den Analyten (griin). Diese Bindung
fuhrt zu einer Massenveranderung der Chipoberfliche und damit zur Anderung des
Brechungsindexes. B) Die verschiedenen Stadien der Interaktion werden in Echtzeit auf dem
Bildschirm in einem Sensorgramm dargestellt. (I) Zunachst wird Laufpuffer ber die Chipoberflache
injiziert und damit die Basislinie bestimmt. (II) AnschlieRend wird die Probe injiziert und es erfolgt
die Bindung des Analyten an den Liganden, was zu einem Signalanstieg fuhrt (RU). (Ill) Nach
Erreichen des Gleichgewichts erfolgt die Dissoziation durch Injizierung von Laufpuffer. (IV)
AnschlieRend wird Regenerationslésung injiziert um noch gebundenen Analyt vom Liganden zu
I6sen. Das Signal geht wieder auf das Ausgangsniveau von | zurick.

Um die Assoziation und Dissoziation von Analyt und Ligand genau zu
untersuchen, konnen sogenannte Assoziations-und Dissoziationsraten ermittelt
werden. Die Assoziationsrate gibt an wie schnell ein Molekul bindet, die
Dissoziationsrate gibt dagegen an wie schnell ein Komplex zerfallt. Sie sagt etwas
uber die Komplexstabilitat aus.

Bei einer 1:1 Bindung kann die Interaktion des Analyten mit dem Liganden
A+B—AB mit folgender Gleichung (6) beschrieben werden.

6 IVB - ki 1A (8] — ke + (48]
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A: Analyt

B: Ligand

AB: Analyt/Ligand-Komplex
kq: Dissoziationsrate (s™)
ka: Assoziationsrate (M"'s™)

Mittels der Dissoziationsrate und der Assoziationsrate lassen sich die
Gleichgewichtskonstanten der Dissoziation (7) und der Assoziation (8) bestimmen.

(7) Kp=ka /ka=1/Ka
(8) Ka=ka/kd

Kp: Dissoziationskonstante (M)

Ka: Bindungskonstante (M)

In dieser Arbeit wurde fur die einzelnen Bindungskurven jeweils die
Dissoziationskonstante Kp in M ermittelt, um das Bindungsverhalten der Proteine
zu untersuchen. Der Kp-Wert sagt etwas Uber die Affinitat der Bindungspartner
aus. Je groRer der Kp-Wert, desto geringer die Affinitat.

2.4.3.2 Durchfiihrung der SPR

In diesem Versuch wurden die Bindungsstudien mit dem Biacore System X-100
durchgefuhrt. Dazu wurden die Liganden My11-13wt, My11-13v1490, My12-13wr
und My12-13y14901 mittels Aminkopplung auf einen CM5 Chip kovalent gebunden.
Dieser besitzt an seiner Oberflache eine carboxymethylierte Dextranoberflache mit
einer hydrophilen Matrix, die ein Biomolekul in nicht-denaturierter Form kovalent
binden kann. Die Chipoberflache wurde mit 70 ul einer 1:1 Losung von 0,4 M EDC
(1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide) und 0,1 M NHS (N-
hydroxysuccimide) aktiviert. Hierbei werden die Matrix-carboxylgruppen in aktive
NHS-Ester uberfuhrt an die der Ligand mit freien NH, Gruppen bindet (Torreri et.
al, 2005). Der Ligand, gelost in 10 mM Na-Acetat Puffer (pH: 4,5) wurde
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infolgedessen auf den Chip immobilisiert. Um unspezifische Bindungen des
Analyten mit der Chipoberflache zu verhindern, wurden die vom Ligand nicht
gebunden NHS-Ester an der Oberflache danach mit 80 yl einer 1 M Ethanolamin-
Losung inaktiviert. Fur die darauf folgenden Interaktionsmessungen wurden
verschiedene Konzentrationen der Analyten My11-13wr, My11-13v1400, My12-
13wt und My12-13y14901, gelost in HBS-EP-Puffer, mit einer Flussrate von 30
pI/min injiziert. Als Regenerationspuffer diente eine Losung aus 200 mM NaCl, 50
mM NaOH und der Lésung D (0,3 % Chaps, 0,3 % Tween 80, 0,3 % Tween 20,
0,3 % Triton X-100). Als Referenz fur My11-13wr und My11-13y1490 Wurde His-tag
auf einem Kanal desselben Chips immobilisiert. Als Leerwert fur My12-13wr und
My12-13v14901 Wurde ein leerer Kanal aktiviert und anschlielend inaktiviert, um
eine unspezifische Anlagerung an die Chipoberflache zu verhindern. Die
gewonnenen Daten wurden mit der Software X-100 Evaluation ausgewertet, wobei
die Kp-Werte mittels des 1:1 Langmuir Bindungsmodells sowie durch einen ,Local

Fit“ jeder einzelnen Bindungskurve ermittelt wurden.

2 .4.4 Prinzip und Messung der dynamischen Lichtstreuung (DSL)

Die dynamische Lichtstreuung wird benutzt um die Grof3e von Proteinpartikeln in
Losung zu bestimmen. Wenn eine kolloidale Verteilung mit Licht einer
Wellenlange, die groler als die PartikelgroRe die gemessen wird ist, bestrahlt
wird, wird das Licht gleichmaBig in alle Richtungen ausgestrahlt (Rayleigh
scattering). Die Partikel vollziehen eine Brown'sche Molekularbewegung, die von
ihrer Grol3e abhangt. Dadurch verandert sich die Entfernung der Partikel mit der
Zeit, was zu Anderungen in der Interferenz des ausgestrahlten Lichtes und damit
zu Schwankungen in der Streuung fuhrt. Diese Schwankungen koénnen mit
koharentem und monochromatischem Licht gemessen werden und somit der
Diffusionskoeffizient D der Partikel bestimmt werden. Mit der Stokes-Einstein-
Gleichung (9) werden die PartikelgroRe, bzw. der hydronamische Radius R
berechnet. Es kann festgestellt werden, ob die Proteine aggregieren oder

monodispers vorliegen.
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(9) _ 6rnD
A= kT

n: Viskositat des Mediums
T: Temperatur
k: Boltzmann-Konstante

2.4.5 Kristallisation

Kristallisationsexperimente wurden in Mikroplatten im 96 well Format bei 20 °C
mittels der ,Sitting Drop“ Dampfdiffusionsmethode im Hochdurchsatzautomaten
(Hydra®-Plus-One. durchgefuhrt. Dazu wurde ein Tropfen von jeweils 300 nl
Proteinlosung mit einem Tropfen von 300 nl Reagenzienlosung vermischt und
zusammen mit 300 pyl Reagenzienlosung im Reservoir in CrystalQuick™ LP
Mikroplatten inkubiert. Der Ausgleich des Konzentrationsgradienten zwischen der
Proteinldsung und der Reagenzienlosung erfolgte durch Diffusion. In diesem Fall
wurden die Reagenzien PEG, PEGII, ProComplex, PACT, Compas und Basic 1-4
verwendet. Die Kiristalle wurden bei 20 °C gelagert und in bestimmten
Zeitabstanden automatisch fotografiert (“Homebase Storage Unit”). Anschliel3end
wurden die Bilder mit dem Programm Observation (M. Hoschen) ausgewertet. Die
Kristalle wurden dann mit Hilfe einer Nylonschleife kurz ( < 1 min ) in eine
Kryolosung, die 20 % Glycerol enthielt, getaucht und anschlieRend in flissigem

Stickstoff schock gefroren.

2.5 Zellkultur-Methoden

2.5.1 Praparation neonataler Kardiomyozyten

Die 1-3 Tage alten Wistar-Ratten (10 Tiere) wurde mit einer Schere gekopft und

anschlieRend wurde der Brustkorb mit sterilem Zellstoff und 70 % igem Ethanol

abgerieben. Der Brustkorb wurde gedffnet, das Herz mit zwei sterilen Skalpellen
entnommen und in eine Petrischale mit 10 ml PBS Uberfuhrt. Danach wurden die
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Vorhofe abgetrennt und die Herzen in eine neue Petrischale mit 10 ml PBS
uberfuhrt. Die Ventrikel wurden zerkleinert, wobei diese nicht zerhackt, sondern
relativ grofle Stucke gelassen wurden. Mit einer Pipette wurde die Suspension
anschlie®end in einen Erlenmeyerkolben mit Ruhrmagnet Uberfuhrt und inkubiert.
Nachdem sich die Stiicke abgesetzt hatten, wurde der Uberstand verworfen. Die
Suspension wurde zweimal mit jeweils 10 ml PBS gewaschen und der Uberstand
verworfen. Danach wurde die Zellsuspension mit 5 ml einer 0,1 % igen Trypsin-
Losung und mit einem Magnetrihrer im Wasserbad fur 3 min bei 36 °C inkubiert.
Der Uberstand wurde verworfen. Im zweiten Schritt wurde die Zellen mit 10 ml der
0,1 % igen Trypsin-Losung fur 10-15 min im Wasserbad mit Magnetrihrer geruhrt.
Dieser Schritt wurde ein zweites Mal durchgefuhrt. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension in ein Zentrifugenrohrchen mit 5 ml Kalberserum Gberfuhrt. Beim
Uberfiihren wurde versucht, so wenig wie mdglich Gewebefetzen dabei
mitzunehmen. Die Fraktion wurde anschlielend fur 10 min bei 1000 U/min
zentrifugiert (Tischzentrifuge MLW T 52.1, VEB MLW). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 5ml 1:1 Kalberserum/SM-20-1 (pur) resuspendiert.
Vom zweiten Schritt an wurden alle Schritte so oft wiederholt, bis das Gewebe
vollstandig aufgeschlossen wurde. Die Fraktionen wurden dabei in neuen
Zentrifugenrohrchen gesammelt. Danach wurde alle Fraktionen vereint und Uber
ein Zellsieb (70 pm, befeuchtet mit 1:1 Kalberserum/SM20-I pur in ein neues
Zentrifugenrohrchen filtriert und fur 10 min bei 1000 U/min zentrifugiert. Das Pellet
wurde anschlieend in 10 ml Kulturmedium SM-20-I komplett (Penicillin 10.000
Units/ml, Streptomycin 10 mg/ml, 1% FCS) resuspendiert. Von der Suspension
wurden 50 pl in ein 0.5 ml Eppendorfgefaly uberfuhrt und mit 50 pl Trypanblau
versetzt. AnschlieRend wurden die Zellen in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer
gezahlt.

2.5.2 Kultivierung neonataler Kardiomyozyten
FUr die weiteren Untersuchungen wurden die Zellen nach der Isolation in 12 ,Well*

Platten auf Deckglaschen uberfuhrt. Pro well wurden dabei 100.000 Zellen auf der
Mitte des Deckglaschens eingesat. Am nachsten Tag wurde das Medium (SM-20-I
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komplett) gewechselt. Am Tag darauf erfolgte die Transfektion der neonatalen

Kardiomyozyten.

2.5.3 Transfektion neonataler Kardiomyozyten

Die Transfektion der neonatalen Kardiomyozyten erfolgte mittels Lipofektamin-
Transfektion. Fur 12 well Platten wurden jeweils pro Well 100 pyl Medium mit 1,6 pl
DNA sowie 100 pl Medium mit 4pul Lipofektamin versetzt. Nach 5 min
Inkubationszeit wurden beide Ldsungen zusammenpipettiert und 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die Losung auf die
Kardiomyozyten gegeben. Nach 4-6 h Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5%
CO,-Gehalt erfolgte ein Mediumwechsel. Fur die Expression des relevanten

Proteins wurden die Zellen weitere 7-72 h im Brutschrank inkubiert.

2.5.4 Fixierung und Farbung neonataler Kardiomyozyten

Far die Fixierung wurden die Zellen 2-3 mal mit 1x PBS gewaschen, fur 10 min mit
Formaldehyd, 1:10 in 1x PBS verdunnt, im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieRend wieder 2-3 in 1x PBS gewaschen. Fur die Farbung wurden die
Zellen im ersten Schritt in 1x PBS mit 0,25 % Triton inkubiert und anschlieRend
zweimal mit 1x PBS gewaschen. Danach erfolgte eine 30 minutige Inkubation in
0,2 % Fish skin in 1x PBS. Die Inkubation des primaren Antikorpers erfolgte fur 1 h
bei Raumtemperatur. Danach wurde zweimal mit 1x PBS gewaschen und
anschliefend mit dem sekundaren Antikorper fur 45 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit 0,1 % NP40 in 1x PBS, einmal
mit 1x PBS und einmal in dd H;O gewaschen. Zur Kernfarbung wurde
anschlieRend mit TO-PRO®-3 iodide oder DAPI (1:100 verdunnt) fur 10 min
inkubiert. Es wurde zweimal mit PBS und einmal H,O gewaschen. Zum Schluss
wurden die Zellen im auf dem Objekttrager im Einbettmedium fixiert.

49



Material & Methoden

2.6 Mikroskopie

Die Auswertung der transfizierten Zellen erfolgte mit dem Mikroskop Zeiss LSM
510 Meta: Laser 543 nm (15 %), 488 nm (5 %) und 633 nm (10 %). Es wurde das
63xNA 1.4 Planapochromat Ol-Immersionsobjektiv verwendet. Um die
verschiedenen Ebene der Zellen darzustellen, wurde ein Z-stack durchgefuhrt. Um
einen allgemeinen Uberblick zu bekommen, ob die Transfektion der Zellen
funktioniert hat, wurde das Axiovert 40 CFL verwendet. Anschlielfend wurden die
Aufnahmen mit der Software Zeiss LSM Image Browser 4.2.0.121 und Axio
Version 4.8 ausgewertet

2.7 Statistische Auswertungen

Von den gesammelten Werten wurde der Mittelwert bestimmt und die statstisch
signifikanten Unterschiede durch einen ungepaarten t-Test mit dem Programm
GraphPad Prism (Version 5.02) ermittelt. Die Werte galten dann als signifikant
unterschiedlich, wenn der p-Wert < als 0,05 war.
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3. Ergebnisse

3.1 Herstellung der Konstrukte

3.1.1 Amplifikation der Konstrukte

Fur die biophysikalischen Experimente wurden drei verschiedene Konstrukte
jeweils als Wildtyp und Mutante hergestellt. Die Amplifizierung der DNA-Sequenz
der Myomesin-Domanen 11-13 erfolgte mittels PCR (My11-13). Dafur wurden
Primer verwendet, die die Schnittstellen der Enzyme BamHI und Xhol enthielten.
Das erhaltene PCR-Produkt hatte eine Gro3e von ca. 1000 bp (Abb. 3.1 A).

r%k i\\ x SN &
O

y S <2 F &S
=
|

2000 bp — f—
T 1000bp

1000 bp ._. 500bp

Abbildung 3.1 Amplifizierung der Myomesin-Doméanen A) My11-13, B) My11-12 und 12-13. Als
Marker wurden der XVII DNA Marker (A) sowie der 1 kb Ladder verwendet (B).
NK=Negativkontrolle

Da die Dimerisierung von Myomesin Uber die Domane 13 erfolgt, war davon
auszugehen, dass die rekombinanten Proteine My11-13 als Dimer in L6sung
vorlagen. Um den Effekt der Mutation V1490l auf die Dimerisierung zu
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untersuchen, wurde das rekombinante Myomesin-Fragment auch als Monomer
hergestellt. Unter der Annahme, dass die Myomesin-Domanen 11-12 ohne die
Dimerisierungsdomane 13 nicht dimerisieren kann, wurden die Myomesin-
Doméanen 11-12 (My11-12) kloniert. Als unmittelbarer Vergleich dazu wurden die
Myomesin-Domanen 12-13 (My12-13) als rekombinante Myomesin-Fragmente
hergestellt. Beide Konstrukte wurden dafur mit Primern ohne eingeflgte
Schnittstellen amplifiziert, da sie spater direkt in einen Expressionsvektor ligiert
wurden. Die GrolRe des PCR-Produkts My11-12 betrug ca. 640 bp und das von
My12-13 ca. 680 bp (Abb. 3.1 B).

FUr Expressionstudien in neonatalen Kardiomyozyten wurden die Myomesin-
Domanen 11-13 in den Vekor pcDNA4/TO/c-myc/His B kloniert. Dieser Vektor
enthielt bereits die DNA-Sequenz fur das GFP, die zuvor Uber die Schnittstellen
BamHI und EcoRI hineinkloniert wurde. Aus diesem Grund konnte die Schnittstelle
BamHI konnte nicht mehr fur die Klonierung der Myomesin-Domanen 11-13
(My11-13-GFP) verwendet werden. Daher wurden diese Doméanen mit Primer
amplifiziert, die die Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme Pstl und Xhol
enthielten. Das erhaltene PCR-Produkt besal} eine Grolde von etwa 1000 bp (Abb.
3.2).

1000 bp —— p—
500 bp ——

Abbildung 3.2 Amplifizierung der Myomesin-Domanen 11-13. Als Marker diente der 1 kb Ladder.
NK=Negativkontrolle
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3.1.2 Klonierung der Konstrukte

Um die Myomesin-Domanen My11-13 in den Vektor pRSETA zu klonieren, wurde
das PCR-Produkt My11-13 zunachst direkt in den pCR 2.1 Vektor zwischenligiert.
Der Vektor pCR 2.1 lag bereits als linearisierter Vektor vor und besal} an den 3'-
Enden T-Uberhange. Da die Taqg-Polymerase bei PCR-Produkten immer am 3'-
Ende einen A-Uberhang produziert, konnte das PCR-Produkt My11-13 direkt in
den Vektor pCR 2.1 ligiert werden. Um festzustellen, ob die Ligation erfolgreich
war und die eingebauten Schnittstellen funktionierten, wurde ein
Restriktionsverdau mit BamHI| und Xhol durchgefuhrt. Dabei fiel das PCR-Produkt
als eine ca. 1000 bp grol3e Bande heraus. Der Vektor pCR 2.1 blieb als eine 4000
bp grolde Bande zurick (Abb. 3.3).

N
&
@
S 1 2 3

Abbildung 3.3 Testverdau der Klone, die mit der Ligation pCR 2.1+My11-13 transformiert wurden.
Alle drei Klone waren positiv. My11-13 fiel als eine ca. 1000 bp groRe Bande heraus. Der Vektor
pCR 2.1 blieb auf der H6he von 4000 bp zurick. Zum GréRenvergleich wurde der XVII Marker
aufgetragen.

Fir die Klonierung in den Vektor pRSETA wurde eine ausreichende Menge vom
DNA-Fragment My11-13 mit BamHl und Xhol aus dem Vektor pCR 2.1
herausgeschnitten und der Vedauungsansatz anschlieBend im Agarosegel
aufgetragen (Abb. 3.4 A). Der Vektor pRSETA wurde in einem ersten
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Verdauungsschritt mit zunachst nur mit BamH| verdaut. Damit fur die Klonierung
nach dem zweiten Verdauungsschritt genugend DNA vom Vektor ubrig blieb,
wurde eine ausreichende Menge von ca. 2 yg DNA eingesetzt. Anschliefend
wurde der gesamte Verdauungsansatz ebenfalls im Agarosegel aufgetragen.
Dazu wurde der Gelkamm vor der Herstellung des Agarosegels abgeklebt, um
groRere Geltaschen zum Auftragen des grol3en Probenvolumens zu erhalten
(Abb. 3.4 B).

1000 bp —— = -

Abbildung. 3.4 A) Verdau von pCR 2.1+My11-13 mit BamHI und Xhol . My11-13 fiel dabei als eine
1000 bp groRe DNA-Bande heraus. B) Linearisierung von pRSETA mit BamHI. Um gréRere
Geltaschen zur Verfigung zu haben, wurde der Gelkamm zur Herstellung des Agarosgels
abgeklebt. Marker=XVII

Der linearisierte Vektor wurde dann in einem zweiten Schritt mit Xhol verdaut. Da
im Agarosegel nicht erkennbar war, ob das Enzym Xhol die groRe DNA-Menge
des linearisierten pRSETA gut schneidet, wurde eine aquivalente Menge an
pRSETA-Plasmid als Kontrolle eingesetzt und ebenfalls mit Xhol geschnitten
(Abb. 3.5).
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3000 bp

2000 bp

Abbildung 3.5 Verdau vom linearisierten pRSETA mit Xhol. Zur Kontrolle wurde ein unverdauter
pRSETA mit Xhol geschnitten und aufgetragen. Auch hier wurde der Gelkamm zur Vergré3erung
der Geltaschen zuvor abgeklebt. Marker=XVI|

AnschlieBend wurden das aufgereinigte Insert My11-13 sowie der aufgereinigte
Vektor pRSETA nochmal zur Kontrolle der GroRe und der Reinheit auf ein
Agarosegel aufgetragen (Abb. 3.6). Fur die nachfolgende Ligation wurden ca. 100
ng RSETA-Vektor sowie das Insert My11-13 im zehnfachen Uberschuss
eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde anschlieRBend in Top 10 F-Zellen

transformiert und hochgezogen.

1000 bp e S—

Abbildung 3.6 Der aufgereinigte Vektor pRSETA und das Insert My11-13 wurden nochmal zur
Kontrolle auf ein Agarosegel aufgetragen. Marker=XVI|
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Fur die Klonierung der Myomesin-Domanen My11-12 und My12-13 stand der
Vektor pEXP-5-CT/TOPO zur Verfigung. Dieser Vektor lag wie der Vektor pCR
2.1 bereits linearisiert vor und besal an den 3'-Enden T-Uberhange. Die PCR-
Produkte My11-12 und My12-13 wurden direkt in den Vektor ligiert. Im Gegensatz
zum Vektor pCR 2.1 ist pEXP-5-CT/TOPO ein Expressionsvektor flr
Bakterienstdmme, so dass die Konstrukte nicht nochmal umkloniert werden mufite

und direkt als rekombinante Proteine exprimiert werden konnten.

Fur die Klonierung in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA4™/TO/myc-
His B/GFP wurde das PCR-Produkt My11-13 Uber die eingefligten Schnittstellen
Pstl und Xhol zunachst in den Vektor pCR 2.1 zwischenkloniert. Die Ligation
wurden in E.coli-Zellen transformiert, hochgezogen und die DNA anschlieRend
prapariert. Im Agarosegel zeigte Klon 3 eine Bande von etwa 5000 bp. Das
entsprach der GroRe, die bei einer erfolgreichen Ligation zu erwarten war (Abb.
3.7). Um sicherzugehen, dass die Ligation erfolgreich war, wurde der Klon 2
anschlie®end nochmal mit den Restriktionsenzymen Pstl und Xhol verdaut (Abb.
3.8).

Q
\y 1 2 3 4

5000 bp ———

3000 bp ——

Abbildung 3.7 Minipraparation von der Ligation My11-13 in den Vektor pCR 2.1. Klon 2 liegt auf
einer Hoéhe bei 5000 bp. Das entsprach der zu erwartenden Grof3e, wenn die Ligation von My11-13
in den Vektor pCR 2.1 erfolgreich war. Marker=Supercoiled
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4000 bp

1000 bp

Abbildung 3.8 Testverdau von Klon 2 mit den Enzymen Pstl und Xhol. Das Insert My11-13 fiel bei
1000 bp heraus. Der Vektor pCR 2.1 blieb auf einer Hohe von 4000 bp zurick.

Fir die Ligation in den Vektor pcDNA4™/TO/myc-His B/GFP wurden vom Insert
My11-13 ausreichende Mengen mit Enzymen Pstl und Xhol aus dem Vektor pCR
2.1 herausgeschnitten (Abb. 3.9 A). Der eukaryotische Expressionsvektor
pcDNA4™/TO/myc-His B/GFP wurde mit denselben Enzymen verdaut (Abb 3.9
B). Die Schnittstellen von Pstl und Xhol lagen weit genug auseinander, so dass
die beiden Enzyme sich beim Schneiden nicht gegenseitig behinderten. Deshalb
konnte der Vektor gleichzeitig mit beiden Enzymen verdaut werden konnte

AN
o
A B &8
So &8
S o ~ S
l& iy " lg) 0%72*
S SRS S SFS
8000 bp —— |
4000 bp —— -
1000 bp ——
1000 bp ——— |

Abbildung 3.9 A) Herausschneiden von My11-13 aus dem Vektor pCR 2.1 mit den Enzymen Pstl
und Xhol. B) Gleichzeitiger Verdau von pcDNA4™/TO/myc-His B/GFP mit Pstl und Xhol.
Marker=1kb Ladder. Der Gelkamm wurde zuvor abgeklebt, um die Geltaschen zu vergrofiern.
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3.1.3 Identifizierung der klonierten Konstrukte

Die Plasmid-DNA wurde aus mehreren Bakterienklonen prapariert und auf ein
Agarosegel aufgetragen. Anhand der GroRe wurden die Klone ausgewahlt, die
den pRSETA-Vektor mit dem Insert My11-13 enthielten. In diesen Fall betrug die
Grolie des gesamten Plasmid ca. 4000 bp und der richtige Klon war Nummer vier
(Abb. 3.10).

N
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5000 bp ——

3000bp

Abbildung 3.10 Minipraparation von der Ligation pPRSETA + My11-13. Der Klon 4 liegt auf der Héhe
von 4000 bp. Das entsprach der =zur erwartenden GréRe vom pRSETA+My11-13.
Marker=Supercoiled

Um zu testen, ob der Vektor pRSETA das Insert My11-13 aufgenommen hatte und
die beiden eingefligten Schnittstellen fur die Enzyme BamHl und Xhol
funktionierten, wurde die DNA vom Klon 4 mit BamHI und Xhol verdaut. Dabei fiel
das Insert My11-13 als eine 1000 bp groRe Bande heraus, wobei der Vektor
pRSETA als eine 3000 bp grole Bande angezeigt wurde (Abb. 3.11). Somit wurde
nachgewiesen, dass die Ligation erfolgreich war. Zum Schluss wurde die DNA-
Probe vom Klon 4 zur Sequenzierung gegeben um sicherzugehen, dass bei der
PCR und Klonierung keine Mutationen aufgetreten waren.

58



Ergebnisse

3000 bp

1000 bp

Abbildung 3.11 Testverdau vom Klon 4 mit BamHI und Xhol. My 11-13 fiel als eine Bande von
1000 bp heraus. Der Vektor pRSETA blieb auf einer Héhe von 3000 bp zurlick. Marker=XVII.

Die PCR-Produkte von My11-12 und My12-13 wurden direkt in den Vektor pexP-
5-CT ligiert und der Ligationsansatz anschlie®Bend in Top 10 'F Zellen
hochgezogen. Um festzustellen, ob und wie rum sich das Insert in den Vektor
eingelagert hatte, wurde die praparierten DNA Konstrukte jeweils mit zwei
Enzymen verdaut. Davon hatte ein Enzym seine Schnittstelle im Insert, das
andere Enzym dagegen im Vektor. Anhand der Grofle des herausgeschnittenen
Inserts konnte festgestellt werden, in welcher Richtung sich das Insert eingelagert
hatte. In diesem Fall wurden die Enzyme Xbal, Stul und Hpal ausgewahlt. Xbal
hat seine Schnittstelle an der Position 41 im Vektor pexP-5-CT. Die ,Cloning Site®
beginnt bei Position 141. Stul hat seine Schnittstelle im Insert My11-12 an Position
592. Die Schnittstelle von Hpal befand sich an Position 93 im Insert 12-13. My11-
12 wurde mit Xbal und Stul geschnitten und My12-13 mit Hpal und Xbal. Hatte
sich das Insert richtig herum eingelagert, wurde beim Verdau von My11-12 eine
Bande von etwa 700 bp herausgeschnitten und bei My12-13 von 190 bp. Das
Agarosegel zeigte jeweils zwei postive Klone (Abb. nicht gezeigt). Die DNA-

Proben dieser Klone wurden anschlie3end direkt zur Sequenzierung gegeben.
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Die Ligation von My11-13 in den Vektor pcDNA4™/TO/myc-His B/GFP wurde in
E.coli-Zellen transformiert und die DNA prapariert (Abb. 3.12). Klon 3 hatte die
richtige Grof3e von 7000 bp und wurde direkt zur Sequenzierung gegeben.

L3
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1t 2 3 4 5 6 &

7000 bp

4000 bp

Abbildung 3.12 Minipraparation der Ligation von My11-13 in den Vektor pcDNA4™/TO/myc-His
B/GFP. Klon 3 liegt auf der Hohe von 7000 bp. Das entsprach der GréRe vom Vektor
pcDNA4 ™/TO/myc-His B/GFP+Insert My11-13. Marker=Supercoiled.

3.1.4 Herstellen der Mutanten V1490l

AnschlielRend wurde zur Herstellung der entsprechenden Mutanten, die Mutation
V1490l in die vier verschiedenen Konstrukte mit dem QuickChange site-directed
Mutagenese Kit eingefugt (Abb. 3.13). Ob die Mutagenese erfolgreich war, wurde
durch eine anschliellende Sequenzierung uberpruft.
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6000 bp ——

4000 bp —— W—" S 2000 bp
-

B —— 2000 bp

-

2000 bp ——

Abbildung 3.13 Mutagenese der Konstrukte A) pRSETA/My11-13, B) P-5-CT/My11-12 und pexP-
5-CT/My12-13, C) pcDNA4™/TO/myc-His B/GFP/My11-13, Marker=Suprcoilded

3.2 Herstellung der rekombinanten Proteine

Um die Effekte der Mutation V1490l auf die Struktur und die funktionellen
Eigenschaften von Myomesin zu untersuchen, wurden von den DNA-Konstrukten,
die in die Vektoren pRSETA und pexP-5-CT kloniert wurden, rekombinante
Proteine der Myomesin-Domanen 11-13 (42 kDa), 12-13 (25 kDa) und 11-12 (25
kDa), jeweils vom Wildtyp sowie von der Mutante V1490l hergestellt: My11-13wr
und My11-13v14g01, My12-13wr und My12-13y14901, My11-12y7 und My11-12y1490:.

3.2.1 Expression und Aufreinigung von My11-13wr und My11-13y1490

Die rekombinanten Proteinfragmente My11-13wt und My11-13v1490 wurden in
E.coli exprimiert und anschlieBend mittels His-Tag uber eine Nickel-Agarose-
Saule aufgereinigt. Es standen fur den Wildtyp sieben und fur V1490l vier
verschiedene Fraktionen zur Verfugung (Abb. 3.14 A,C). Da das im Elutionspuffer
enthaltene Imidazol die Eigenschaft besitzt beim Auftauen mit dem Protein
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auszufallen, wurden die Proteine anschliellend in PBS umgepuffert (Abb. 3.14 B,
D).. Dazu wurden fur My11-13wr Fraktionen zwei bis sieben und fur My11-13y1490

die Fraktionen zwei bis vier verwendet.
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Abbildung 3.14 Expression der rekombinanten Proteine: A) My11-13y1 und C) My11-13y4490; . Die
Proteine wurden jeweils in 2ml Imidazol-Puffer eluiert, so, dass verschiedene Fraktionen zur
Verfiigung standen. AnschlieRend wurden sie in PBS umgepuffert: B) My11-13yr, D) My11-13y1490|

Um einen hohen Reinheitsgrad der rekombinanten Proteine zu erzielen, wurden
die Proben erneut auf der Nickel-Agarose-Saule, wie oben angegeben, inkubiert,
mit 250 mM Imidazolpuffer eluiert und in PBS umgepuffert (Abb. 3.15).
AnschlieRend wurden die Reinigungsschritte noch ein drittes Mal wiederholt (Abb.

3. 16).
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Abbildung 3.15 Die Proteine wurden ein zweites Mal inkubiert und eluiert A) My11-13r, C) My11-
13v14go| und danach in PBS umgepuffert B) My1 1-13WT, D) My1 1-13v14go|_

Die erhaltenen Proteine besalen ein Reinheitsgrad von etwa 95 % und konnten
fur die biochemischen Experimente verwendet werden (Abb. 3.16 B).
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Abbildung 3.16 Die Proteine wurden ein drittes Mal inkubiert und eluiert (A) Fraktionen 1-3: My11-
13wr, Fraktionen 4-6: My11-13y1490 und danach in PBS umgepuffert (B).
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3.2.2 Expression und Aufreinigung von My11-12ywt/v1s001 und My12-13wr/v14901

Die Konstrukte My11-12yr1, My11-12y1490, My12-13wr und My12-13y14901 Wurden
direkt in den Expressionsvektor pEXP-5-CT/Topo kloniert. Nach der Expression in
E. coli wurden die entsprechenden rekombinanten Proteine ebenfalls in PBS
umgepuffert. Die Proteine wiesen einen Reinheitsgrad von etwa 95 % auf und
mussten deshalb nicht Uber weitere Schritte aufgereinigt werden (Abb. 3.17).
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Abbildung 3.17 A) Umgepufferte Proben My11-12yt und My11-12y4490. B) Umgepufferte Proben
My12'13WT und My12-13v1490|.

3.2.3 ldentifizierung der rekombinanten Proteine

Zur ldentifizierung der exprimierten Proteine wurde anschlieend ein Western Blot
(Abb. 3.18) durchgefuhrt. Dabei wurde der monoklonale Anti-Myosin-Antikorper
BB 78 verwendet, der sein Epitop in der Myomesin-Domane 12 hat. Die
exprimierten rekombinanten Proteine konnten mit dem Western Blot eindeutig als

Myomesin-Proteine nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.18 Nachweis von Myomesin mit dem monoklonalen Anti-Myomesin-Antikérper BB 78.
A) 1: My11'12WTa 2: My12-13WT, 3: My11-1zv1490|, 4. My12-13v1490|y B) 1: My11-13WT, 2: My11-
13v14001- Als Protein Marker diente der Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder.

3.3 Strukturanalyse der rekombinanten Myomesin-Fragmente

In der vorliegenden Arbeit wurde nur ein Teil des C-Terminus von Myomesin als
rekombinantes Protein hergestellt. Dabei stellte sich die Frage, ob die exprimierten
Proteinkonstrukte die gleichen strukturellen und funktionellen Eigenschaften wie
natives Myomesin aufwiesen. Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden

CD-Spektroskopie sowie analytische Ultrazentrifugation durchgefuhrt.

3.3.1 Untersuchung der Dimerisierungseigenschaften My11-13wr und My11-

13v14901

Natives Myomesin bildet Uber die Domane 13 antiparallele Dimere, welche
elastische Verbindungen zwischen den Myosinfilamenten schaffen. Um
festzustellen, ob die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten rekombinanten
Proteine in nativer Konformation vorlagen und somit zur Dimerisierung fahig
waren, wurde die analytische Ultrazentrifugation durchgefuhrt (Abb. 3.19). Dazu
wurden Proben von My11-13wt und My11-13y14901 mit Konzentrationen zwischen 1
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MM und 7 uM untersucht. Das Ergebnis zeigte, dass beide Proben eine apparente
Masse von etwa 82 kDa besal’en, obwohl die monomeren Konstrukte eine
kalkulierte Grof3e von nur 42 kDa hatten. Mit der analytischen Ultrazentrifugation
konnte somit gezeigt werden, dass My11-13wr und My11-13y14901 in LOSung als
Dimere vorlagen, was die nativen funktionellen Eigenschaften der rekombinanten

Myomesin-Fragmente zusatzlich belegte.
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Abbildung 3.19 Analytische Ultrazentrifugation von My11-13y1 und My11-13y1490;. Es wurden 70 pl
Probe der Konzentration von 1-7uM bei drei verschiedenen Wellenldngen zwischen 280 und 300
nm gemessen. Der Wildtyp ist als weiRes Quadrat dargestellt, die Mutante V1490l als schwarzes
Késtchen. Beide Proben lagen mit einer molekularen Masse von etwa 82 kDa vor.

3.3.2 Sekundarstruktur der rekombinanten Proteine

Um zu Uberprufen, ob die exprimierten Myomesin-Fragmente My11-13wt, My11-
13v14901, My12-13wr und My12-13v14901 €ine native Sekundarstruktur ausgebildet
hatten, wurden die Anteile an a-Helix und (3 -Faltblattern bzw. ,Random Coil* -
Strukturen durch CD-Spektroskopie bestimmt (Abb. 3.20). Fir die Auswertung
wurden die gemessenen CD-Spektren mit Referenzspektren bekannter

Proteinstrukturen verglichen.

66



Ergebnisse

%
o(.)
=,
lon
15
190 200 210 220 230 240 250 260
A (nm)
B
%
OO = o
=,
[on
_15
190 200 210 220 230 240 250 260

A (nm)

Abbildung 3.20 CD-Spektrum aufgenommem bei einer Temperatur von 4 °C, A) My11-13y7 und
My11-13v1490|, B) My12'13WT und My12-13v1490|. Rot: Mutante V1490, grljn: Wlldtyp Die glatten
Linien zeigen den Fit, die rauen Linien die Messkurven.

Die Ergebnisse der Experimente ergaben einen a-Helix-Anteil von 8-16 %. Der 3-
Faltblatt-Anteil betrug 33-45 % und machte somit den grofdten Anteil der
Sekundarstruktur aus (Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: CD-Spektrum von My11-13 und My12-13 aufgenommen bei 4 °C,
Anteile der verschiedenen Sekundarstrukturen in Prozent. N=2, f=Anteil

Struktur My11-13wr | My11-13yia00 | My12-13wr | My12-13y1400
fa-helix 11 % % 1 16 % %0 8%+ 1 15 % + 0
fp-sheet 45 % + 1 43 % + 1 40 % + 0 33% 0
fp-turn 14 % + 1 13%+0 18 % + 0 14 % + 2
frandom coi 30 % + 1 29 % + 1 34 %+ 0 38 % * 1

3.3.3 Hitzestabilitat der reckombinanten Wildtypdimere

Um zunachst festzustellen wie stabil der in dieser Arbeit hergestellte Wildtyp der
Myomesin-Dimere unter dem Einfluss der Temperatur vorlag, wurde eine
Thermostabilitatsanalyse vom Myomesin-Dimer My12-13wt und sowie Myomesin-
Monomer My11-12r durchgefuhrt. Beide Schmelzkurven wurden anschlie}end

gegeneinander aufgetragen (Abb. 3.21).
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Abbildung 3.21 Schmelzkurve von My11-12y1 (hellgriin) und My12-13yr (dunkelgriin)

Das Ergebnis zeigte, dass das die Schmelzkurven vom Myomesin-Dimer My12-
13wt und vom Myomesin-Monomer My11-12wt genau aufeinander lagen. Die
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Temperatur hatte keinen Einfluss auf die Stabilitat des Myomesin--Fimers My12-
13wr. Die Stabilitat von vom Dimer My12-13wr entsprach der des Monomers
My11-12WT.

3.3.4 Einfluss der Mutation V1490l auf die Temperaturstabilitat der Dimere

Dass beide rekombinanten Proteine, My11-13wr und My11-13v14901, bei der
analytischen Ultrazentrifugation in dieser Arbeit vollstandig als Dimere in Losung
vorlagen, schliet nicht aus, dass die Dimerisierungseigenschaften bzw. die
Stabilitat der Dimere beider Myomesin-Fragmente unterschiedlich waren. Aus
diesem Grund sollte die Sekundarstruktur der rekombinanten Myomesin-Dimere
My11-13 und My12-13 unter dem Einfluss der Temperatur untersucht werden. Es
wurden Schmelzkurven basierend auf der CD-Spektroskopie durchgefuhrt (Abb.
3.22). Anhand von Schmelzkurven kann man feststellen, ob Proteine nur einen
Teil oder ihre ganze Sekundarstruktur verlieren. Die Experimente wurden fur jedes
Fragment zweimal durchgefuhrt. Interessanterweise entfalteten sich die mutierten
Myomesin-Fragmente My11-13y14901 und My12-13y14901 schneller als die

entsprechenden Wildtypfragmente My11-13wrund My12-13wr.
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Abbildung 3.22 Ausschnitt der Schmelzkurve von 50-80 °C von A) My11-13 und B) My12-13. Grun:
Wildtyp, Rot: Mutante V1490l

Im Anschluss an die Auswertung der Schmelzkurven wurde nochmal ein CD-
Spektrum bei 94 °C aufgenommen um zu sehen, wie sich die entsprechenden
Anteile der Sekundarstrukturen verandert hatten. Dabei zeigte sich, dass sich bei
My11-13wt der Anteil der a-Helix °C verdoppelte. Bei der Mutante My11-13y1490
blieb er in etwa gleich. Der B-Faltblatt-Anteil nahm bei My11-13wr und My11-
13v14900 UM etwa 23-26 % ab, wogegen der Anteil an ,Random Coil“ bei My11-
13wt um 20 % zunahm und bei My11-13y14901 um 34 % (Tabelle 3.2).

70



Ergebnisse

Das CD-Spektrum von My12-13 aufgenommen nach der Schmelzkurve bei 94 °C,
zeigte beim Wildtyp My12-13wt eine Zunahme des Anteils der a-Helix um etwa 62
%. Ahnlich wie bei My11-13 veranderte sich der Anteil der a-Helix bei der Mutante
V14901 kaum. Der Anteil des B-Faltblatts nahm beim Wildtyp um 20 % und bei der
Mutante V14901 um 15 % ab. Der Anteil der ,Random Coil“ nahm bei My12-13wr
um 20,8 % und bei My12-13wr um 15,8 % zu und machte den grofdten Teil der
Sekundarstruktur aus (Tab. 3.2).

Tabelle 3.2 CD—Spektrum von My1 1'13WT und My1 1-13v1490| sowie My12'13WT und My12-13v1490|,
aufgenommen bei 94 °C. Die Anteile der verschiedenen Strukturen sind in Prozent angegeben.
N=2, f=Anteil

Struktur My11-13wr My 11-13v1a901 My12-13 wr My 12-13y1ag0i
fa-heiix 21 % 17 % 13 % + 1 16 % + 1
fa-sheet 32 % 33 % 32% + 1 28 % + 1
fo-turn 1% 12 % 13 % + 1 13 % + 1

frandom coil 36 % 39 % 41%+0 44 % + 0

Um zu untersuchen, ob Denaturierung der Proteine reversibel war, wenn die
urspruanglichen Bedingungen wieder hergestellt waren, wurden die Proteine My11-
13wt und My12-13y14901 Nach der Schmelzkurve wieder auf 4 °C heruntergekuinhlt

und es wurde erneut ein CD-Spektrum durchgefuhrt.

Die Tabelle 3.3 zeigt deutlich, dass sich der Anteil der ,Random Coil* nach dem
Herunterkuhlen der denaturierten Proben auf 4 °C nicht veranderte. Er entsprach
dem Anteil, den die Proteine bei 94 °C besalien. Bei My12-13y1490 stieg der Anteil
vom R-Faltblatt von 28 % auf 33 % und entsprach damit dem Ausgangsniveau.
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. Tabelle 3.3 CD-Spektrum von My11-13 und My12-13 aufgenommen bei 4 °C nach der
Schmelzkurve. Die Anteile der verschiedenen sind Strukturen in Prozent angegeben, f=Anteil

Struktur My11-13wr | My11-13vieeo | My12-13wr | My12-13y1a00
fachelix 20 % 21 % 13 % 15 %
fa-sheet 33 % 34 % 36 % 33 %
fo-turn 9% 8 % 10 % 10 %

frandom coil 38 % 37 % 41 % 42 %

Um herauszufinden, ob die geringere Thermostabilitat von My11-13v14901 und
My12-13v14901 auf einer schwacheren Dimerisierung Uber die Domane 13 beruht,
wurde Schmelzkurven der Myomesin-Fragmenten My11-12w1 und My11-12y1490i in
Abwesenheit der Domane 13 durchgefuhrt werden. Zunachst wurde dafur ein CD-

Spektrum bei 4 °C aufgenommen (Abb. 3.23).
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Abbildung 3.23 CD-Spektrum von My11-12, aufgenommen bei einer Temperatur von 4 °C. Rot:
Mutante V1490, griin: Wildtyp. Die glatten Linien zeigen den Fit, die rauen Linien die Messkurven.

In Abwesenheit der Domane 13 zeigten My11-12wt und My11-12y14901 genau die
gleiche Struktur (Tab. 3.4). Auch bei der Schmelzkurve zeigte sich kein
Unterschied. My11-12wt und My11-12y1490| die gleiche
Thermostabilitat auf (Abb. 3.24).

wiesen exakt
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Tabelle 3.4 CD-Spektrum von My11-12 aufgenommen bei 4 °C.
Anteile der verschiedenen Strukturen, f=Anteil

Struktur My11-12 wr My 11-12v14901
fo-helix 8%+0 8 %
fo-shoet 39 % £ 1 40 %
fo-tum 19 %+ 0 19 %

frandom coi 33%+0 33 %
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Abbildung 3.24 Ausschnitt einer Schmelzkurve von My11-12y (griin) und My11-12y4490; (rot).

Das CD-Spektrum von My11-12 bei 94 °C zeigte keinen Unterschied zwischen
dem Wildtyp My11-12yr und der Mutante My11-12y1490.. Der Anteil der a-Helix
stieg hier um 150-163 %, gemessen am a-Helix-Anteil, den die Protein vor der
Schmelzkurve besalien. Der Anteil des B-Faltblatts sank bei beiden Proteinen um
15 %, der ,Random Coil* stieg um 12-15 %. Nach dem Herunterkuhlen der Proben
auf 4 °C nahm der Anteil der a-Helix im Gegensatz zu My11-13 und My12-13
wieder ab, ging jedoch nicht auf das Ausgangsniveau zuruck. Der Anteil des [3-
Faltblatts blieb in etwa gleich (Tab. 3.5).
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Tabelle 3.5 CD-Spektrum von My11-12 aufgenommen bei 94 °C und 4 °C nach der
Schmelzkurve, Anteile der verschiedenen Strukturen in Prozent, f=Anteil.

My11'12WT My11-12v14go| My11'12WT My11-12v14go|
Struktur
94 °C 4°C nach Schmelzkurve
fa-helix 20 % 21 % 13 % 15 %
fp-sheet 33 % 34 % 36 % 33 %
fo-1urn 9% 8 % 10 % 10 %
frandom coil 38 % 37 % 41 % 42 %

3.4 Effekt der Mutation V1490l auf die Bindungssaffinitat von My11-13
und My12-13

Eine sensitive Methode um das Bindungsverhalten zweier Molekule in Echtzeit zu
verfolgen, ist die Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie (SPR). Damit
kann die Bindungsaffinitat eines Proteins und somit auch der Unterschied im
Bindungsverhalten zweier Proteine als Dissoziationskonstante (Kp-Wert) genau

definiert und festgelegt werden.

Um die Interaktion der rekombinanten Myomesin-Fragmente zu untersuchen,
wurden Protein-Protein-Bindungsstudien mittels SPR-Analyse durchgefuhrt (Abb.
3.25A-3.27A). Dabei wurden folgende Kombinationen von Analyt und Ligand
gemessen: My11-13wr/My11-13wr, My 11-13v1490/My11-13y14901, My12-
13wr/My12-13wt, My12-13v1490/My12-13y14901. FUr die Messungen wurden

Konzentrationen im Bereich von 5-30 yM verwendet.

Die statistische Auswertung zeigte, dass die Mutante V1490l eine signifikant
geringere Bindungsaffinitat als der Wildtyp hat. Fur die Bindung My11-13w1/My11-
13wt wurde ein Kp-Wert von 0,7 pM ermittelt. My11-13v1400/My11-13v1490i
dagegen wies den dreifachen Kp-Wert von 2,5 uM auf (Abb. 3.25 B).
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Abbildung 3.25 Proteinbindungexperiment von My11-13 mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz-
Spektroskopie. Grin: My11-13w/My11-13y1, rot: My11-13yq490/ My11-13y14000 A) Originale
Darstellung jeweils einer Bindungskurve. B) Statische Auswertung des Kp-Wertes

Da die identifizierte Mutation V1490l in den Patienten heterozygot vorliegt, wurde
zusatzlich die Kombination My11-13wr/My11-13v14900 gemessen. Das Ergebnis
zeigte ebenfalls einen signifikanten Unterschied in der Bindungsaffinitat zwischen
My11-13w1/My11-13wr mit einem Kp-Wert von 0,7 uM und My11-13w/My11-
13v14901 Mit einem Kp-Wert von 1,9 uM (Abb. 3.26).

Fur die Proteinfragmente My12-13wr und My12-13v14901 Wurde ebenfalls eine
SPR-Analyse durchgefihrt (Abb. 3.27 A). Dabei wurde flir My12-13w1/My12-13wr
ein Kp-Wert von 0,4 uM und far My12-13v1490/ My12-13y14901 €in Kp-Wert von 0,7
MM (3.27 B) ermittelt.
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Abbildung 3.26 Statistische Auswertung des Kp-Wertes von My11-137/My11-13y7 (grin) und

My1 1'13WT/ My1 1-1 3v1490| (rOt).
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Abbildung 3.27 Proteinbindungexperiment von My12-13 mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz-

My1 2-1 3v1490|/ My1 2-1 3v1490| A) Originale

rot:

My12-13y/My12-13u7,

Spektroskopie. Grin:

Darstellung jeweils einer Bindungskurve. B) Statische Auswertung des Kp-Wertes
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3.5 Das Verhalten der mutierten Myomesin-Dimere bei hoheren

Konzentrationen

Die Strukturanalyse (Abb. 3.19) mittels analytischer Ultrazentrifugation zeigte,
dass My11-13wr und auch My11-13y14901 als stabile Dimere vorlagen. Fur die
Messungen wurden dabei niedrige Konzentrationen bis zu maximal 7 yM
verwendet. Die anschlieBenden, bei hoheren Konzentrationen durchgefuhrten
SPR-Studien (Abb 3.25) zeigten jedoch einen Unterschied im Bindungsverhalten
zwischen My11-13w/My11-13wr und My11-13yv1400/My11-13v14901. Aus diesem
Grund wurde die Ultrazentrifugation nochmal bei hdheren Konzentrationen bis 24
MM durchgefuhrt.

Die Ergebnisse zeigten ein unterschiedliches Verhalten von My11-13wt und My11-
13v14901. Bei den geringeren Konzentrationen bis zu 10 yM lagen My11-13wr als
auch My11-13y1490 als Dimere vor. Ab einer Konzentration von 10 uM aggregierte
My11-13v14901, wahrend My11-13wr weiterhin als stabiles Dimer vorlag (Abb. 328).
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Abbildung 3.28 Ultrazentrifugationsexperiment von My11-13. Verwendet wurden Konzentrationen
bis zu 24 ym. Myme11-13y7 ist als weilles Quadrat dargestellt, Myme11-13y4490; als schwarzes
Quadrat.
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Die Messung der dynamischen Lichtstreuung mit My12-13 (Abb. 3.29) bestatigte
die Hypothese. Fur die Messung wurden Proben mit einer Konzentration von 244
MM eingesetzt. My12-13v14901 lag dabei fast vollstandig als aggregiertes Protein
vor, wogegen 12-13wr zum Teil als monodisperses und zum Teil noch als

aggregiertes Protein existierte.
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Abbildung 3.29 Messung der dynamischen Lichtstreuung von A) 12-13wr und B) 12-13y1490. Die
schwarzen Pfeile kennzeichnen das aggregierte Protein, die weiRen Pfeile das monodispers
vorliegende Protein.

3.6 Kristallisation von M11-121

Um Proteine zu kristallisieren, miussen diese in hoher Konzentration und hohem
Reinheitsgrad vorliegen. Um zu zeigen, dass die Reinheit der von mir im Rahmen
dieser Arbeit hergestellten rekombinanten Proteine hoch genug war, wurden von
My11-12wt Kristalle erzeugt. Um eventuelle Effekte der Mutation V14901 auf die
Kristallisation und die damit verbundenen Schwierigkeiten auszuschlieRen, wurde
ein Wildtypfragment ausgewahlt. Weiterhin wurde davon ausgegangen, dass das
Konstrukt My11-12 als Monomer vorlag und eine geringere Grofl3e besal3, was die
Kristallisation erleichterte. Die Kristallisation von My11-12wt war erfolgreich und
fuhrte zur Bildung von Stabchenkristallen (Abb. 3.30).
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Abbildung 3.30 Kristallisation von My11-121. Es haben sich sogenannte Stabchenkristalle von
My11-12\r gebildet (weille Pfeile).

3.7 Untersuchungen von My11-13wr und My11-13y4901 in neonatalen
Kardiomyozyten

Die biophysikalischen Experimente dieser Arbeit zeigten Unterschiede in der
Stabilitdt und den Protein-Protein-Interaktionen zwischen dem Wildtyp und der
Mutante V1490I. Um festzustellen, ob sich dieser Unterschied auch im lebenden
Zellsystem ausdruckt, wurden Untersuchungen von My11-13wr und My11-13yag0i

in neonatalen Kardiomyozyten durchgefiihrt.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die rekombinanten Myomesin-
Fragmente My11-13wr und My11-13y4901 in neonatalen Kardiomyozyten exprimiert
und wie natives Myomesin in die M-Bande der Sarkomere integriert werden. Dazu
wurden neonatale Kardiomyozyten zunachst mit GFP-My11-13wr und GFP-My11-
13v14001 transfiziert und fur 72 h bei 37 °C inkubiert. Unter dem

79



Ergebnisse

Fluoreszenzmikroskop zeigten die Zellen eine Myofibrillenstruktur (Abb. 3.31).

Abbildung 3.31 Transfektion neonataler Kardiomyozyten (Ratte) mit A) My11-13wr und B) My11-
13v14901 Die Expressionszeit betrug etwa 72 h. Grin dargestellt das GFP-getaggte Myomesin
(Pfeil).

In der Struktur der transfizierten Kardiomyozyten fiel auf, dass sich die
rekombinanten Myomesin-Fragmente in zwei verschiedene Banden integrierten,
eine schmale sowie eine breite Bande (siehe Abb. 3.31). Um eine mogliche
unspezifische Interaktion von GFP auszuschlieBen, wurden die neonatalen
Kardiomyozyten nur mit GFP transfiziert. Anschlielend wurde mit einem
Antikorper gegen a-Aktinin angefarbt, um die Z-Scheibe darzustellen. Die
Ergebnisse zeigten, dass GFP und a-Aktinin kolokalisieren, d. h. dass GFP in die
Z-Scheibe integrierte (Abb. 3.32). Es ist daher anzunehmen, dass eine der beiden

Banden von der unspezifischen Bindung des GFP stammte.
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Abbildung 3.32 Die beiden Abbildungen zeigen die gleiche Zelle, A) transfiziertes GFP B) a-Aktinin,
(Z-Scheibe). Der weile Pfeil deutet auf die Z-Scheibe.

3.7.1 Bildung von Myomesin-Aggregaten bei klirzeren Expressionszeiten

Um herauszufinden, ob es einen zeitabhangigen Unterschied im Sarkomereinbau
von My11-13wt und My11-13v14901 gab, wurden verschiedenen Expressionszeiten
(7-72 Stunden) getestet. Ein Teil der Kardiomyozyten bildete neben der normalen
Myofibrillenstruktur (Abb. 3.33, links) bei klirzeren Expressionszeiten punktformige
My11-13-Strukturen aus, welche haupsachlich mit der M-Bande assoziiert waren
(Abb. 3.33, rechts).
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Abbildung 3.33 Expression in transfizierten neonatalen Kardiomyozyten mit A) My11-13yr und B)
My11-13y14001 (Ratte) nach 24 h. Griin: Myomesin, orange: kolokalistation von a-Aktinin (rot) und
GFP (griin), blau: Zellkern. Es wurden Zellen mit einer normalen Myofibrillenstruktur gefunden
(links), sowie Zellen, die punktférmige Aggregate besafien, die mit der M-Bande assoziiert waren
(rechts, Pfeile).

Um sicherzugehen, dass diese punktformigen Strukturen intrazellular mit den
Sarkomeren assoziiert sind, wurde ein Z-Stack im Konfokalmikroskop
durchgefuhrt. Dabei wurden die verschiedenen Ebenen der Kardiomyozyten
dargestellt (Abb. 3.34). Der Z-Stack zeigte deutlich, dass die punktartigen

Strukturen mit den Sarkomeren assoziiert waren.
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Abbildung 3.34 Z-Stack einer mit My11-13y1490 transfizierten Kardiomyozyte (32 h
Expressionszeit)

Moglicherweise bilden nicht nur GFP-Myomesin-Fragmente sondern auch andere
transfizierte Proteine diese punktformigen Aggregate. Aus diesem Grund wurden
die neonatalen Kardiomyocyten mit ALC1 (,Atrial Myosin Light Chain 1)
transfiziert und anschlieRend mit einem Antikdrper gegen ALC1 angefarbt (Abb.
3.35). Die Expressionszeit betrug etwa 18 h. Es konnte keine Zelle mit

punktformigen ALC1-Aggregaten gefunden werden.
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Abbildung 3.35 Transfektion neonataler Kardiomyozyten mit ALC1. Die Zellen wurden
anschlieend mit einem Antikdrper gegen ALC1 angefarbt. Die Expressionszeit betrug etwa 18 h.

3.7.2 Unterschiede im Verhalten der Myomesin-Aggregate zwischen
My11-1 3v1490| und My11-1 3WT

Von den Zellen, die eine Querstreifung aufwiesen, wurden fur jede Expressionzeit
die Zellen ausgezahlt und in Prozent angegeben, die Myomesin-Aggregate
ausbildeten (Tab. 3.8). Die Ergebnisse zeigten, dass der Prozentsatz der
Kardiomyozyten, die = Myomesin-Aggregate bildeten mit zunehmender

Expressionszeit abnahm.

Nach sieben Stunden Expressionszeit war der Prozentsatz an Kardiomyozyten mit
Myomesin-Aggregaten von My11-13y14901 fast doppelt hoch wie bei My11-13wr
und verbliebt langer in der Zelle als bei My11-13wr. Nach 72 h Expressionszeit
konnten bei My11-13wr sowie My11-13y14001 keine Zellen mit punktformigen
Strukturen nachgewiesen werden (Abb. 3.36).

84



Ergebnisse

Tabelle 3.8 Prozentuale Haufigkeit von Kardiomyozyten mit punktférmigen
Myomesin-Aggregaten in Abhangigkeit von der Expressionszeit

Expressionszeit My11-13wr My11-13v1490i

7 Stunden 11,1 % 20,0 %
11 Stunden 11,0 % 15,8 %
18 Stunden 7,0 % 8,5 %
24 Stunden 1,3 % 3,2 %
32 Stunden 0 % 4,4 %
48 Stunden 0 % 3,6 %
72 Stunden 0 % 0 %

Anteil der Zellen mit punktférmigen
Myomesinaggregaten (%)

7 12 17 22 27 32 37 42 47 52 57 62 67 72

Expressionszeit (h)

Abbildung 3.36 Abnahme der punktférmigen Myomesin-Strukturen mit Zunahme der
Expressionszeit, dargestellt in Prozent. Rot: My11-13y4490;, grin: My11-13\. Die Aggregate von
My11-13y14001 Verblieben dabei langer in der Zelle, als die von My11-13yt.
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4. Diskussion

In der M-Bande spielt Myomesin eine wichtige Rolle als Strukturprotein und wird
bereits in den ersten Sarkomeren des embryonalen Herzens exprimiert (Ehler et
al. 1999). Uber seine C-terminale Doméane 13 bildet es antiparallele Dimere und
vernetzt somit die Myosin- und Titinfilamente in der M-Bande quer (Lange et al.
2005). Diese Konstruktion dient wahrscheinlich der Stabilisierung des kontraktilen
Apparates wahrend der Muskelkontraktion (Schoenauer et al. 2005). In einer
Patientenfamilie mit hypertropher Kardiomyopathie wurde die Missense Mutation
V1490l identifiziert (Lindner 2006). Dabei wurde Valin an der Aminosaureposition
1490 im Myomesin gegen Isoleucin ausgetauscht. Sequenzvergleiche zwischen
verschiedenen Spezies zeigten, dass Valin 1490 zu den hochkonservierten
Aminosauren im Myomesin gehort (Abb. 4.1). Das lasst vermuten, dass Valin an
dieser Position eine wichtige Funktion ausubt.

Mutation V1490l YYVEDLKI NWSHN
Homos sapiens YYVEDLKVNWSHN
Mus musculus YYLODLKVNWSHN
Gallus gallus YYVEDLEVGWVHN

Xenopus tropicalis YYTEDMKVAWY(

Danio rerio HYLEDLRVGWLHK

Abbildung 4.1 Sequenzvergleiche von Myomesin zwischen verschiedenen Arten. Die HCM-
Mutation V1490l ist rot dargestellt. Valin an der Position 1490 ist grin dargestellt. Blau dargestellt
sind jeweils die Aminosauren, die sich von der humanen Sequenz unterscheiden.
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Das wichtigste Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob sich strukturelle und
funktionelle Eigenschaften des Myomesin-Molekuls durch diese
krankheitassoziierte Mutation V14901 verandern. Letztlich sollte aus den
Versuchen auf molekularer und biochemischer Ebene eine Hypothese zum
Pathomechanismus entwickelt werden. Dazu wurden Myomesin-Fragmente als
rekombinante Proteine exprimiert. In meiner Arbeit konnte ich zeigen, dass der
Austausch von Valin gegen Isoleucin an Position 1490 bei den rekombinanten
Myomesin-Fragmenten zu einer anormalen Dimerisierung bzw. Instabilitat der
Dimere, zur Aggregation sowie einem verzogerten Einbau in die M-Bande des

Sarkomers fuihrte.

Die Myomesin-Fragmente My11-13wr und My11-13v14001 lagen mit einer
molekularen Masse von etwa 80-81 kDa vor. Das ist das Doppelte, das man
aufgrund der Aminosaurezusammensetzung von My11-13 (42 kDa) erwarten
wurde, so dass anzunehmen ist, dass My11-13wt und My11-13v14901 Wie natives
Myomesin Dimere bildete.

Der hohe Anteil an B-Faltblatt-Struktur der Myomesin-Fragmente My11-13, My11-
12 und My12-13 ist typisch fur Mitglieder der Immunglobulin-Familie. Alle Klasse 1
und Klasse 2 Domanen besitzen eine eine (3-Struktur, die aus sieben Strangen
besteht (Holden et al. 1992; Politou et al. 1994). Es ist also davon auszugehen,
dass die in dieser Arbeit hergestellten normalen und mutierten Myomesin-

Fragmente in einer nativ gefalteten Proteinstruktur vorlagen.

Eine Punktmutation verursacht oft nur einen kleinen oder gar keinen Unterschied
in der Proteinstruktur, reduziert jedoch die Proteinstabilitat, erkennbar durch eine
geringere Schmelztemperatur (Landry 1999). In der vorliegenden Arbeit fuhrte die
Mutation V1490l tatsachlich zu einer reduzierten Thermostabilitat, erkennbar durch
die schnellere Entfaltung der Mutanten. Geringe Unterschiede in der
Thermostabilitat konnten darauf hinweisen, dass sich nur ein Teil bzw. eine
Domane fruher entfaltete. Die Beobachtung, dass die Mutation V1490l in den
Myomesinf-Fagmenten My11-12, d. h. ohne Dimerisierungsdomane 13, keine
reduzierte Thermostabilitdt verursachte, bestarkt die Vermutung, dass es sich
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hierbei tatsachlich um die Dimerisierungsregion handelte, deren Eigenschaften
von der Mutation V1490l verandert wurden. Da die Doméane 13 beim Konstrukt
My11-12 fehlte und somit auch keine Dimerisierung stattfinden konnte, zeigte sich
daher kein Unterschied in den Schmelzkurven zwischen My11-12wt und My11-

12v14901.

Dass My12-13v14001 €ine etwas geringere Thermostabilitat gegenuber dem
entsprechenden Wildtypen zeigte als My11-13yv1490, kann damit erklart werden,
dass die Region, die fur die Dimerisierung verantwortlich ist und sich vermutlich
als erstes entfaltet, beim Myomesin-Dimer My11-13 einen geringeren Anteil
ausmacht als bei My12-13. Mdoglicherweise gibt die Domane 11, die beim
Konstrukt My12-13 fehlt und bei My11-13 zweimal vorhanden ist, dem gesamten
Protein mehr Stabilitat, so dass der Unterschied dort geringer ausfallt (Abb. 4.2).
Tatsachlich wurde gezeigt, dass die Grole eines Dimers die Stabilitat der Tertiar-
bzw. Quartarstruktur steigert (Neet & Timm 1994).

Im Vergleich zwischen dem Myomesin-Dimer My12-13wr und dem Myomesin-
Monomer My11-12 gab es keinen Unterschied in der Temperaturstabilitat. Ware
das Dimer instabiler als das Monomer, musste sich das Protein My12-13w fruher
entfalten als My11-12y1. Beide Schmelzkurven lagen jedoch genau Ubereinander,
was bedeutet, dass sich das Dimer auf die gleiche Weise entfaltete wie das
Monomer. Monomere folgen einer Zwei-Zustand- Denaturierung, vom nativen
Monomer zum denaturierten Monomer. Dimere dagegen konnen vom nativen
Dimer in native Monomere dissoziieren und erst dann denaturieren. Trotzdem
vollziehen viele Dimere eine Zwei-Zustand- Denaturierung (Bowie & Sauer 1989;
Grant et al. 1992; Monera et al. 1992; Timm et al. 1994). Das Myomesin-Dimer
zeigte in diesem Fall die gleiche Stabilitat wie das Myomesin-Monomer, was
bedeuten wirde, dass es direkt vom nativen Dimer zu denaturierten Monomeren
ubergeht und nicht erst in native Monomere dissoziiert. Ein Indiz far die
Temperaturresistenz der Myomesin-Dimere, was bereits von Lange et al. vermutet
wurde (Lange et al. 2005).
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Abbildung 4.2 A) My11-13y14901, B) My12-13y14901. Blau dargestellt sind die Dimerisierungsdomanen
13, die Doménen 11 und 12 sind grau dargestellt. Im roten Kastchen eingerahmt sind die
jeweiligen Dimerisierungsregionen 13. Die gestrichelten Linien schlieRen die Mutation in der
Domane 13 mit ein. Entfaltet sich die Dimerisierungsregion mit den beiden Doméanen 13 zuerst,
macht diese Region prozentual gesehen einen geringeren Anteil bei My11-13y4490 aus als bei
My12-13v14901. Die grauen Linien stellen die a-Helizes dar.

Die Mutation V14901 fuhrte aber auch zu einer signifikant verminderten Protein-
Protein-Interaktion der rekombinanten My11-13- und My12-13-Fragmente. Dabei
ist nicht eindeutig geklart, ob es sich bei dieser Interaktion tatsachlich um die
Dimerisierung Uuber die Domane 13 handelt. Ein Kp-Wert von 0,7 uM ist weniger,
als man bei einer starken Dimerisierung, wie sie bei Myomesin stattfindet,
erwarten wurde. Moglich ware eine Interaktion zwischen Myomesin-Dimeren. In
friheren Untersuchungen wurde eine schwache Interaktion von Myomesin-

Konstrukten Uber die Domanen 12 angesprochen (Lange et al. 2005).

Die Interaktion von My11-13wr mit My11-13v14901 €rgab, dass My11-13y1490/ €ine
2,7 mal geringere Affinitat verglichen mit My11-13w1/My11-13wr hat. Geht man
davon aus, dass mit der SPR-Analyse die Dimerisierung erfasst wurde, reicht es

vermutlich aus, wenn ein Myomesin-Molekul im Dimer die Mutation V1490l besitzt,
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um die Bindungsaffinitat herabzusetzen. Besitzen beide Molekule die Mutation
V1490I wird der Effekt offenbar noch verstarkt.

Dreidimensionale Darstellungen im Bereich der Aminosaureposition 1490 des
Myomesins zeigen einen hydrophoben Kern mit den Aminosauren Valin, Isoleucin
und Leucin (Abb. 4.3). Die Seitenketten dieser Aminosauren neigen dazu Uber
hydrophobe Interaktionen Cluster innerhalb eines Proteins zu bilden, um die
Proteinstruktur zu stabilisieren. Die Anordnung der Aminosauren im hydrophoben
Kern ist wichtig fur Struktur, Stabilitat und native Eigenschaften von Proteinen
(Kellis et al. 1988; Kellis et al. 1989; Sandberg & Terwilliger 1989; Dill 1990;
Eriksson et al. 1992). Mutationen im hydrophoben Kern eines Proteins kdnnen
sich besonders negativ auswirken und die Stabilitdt sowie die Konformation eines
Proteins verandern (Garcia-Moreno et al. 1997; Isom et al. 2008; Isom et al. 2010;
Karp et al. 2010). Betrachtet man eine Familie von homologen Proteinen, befinden
sich die am meisten konservierten Aminosauren im Kern (Lesk & Chothia 1980;
Taylor 1986; Bashford et al. 1987; Bordo & Argos 1990).

Isoleucin unterscheidet sich nur durch eine Methylgruppe von Valin und besitzt
damit eine langere Seitenkette als Valin. Damit bietet es eine gro3ere hydrophobe
Wechselwirkungsflache, die zum hydrophoben Kern beitragt. Wird nun an Position
1490 im Myomesin Valin durch Isoleucin ersetzt, konnte die Bindung im
hydrophoben Kern durch die vergrollerte Kontaktflache verstarkt werden.
Moglicherweise fuhrt diese verstarkte Bindung dazu, dass Myomesin im Bereich
des hydrophoben Kerns weniger flexibel ist. Neuste Untersuchungen mit dem
Myomesin-Fragment My12-13 zeigten, dass die a-Helix, die die beiden Domanen
12 und 13 miteinander verbindet, das Myomesin-Dimer mechanisch vor
Dissoziation schutzt, indem sie sich reversibel entfaltet (Berkemeier et al. 2011).
Weiterhin ist bekannt, dass die Domane 12 uber Serin an Position 1470 mit dieser
a-Helix inteagiert (Pinotsis et al. 2008). Besitzt ein Myomesin-Dimer in beiden
Monomeren an Position 1490 Isoleucin anstelle von Valin, konnte es in zwei
Bereichen an Flexibilitat einbufen und die Dimerisierung beeintrachtigen.
Tatsachlich haben Untersuchungen gezeigt, dass die Deletion der Methylgruppe
von Isoleucin im hydrophoben Kern, die zur Aminosaure Valin fuhrt, die Stabilitat
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des entsprechenden Proteins erhéht bzw. die Entfaltung des Proteins verzdgert
(Ventura et al. 2002). Vermutlich flhrt die verstarkte Bindung Uber die zusatzliche
Methylgruppe zu einer Anspannung im hydrophoben Kern, die durch die
Eliminierung der Methylgruppe geldst wird (Ventura et al. 2002).

A

Abbildung 4.3 Dreidimensionale Darstellung des Myomesin-Dimers mit den Doméanen 12 und 13.
Ausgewahlte Reste vom hydrophoben Kern der Myomesin-Doméane 12 in der Nahe der Position
1490 von A) Wildtyp Val 1490 und B) Mutante lle 1490 (orange). Rot: Sauerstoff, blau: Stickstoff,
gelb: Schwefel. C) Myomesin-Dimer mit den Doméanen 12 und 13. Der Bereich, der in A und B
dargestellt ist, wurde mit einem roten Kastchen eingerahmt (PDB ID: 2R15). Die Abstdnde
(gestrichelte Linien) sind in Angstrom dargestellt, beruhen jedoch nur auf einem Modell und nicht
auf experimentellen Daten. Sie sollen lediglich zeigen, dass in diesem Bereich hydrophobe
Interaktionen stattfinden (Pymol).
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Die Anordnung der Aminosauren im hydrophoben Kern ist ebenfalls wichtig fur die
Thermostabilitat der Proteine (Richards & Lim 1993). Die Ergebnisse von Ventura
et al. 2002 bestatigen die Ergebnisse der Temperaturstabilitdtsanalyse dieser
Arbeit: Isoleucin an Stelle von Valin im hydrophoben Kern beschleunigt die
Entfaltung des Proteins. Auch vollziehen einige Proteine bereits ab 38 °C eine
irreversible Umwandlung, die zu einer erhohten Darstellung der hydrophoben
Oberflache nach auf3en fuhrt. (Das & Surewicz 1995). Moglicherweise fuhrte die
Mutation V1490! bei der Thermostabilitatsanalyse von Myomesin zu solch einer

frhzeitigen Umwandlung.

Mit der Oberflachen-Hydrophobizitat von Intermediaten, die bei der Faltung bzw.
Entfaltung entstehen, steigt die Tendenz zur Aggregation (Wetzel et al. 1988;
Mulkerrin & Wetzel 1989; Chrunyk & Wetzel 1993). Hohere Konzentrationen von
My11-13v14901 fUhrten in der vorliegenden Arbeit zur Aggregation der Proteine..
Geht man davon aus, dass die Mutation V14901 zur erhohten Oberflachen-
Hydrophobizitat von My11-13 fuhrte, konnten die rekombinanten Proteine bei
erhohter Konzentration vermehrt dazu neigen miteinander zu interagieren, was
anschlieBend zur Aggregation fuhrte. Bei denaturierten Proteinen, die ihren
hydrophoben Kern nach aufl’en zeigen, resultiert die Aggregation vermutlich aus
den nichtspezifischen Interaktionen zwischen den hydrophoben Regionen der
Intermediate (Yan-Ling et al. 1998). Dass es bei der Ultrazentrifugation erst bei
hoherer Konzentration von My11-13v14901 zur Aggregation kam, kann ganz einfach
daran liegen, dass bei der geringeren Konzentration nicht genlgend

Bindungspartner in unmittelbarer Umgebung vorlagen.

Im ,Sarcomeric Sorting Assay“ mit My11-13wr und My11-13v1490 zeigten die
neonatalen Kardiomyozyten eine Myofibrillenstruktur, was ein Indiz dafur ist, dass
die rekombinanten Myomesin-Fragmente native funktionelle Eigenschaften
besallen und in die M-Bande integrieren konnten. Einige Autoren deuteten die
Querstreifung in vorherigen Experimenten als eine unspezifische Interaktion
aufgrund des hohen  Expressionslevels (Auerbach et al. 1999).
Transfektionsstudien der Domanen 11-13 vom Myomesin 3 zeigten eine diffuse
Verteilung im Zytoplasma der Kardiomyozyten und eine geringe Lokalisation in der
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M-Bande, die die Autoren auf die unspezifische Interaktion von GFP zurUckfuhrten
(Schoenauer et al. 2008). Eine unspezifische Interaktion von GFP mit der M-
Bande konnte auch in meiner Arbeit festgestellt werden. Transfektionsstudien mit
GFP zeigten aber, dass dieses sich auf die Z-Scheibe beschrankt und nicht die M-
Bande betrifft. Da die Domane 1, Uber die Myomesin an Myosin in der M-Bande
bindet (Obermann et al. 1997), beim Konstrukt My11-12 fehlte, kann davon
ausgegangen werden, dass exogenes My11-13 mit endogenem Myomesin uber
die Domane 13 dimerisierte.

Bei kurzeren Expressionszeiten zeigten beide Myomesin-Fragmente punktformige
Strukturen, die mit der M-Bande assoziiert waren. Auffallig war, dass mit
Zunahme der Expressionszeit der Prozentsatz der Zellen mit diesen punktférmige
Strukturen abnahm. Nach 72 Stunden Expressionszeit konnten keine Zellen mit
Myomesin-Aggregaten mehr gefunden werden. Der Verbleib dieser Aggregate
konnte nicht eindeutig geklart werden. Es besteht die Moglichkeit, dass diese
Strukturen mit der Zeit abgebaut wurden. Auch konnten sich die Aggregate
auflésen, so dass die einzelnen Molekule nicht mehr sichtbar sind. Eine weitere
Vermutung, die durch die Tatsache, dass die Myomesin-Fragmente mit der M-
Bande assoziiert sind, gestutzt wird, ist, dass die Myomesin-Molekule mit der Zeit
in die M-Bande integriert werden. Ich konnte in meiner Arbeit jedoch feststellen,
dass es einen Unterschied zwischen Wildtyp und der Mutante V1490l gab. My11-
13v14901 zeigte zu Beginn der Expression einen etwa doppelt so hohen Anteil an
Kardiomyozyten mit punktformigen Myomesin-Strukturen, der im Gegensatz zum
Anteil von My11-13wr langsamer abnahm bzw. verschwand. Die Ergebnisse der
biophysikalischen Experimente in dieser Arbeit, die eine gestorte Stabilitat der
Myomesin-Dimere zeigten, bestarken die Theorie, dass My11-13y14901 IM
Gegensatz zu  My11-13wr einen  verzogerten  Einbau  dber die
Dimerisierungsdomane 13 in die M-Bande zeigt.

Die Kristallbildung von My11-12\ zeigte, dass die rekombinanten Proteine in
einem hohen Reinheitsgrad vorlagen. Da alle rekombinanten Konstrukte unter
gleichen Bedingungen hergestellt wurden, kann man davon ausgehen, dass die
Methoden zur Herstellung der Proteine optimal waren.
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4.1 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse im Rahmen der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass die HCM-
assoziierte Mutation V1490l im Myomesin-Gen die normalen strukturellen und
funktionellen Eigenschaften rekombinanter Myomesin-Fragmente veranderte. Zur
Entstehung der hypertrophen Kardiomypathie durch die Mutation V14901 wurde
folgende Hypothese (Abb. 4.4) entwickelt:

Die Mutation V1490l fuhrt insbesondere zu gestorter Dimerisierung, Neigung zur
Aggregatbildung und verzogertem Sarkomereinbau der Myomesin-Fragmente in
die M-Bande. Myomesin-Dimere der M-Bande spielen jedoch eine wichtige Rolle
in der Entwicklung und Stabilisierung des kontraktilen Apparates (Schoenauer et
al. 2005). Bei gestorter Dimerisierung sind normale Entwicklung und Stabilitat der
Sarkomere nicht mehr gewahrleistet. Selbst eine geringflgige Instabilitat der M-
Bande kann, aufgrund der permanenten kontraktilen Aktivitat und der damit
verbundenen chronischen Belastung des kontraktilen Apparates, zu einer
instabilen Sarkomerstruktur fuhren. Die Konsequenz des Strukturverlustes ist der
Kontraktionsverlust der Kardiomyozyten, der Wachstumsprozesse auslost, die
schliel3lich in der hypertrophen Kardiomyopathie enden.
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Abbildung 4.4 Schematische Darstellung vom Pathomechanismus der Mutation V1490Il. A) Die
Base Adenin (griin) anstelle von Guanin (schwarz) an Position 1490 fihrt zum Austausch von Valin
gegen Isoleucin. B) Die Dimerisierung von Myomesin ber die Doméane 13 (blau) ist gestort bzw.
instabil. C) Die gestorte Dimerisierung fuhrt zur Instabilitat der M-Bande (grau: Myomesin, rot:
Myosinfilamente, grin: Titinfilamente) und damit zur D) Instabilitit der Sarkomerstruktur bei
permanenter Belastung (rot: Myosinfilamente, blau: Aktinfilamente, grun: Titinfilamente). E)
Kontraktionsverlust als Folge der instabilen Sarkomerstruktur F) hypertrophe Kardiomyopathie. Der
schwarze Pfeil zeigt die verdickte Herzwand.
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5. Zusammenfassung

Myomesin, ein 185 kDa grof3es Protein, das aus 13 Immunglobin- und Fibronektin-
Domanen besteht, spielt eine wichtige Rolle fur die Struktur und Funktion der M-
Bande des Sarkomers aller hoherer Vertebraten. Die C-terminale
Myomesindomane 13 bildet antiparallele Dimere, welche die benachbarten
Myosinfilamente sowie Titin in der M-Bande quer vernetzen. Diese Interaktionen
dienen der Stabilisierung des kontraktilen Apparates wahrend der
Muskelkontraktion. In einer friheren Arbeit wurde bei einer Familie mit
hypertropher Kardiomyopathie (HCM) eine Mutation in der Myomesindomane 12
identifiziert, bei der Valin durch Isoleucin an der Aminosaureposition 1490 ersetzt
wird (V14901). Um den Effekt der Mutation V1490l auf die Struktur und Funktion
der Myomesindomanen My11-13, My11-12 und My12-13 zu untersuchen, wurden
in meiner vorliegenden Arbeit Analytische Ultrazentrifugation, Zirkulardichroismus,
Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Analyse sowie ein ,Sarcomeric Sorting Assay*
der entsprechenden  Myomesinfragmente  durchgefuhrt.  Sowohl  die
Wildtypfragmente (WT) als auch die mutierten Myomesinfragmente (V1490l) lagen
bei Konzentrationen bis zu 10 yM als stabile Dimere vor. Der ,Sarcomeric Sorting
Assay“ in neonatalen Kardiomyozyten zeigte, dass sich die normalen und
mutierten rekombinanten Myomesinfragmente in die M-Bande integrieren. Dieses
Ergebnis liel3 darauf schlieRen, dass die rekombinanten Myomesinfragmente die
strukturellen und funktionellen Eigenschaften nativen Myomesins besal3en. Die
mutierten Myomesinfragmente wiesen dabei jedoch andere strukturelle und
funktionelle Eigenschaften auf als die entsprechenden Wildtypfragmente. Die
mutierten Myomesindimere My11-13y14900 und My12-13y14901 besallen eine
geringere Thermostabilitat als die Wildtypen My11-13wr und My12-13w7. Das
Myomesinmonomer My11-12y1490;, bei dem die Dimerisierungsdoméane 13 fehlte,
wies dagegen keinen Unterschied zum Wildtyp My11-12wr auf. Tatsachlich waren
die Bindungssaffinitaten von My 11-13Vis0r und My12-13V1490; signifikant
verandert. Beide Ergebnisse belegten eine Storung der Myomesindimerisierung
uber Domane 13. Neben der anormalen Dimerisierung verursachte die V1490l
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Mutation weitere Funktionsveranderungen. Konzentrationen ab 10 yM fuhrten zur
Aggregation von My11-13yv1490;, Wwahrend My11-13wr weiterhin als stabiles Dimer
vorlag. In neonatalen Kardiomyozyten zeigte My11-13v14901 €inen verzogerten
Einbau in die M-Bande der Sarkomere.

Die anormale Dimerisierung, Multimerisierung sowie der verzogerte Einbau in die
M-Bande von mutiertem Myomesin (V1490) konnte die Sarkomerstabilitat
beintrachtigen und schlieBlich zur Entstehung der hypertrophen Kardiomyopathie
(HCM) beitragen.

Schlagworter: Myomesin, Hypertrophe Kardiomyopathie, Mutation, Proteinstruktur,
Analytische Ultrazentrifugation, Protein-Protein-Interaktion

Abstract

Myomesin is a 185 kDa protein and consists of 13 immunoglobulin-like and
fibronectin type Ill domains. It plays an important structural and functional role in
the M-band of striated muscles of all higher vertebrates. The C-terminal myomesin
domain 13 dimerises and forms antiparallel strands which cross-link neighboring
myosin filaments and titin in the M-line of the sarcomere. These interactions
stabilise the contractile apparatus during striated muscle contraction. In a previous
study a missense mutation in the myomesin domain 12 was identified in a family
with inherited hypertrophic cardiomyopathy (HCM), in which valine at amino acid
position 1490 was substituted by isoleucine. Analytical ultracentrifugation
experiments, circular dichroism spectroscopy, Surface Plasmon Resonance
studies and a sarcomeric sorting assay in neonatal cardiomyocytes of myomesin
fragments were carried out in this study to investigate the effects of the mutation
V1490l on structure and function of myomesin domains My11-13, My11-12 and
My12-13. Both the wild type and mutated myomesin domains My11-13 formed
stable dimers at concentrations below 10 uyM. The sarcomeric sorting assay
showed that normal and mutated myomesin fragments My11-13 integrated in the
M-band of the sarcomere, confirming that the recombinant myomesin fragments

had comparable structural and functional properties of native myomesin. But

97



Zusammenfassung

mutated myomesin fragments showed different structural and functional properties
than the corresponding wild type proteins. Mutated myomesin dimers My11-
13v1a000 and My12-13v14901 revealed a reduced thermal stability. However,
monomeric myomesin fragment My11-12, i.e. without dimerisation domain 13
showed no difference in thermal stability between wild type and V1490l mutated
myomesin. In fact binding affinities of My11-13y14901 and My12-13y14901 Cchanged
significantly. Both results allocated disturbance of myomesin dimerisation via
domain 13. In addition to abnormal dimerisation mutation V1490l caused further
functional changes. Concentrations above 10 uyM led to aggregation of mutated
myomesin My11-13y1490;, While wild type My11-13 formed stable dimers. In
neonatal cardiomyocytes My11-13v14901 Showed decelerated incorporation into the
M-band of the sarcomere.

In conclusion, the abnormal dimerisation, multimerisation and M-band
incorporation of mutated myomesin may affect proper sarcomere stability and
thereby may contribute to the pathogenesis of hypertrophic cardiomyopathy
(HCM).

Keywords: Myomesin; Hypertrophic cardiomyopathy; Mutation; Protein structure;
Thermal stability, Analytical ultracentrifugation; Protein-protein-interaction
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7. Anhang

7.1 Vektorkarten

Abbildung 7.1 Vektorkarte des Vektors pCR 2.1 mit der Multiple-Cloning-Site , Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland
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lacZa ATG
M13 Reverse Primer Hind

Kpn Sacl BamHI  Spel
- I I ol

EcoR |
SR PCR Product Coaslioet e
WG CGGE GAREN TTC CCG CT L Al

Ns;ll Xbal

M13 Forward (-20) Primer
A Tii AART 1T C GTC GTT TTA C

Abbildung 7.2 Vektorkarte des Vektors pRSETA mit der Multiple-Cloning-Site, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland
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B EES celanl ]

pEXP5-CT/TOPO®

Comments for pEXP5-CTITOPO®
2685 nucleotides

T7 promoter: bases 1-17

T7 forward priming site: bases 1-20
Ribosome binding site (RES): bases 68-74
TOPO® recognition site 1: bases 77-81
TOPO® recognition site 2: bases 82-88
Paolyhistidine (BxHis) region: bases 88-105
TV tarm reverse priming site: bases 205-227
TV transcription terminator: bases 143-227
bia promoter: bases 338437

Ampicillin resistance gene: basss ¢

pUC ongin: 1443-21168

Abbildung 7.3 Vektorkarte des Vektors pEXP5-CT/TOPO, Invitrogen GmbH, Karlsruhe,

Deutschland
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pcDNA4™/TO/
myc-His
A B,C

Comments for pcDNA4™ TO/myc-His A
5151 nucleotides

Tetracycline operator 2 (2X TetO;) sequences: bases 820-850
CMV Forward priming site: bases 769-788
Muitiple cloning site: bases 888-10689
c-myc epitope: bases 1073-1102
Polyhistidine (BxHis) tag: bases 1118-1135
BGH reverse priming site: bases 1158-1175
BGH polyadenylation sequence: bases 1184-1288
1 onigin: bases 1434-1862
S\V40 promoter and origin: bases 1887-2211
EM-7 promoter: bases 2253-2319
Zeocin™ resistance gene: bases 2320-2604
5V40 early polyadenylation sequence: bases 2824-205
pUC origin: bases 32374010 (complementary strand)
bia promater: bases 5018-5114 (complementary strand
Ampiciliin (biz) resistance gene: bases 4155-5015 (com

CMV promoter: bases 232-058 “Unique In varsions A and B only
TATA box: bases 804-810 ** Urique In version B onty
“=*Unique In version C only

Abbildung 7.4 Vektorkarte des Vektors pcDNA4/TO/myc-His,
Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
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7.2 Nukleotid- und Aminosauresequenzen

47

92

137

182

227

272

317

362

407

452

497

542

587

632

677

722

767

812

857

902

947

992

1037

1082

1127

gca

tct

ttt

att

ggt

cta

gaa

tcc

cac

acc

acc

cgc

cag

aag

gat

aaa

gaa

caa

aaa

gag

acc

tcc

tct

act

gaa

cat

tta

cct

atc

cga

cct

ggt

cat

ttc

cag

gtg

cag

cgg

cag

gca

tcc

cca

aat

aag

gaa

gaa

acg

aag

gtg

tct

cgc

gcc

tgc

cct

tgc

ctg

gtc

gga

ttc

aag

cac

agt

ggc

gag

cag

gcc

agt

aag

ttg

cat

gct

gga

gca

cag

gtt

gaa

ctg

aag

aat

cct

ctt

cct

ttt

gtc

cac

999

tat

cac

tcc

tcc

gcc

tca

ctg

aga

ccc

gtc

gct

atc

tct

tcc

tcc

aag

tcc

ctg

tat

ggt

ctt

gac

agc

ttc

cac

cac

gat

tac

acg

gag

tcg

gcc

ctg

gcc

agt

agt

gct

aca

aag

acg

aaa

aag

ctg

aat

att

ttg

ggc

cac

cct

att

cat

agg

ctc

cag

gcc

gcc

cag

tac

tta

aag

gac

gga

tat

aca

cag

gca

cag

tca

agg

gaa

act
gaa
cat
atg
gcc
ctc
tac
atg
agc
cgg
tac
ttc
cac
gat
gat
cac
tac
att
ata
tct
tcc
tcc
gcc
agg
aaa

gac

aag

cta

aaa

cat

tct

tca

tcc

tct

tac

gag

agc

cgt

gcc

tat

gat

agc

atg

act

gcc

aaa

acg

agg

aca

aaa

aca

cat

gct

ccc

agg

tat

taa

tcc

ttt

ttg

cgc

aag

agc

cgg

ctg

ggc

tat

cta

gta

gat

cag

cag

gca

cag

tcc

gtt

tta

ctt

gct

tcc

ctg

ttt

cat

agc

gga

cct

aac

aaa

cgc

gcg

agc

tcc

tca

ctg

ccc

acg

agg

tcc

tcc

tcc

gct

gtg

gaa

ctc

acc

cca

gtt

tga

tgt

tcc

aac

ttt

aag

cgc

tcc

tcc

tct

tcc

tcc

tct

att

gaa

aat

acg

aag

acg

ctt

att

gaa

cat

tgc

tct

gtg

act

ctt

tcg

tagg

tat

gac

tcc

tcc

gcc

gaa

cat

aag

gga

ttc

gaa

ctt

gca

cag

gca

caa

cga

acc

gct

cca

gct

tgg

ggc

gga

gcc

tag

cag

gtg

gcc

gcc

tcc

gtc

gga

ttg

gaa

tca

gaa

ctt

tcc

tcc

tcc

cag

gaa

gag

cct

tgc

gct

cct

ccc

ttc

tca

ccc

agg

cgc

gtc

gcg

tcc

agt

ctt

agc

gag

gga

aga

gct

aag

aca

agg

gaa

aag

aca

gag

ccc

ata

gac

cag

aac

tcg

ggt

tgc

agc

tac

cac

tcc

cgg

aca

ccc

aaa

cgt

att

agt

cag

gca

cag

gaa

gca

tat

Tttt

46
91
136
181
226
271
316
361
406
451
496
541
586
631
676
721
766
811
856
901
946
991
1036
1081
1126

1171

112



Anhang

1172

1217

1262

1307

1352

1397

1442

1487

1532

1577

1622

1667

1712

1757

1802

1847

1892

1937

1982

2027

2072

2117

2162

2207

2252

2297

2342

2387

2432

atc

aaa

tagg

aag

aat

atg

aaa

gct

gca

ttt

atc

aga

tagg

gaa

tat

gag

gag

gtc

gag

aag

tat

cca

aaa

atc

ccc

gtg

atg

cga

ttt

att

ttg

tat

tat

gca

aat

agg

tcc

tcc

999

act

aac

agt

gat

gaa

att

gcc

gat
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tat
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cgt
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gtt
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ttt
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gag
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cac
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cga

gat

ctt
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agc
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cat

tct

acg
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gct

atc
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tgg

gtc

gct

ccc

cgc

gaa

gtc

cct

tgt

cct
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acg

ggc

ata

tat

aca

tcg

gat

ttt

ttt

atg

ttc

cca

ctg

atc

gtc

gct
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ctc

tcg

act
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cct

act

ggc
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gtt

tgg

aat
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gct
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gag

ggt

gat
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cag
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cgt

ttt
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atc

gga
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gga

aat
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tca
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gct
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cct

cgt

ggt

gct

gga

cct
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gta
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gtc
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tgt

gtg

tcc

ttc

gag

cag
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cag

ctg
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1216
1261
1306
1351
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1441
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1531
1576
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2477

2522

2567

2612

2657

2702

2747

2792

2837

2882

2927

2972

3017

3062

3107

3152

3197

3242
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3332

3377

3422

3467

3512

3557

3602

3647
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tct

act

atc

gag

gcg

ccc

cag

agt
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gag

tcc

aac

gaa

cca

ctg

atc

aag

gtg

gaa

aac

aac

aaa

ctc

aag

gtg

ctc

ctc

cag

gca

aat

gtg

atc

gag

agc

gtg

agt

gaa

999

cct

ccg

aaa

gtg

cca

aaa

acc

caa

aac

gcc

ttg

atg

tgt

aag

ccg

gac

aat

aag

gcg

gag

tct

gta

cca

tcc

gtt

aag

tat

tat

gga

ggt

cca

cct

agt

cag

aag

tgt

cca

tat

aat

aag

gct

gaa

tgt
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ttg

gag

gag

gga

acc

gca

999

agc

aaa

gct

ggc

att

tcc

gga

gga

acc

tca

aaa

aaa

aag

ctt

gat

cgc

gtc

gaa

999

gag

agt

gtc

aag

gcg

ggc

gtt

cgt

gga

gac

aga

gat

ggc

tca

ttc

cag

gtg

cta

ttc

cta

gta

gcg

aca

gaa

aag

gag

aag

aac

ctg

tgg

gaa

cac

gag

gct

gtc

999

cca

gtt

aaa

aac

gcc

tct

cga

cgg

gat

tct

acc

cag

ccc

agt

gct

gac

agt

act

gtc

gct

atg

ggc

acc

gtc

tcc

gcc

att

agc

aag

gga

ggt

ctt

aca

aaa

ggc

ttc

gtc

tca

cca

gcc

aaa

agt

gaa

cct

aga

ttt

gga

att

gtc

gtg

gcg

atc

agg

999

aag

aaa

tac

cca

acc

gag

gat

gac

gag

aag

act

aga

gaa

gat

tcc

gat

agc

aca

cag

gca

cgt

999

gat

agt

tat

ccc

gcc

aaa

cgg

gcc

aac

gtg

tct
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ccc

atc

acc

ctg

tagg

tgt

gca

gct

gtg

agg

gct

tct

gtt

999

cca

gac

gca

999

gag

cag

tcc

gtc

gac

act

aaa

gta

ttc

gac

gag

tca

ccc

tca

gtc

gag

cat

gtc

att

tgt

999

ttg

caa

cag
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cca

tca

gaa

gta

gag

ttc

gca
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tca

ccg

gaa

tac

cgt

ctt

gtt

gag

aag

gtg

999

ccc

gga

aat

gaa

ccc

cgc

ctt

aac

gaa

agt

tct

atg

att

cca

gca

caa

gta

gga

ctg

gtc

gac

ctg

gtt

gct

gtt

gca

gct

gta

tac

tgt

tta

gca

gtc

gca

gtg

ggc

ctg

gag

aag

cca

gtt

act

gga

tac

gtg

agc

cca

gtt

act

cag

aag

cga

ggc

gta

acg

cct

gtt

tac

aac

gtg

gct

aaa

ctg

cat

agc

ggc

ctt

tct

ccc

ctt

ggc

aaa

aag

gca

gaa

ccg

ctc

ggt

tag

gtt

gcc

cct

aat

gag

ggc

tcg

ata

aac

act

gga

gct

agc

gaa

aaa

caa

acc

gac

tgt

gga

tat

tagg

att

gcc

tgc

cac

cag

tac

cga

cga

ata

gtt

gtg

gtg

aaa

tgg

gag

aac

ggt

ctt

gct

gat

gcc

cct

aca

ccg

ccc

gat

tgg

tat

aga

agc

atg

ttc

agt

tagg

ttc

999

ggc

aac

gtg

gat

2521
2566
2611
2656
2701
2746
2791
2836
2881
2926
2971
3016
3061
3106
3151
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3241
3286
3331
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3421
3466
3511
3556
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3691
3736
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3782

3827

3872

3917

3962

4007

4052

4097

4142

4187

4232

4277

4322

4367

4412

4457

4502

4547

4592

4637

4682

4727

4772

4817

4862

4907

4952

4997

5042

5087

gat
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gac

atg

tgc

gat

aag

ttg

tct

ttt

atc

acg

act

gct

ttt

cta

gtg

gac

aag

gga

gaa

gac

ttt

aat

act

gac

cat

tat

aat

cag

gat

aag

tct

acc

gat

gag

ttc

gag

ggc

gaa

atc

tac

gtt

gaa

gtt

ttg

tgg

ttt

aaa

aaa

ctg

ctg

gta

999

gga

aaa

cag

gct

cgt

gag

gga

tcc

cca

ttc

gta

gaa

cca

aaa

aat

ggc

gaa

act

gtt

ttc

gag

aaa

tac

aag

gat

gat

atg

aaa

act

tcc

gag

999

aag

gaa

gcc

999

gtc

gag

cga

aaa

aca

gaa

act

ggc

gcc

ccg

atg

ttc

ctc

cag

tat

tgc

aaa

gat

gct

aag

atg

atc

tac

gcc

cag

aag
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ttc

cgg

aag
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ttc

ttg

gac
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ttg

gtc
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ttc

cag

gtt

cgg

ttg
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ctt

act

aaa

cca

gtc

gtc

tat

atg
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gtg

gag

ata
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tgg
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gat
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ttg

ctt
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tgg
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cgt

gtt

cgg
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gaa

tgg
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gtt
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gcc
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caa

gag

tct

aaa

ggt

ctc

ttc

aaa

agc

gat

ata

ctt
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caa

ctc

act

gag

gat

aag

gac

gca

gct

gag

atg

ttt

att
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ata

ggc

aaa
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ttt

caa

gct

cca

tgc

tgt
tat
ggc
ttg
tca
ctc
ttg
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aag
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gat
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cga
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tgg
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aat
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ttg
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atg

cgg

ttc

ttg

aag
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gag

aag

tgt

atg

gtc

taa

att

aat

tgt

gcc

gcg

acg

aag

ttc

acc

ggc

gag

aag

gac

ctt

agg

ttg

cat

gaa

gtc

gtg

cct

tct

aac

gag

gct

tcg

gag

gcc

ttg

tct

tct

ttt

agc

gtt

gtg

tct

cgt

gag

gct

gac

gag

gcg

aag

ggt

cct

ttc

ttc

atg

gga

999

cgt

ggc

5833

aag
999
tcg
acc
agg
tga
gtg
ccc
act
Tttt
aag
999
cga
gtg

ttg

gcc

agg

ggc

agc

atg

ccg

aat

tat

cat

atc

att

aca

att

ttg

gaa

ctg

acc

aaa

gac

gcc

gag

ggt

tat

ata

tac

agg

ttg

999

tta

cct

gcc

gcg

tac

ttc

gcc

gtg

ttg

Tttt

aaa

aaa

aaa

aat

att

cag

cct

5176

5221

5266

5311

5356

5401

5446

5491

5536

5581

5626

5671

5716

5761

5806

Abbildung 7.5 cDNA-Sequenz des humanen Myomesins. Die Position an der die Mutation V1490l
gefunden wurde ist rot und fettgedruckt dargestellt. Start- und Stopcodon sind blau und fettgedruck
gekennzeichnet (Quelle:(NCBI/Genbank ID NM_003803.3 / Ensembl ID ENST00000356443).
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AATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTG
TTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCAT
CATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACG
ACGATGACGATAAGGATCGATGGGGATCC

CAAGGTCCTCACTTTGTTGAGT
ATTTGAGCTGGGAAGTGACTGGTGAATGTAATGTACTATTGAAATGCAAGGTG
GCAAATATTAAGAAGGAGACTCATATTGTGTGGTACAAAGATGAGAGGGAGAT
ATCAGTGGATGAAAAGCATGACTTTAAGGATGGTATATGTACCCTGCTTATAA
CAGAGTTTTCCAAGAAAGATGCTGGGATTTATGAAGTTATCCTGAAAGATGAC
CGAGGAAAAGATAAGAGCAGACTGAAGCTTGTGGATGAAGCCTTTAAGGAAC
TGATGATGGAAGTATGCAAAAAAATAGCTTTGTCTGCTACAGACCTGAAAATC
CAGAGCACAGCCGAGGGCATCCAACTGTACTCTTTTGTAACTTACTATGTGGA
GGATTTGAAAGTTAACTGGTCCCACAATGGGTCCGCCATTAGGTACTCAGACA
GAGTTAAGACCGGGGTCACTGGAGAGCAGATCTGGCTACAAATCAACGAGCC
CACCCCGAATGACAAAGGGAAGTATGTCATGGAGCTCTTTGATGGCAAAACT
GGACATCAGAAGACAGTGGATCTCTCTGGACAAGCATACGATGAGGCCTATG
CTGAATTCCAGAGGTTGAAACAAGCTGCCATTGCCGAGAAAAATCGTGCCCG
GGTGTTGGGAGGTCTCCCAGACGTGGTCACCATCCAGGAGGGGAAGGCCCT
TAATCTCACTTGCAACGTGTGGGGAGACCCGCCTCCGGAGGTGTCGTGGTTG
AAGAACGAGAAGGCCCTGGCTCAGACGGACCACTGCAACCTCAAGTTCGAGG
CTGGGAGGACCGCGTACTTCACCATCAACGGTGTGAGCACCGCTGACTCGG
GCAAATACGGGCTGGTTGTGAAGAACAAGTATGGCTCGGAGACCAGCGACTT
CACCGTCAGCGTGTTCATCCCAGAGGAGGAGGCGAGGATGGCCGCCTTGGA
GTCCCTGAAAGGTGGCAAGAAGGCCAAGTGA

CTCGAGATCTGCAGCTGGTA

CCATGGAATTCGAAGCTTGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTG
AGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCAT

Abbildung 7.6 Nukleotidsduresequenz (grau) des Myomesin-Fragments My11-13 im Vektor
pRSETA (schwarz). Die Stelle an der die Mutation V1490l bei der Mutante eingefligt wurde ist rot
und unterstrichen dargestellt. Die Schnittstellen fir Klonierung sind hellblau, die Bindungsstellen
fur die Sequenzierprimer dunkelblau markiert. Start- und Stopcodon sind fettgedruckt. Die Sequenz
der sechs Histidinreste ist griin gekennzeichnet.
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TAATACGACTCACTATAGGGAGACACACGACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTT
TGTTTAACTTTAAGAAGGAGATACCCTT

ATGGGTCCTCACTTTGTTGAGTATT
TGAGCTGGGAAGTGACTGGTGAATGTAATGTACTATTGAAATGCAAGGTGGCA
AATATTAAGAAGGAGACTCATATTGTGTGGTACAAAGATGAGAGGGAGATATC
AGTGGATGAAAAGCATGACTTTAAGGATGGTATATGTACCCTGCTTATAACAG
AGTTTTCCAAGAAAGATGCTGGGATTTATGAAGTTATCCTGAAAGATGACCGA
GGAAAAGATAAGAGCAGACTGAAGCTTGTGGATGAAGCCTTTAAGGAACTGAT
GATGGAAGTATGCAAAAAAATAGCTTTGTCTGCTACAGACCTGAAAATCCAGA
GCACAGCCGAGGGCATCCAACTGTACTCTTTTGTAACTTACTATGTGGAGGAT
TTGAAAGTTAACTGGTCCCACAATGGGTCCGCCATTAGGTACTCAGACAGAGT
TAAGACCGGGGTCACTGGAGAGCAGATCTGGCTACAAATCAACGAGCCCACC
CCGAATGACAAAGGGAAGTATGTCATGGAGCTCTTTGATGGCAAAACTGGAC
ATCAGAAGACAGTGGATCTCTCTGGACAAGCATACGATGAGGCCTATGCTGA
ATTCCAGAGGTTGAAACAAGCTGCCATTGCCGAGAAAAAT

AAGGGTCATCAT

CACCATCACCATTGAGTTTAAACTATATAGAATAAAAGAAGAAACCTTAGCTG
AGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTT
TTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATAAT

Abbildung 7.7 Abbildung 7.6 Nukleotidsduresequenz des Myomesin-Fragments My11-12 (grau) im
Vektor pEXP-5-/TOPO/CT (schwarz). Die Stelle an der die Mutation V1490l bei der Mutante
eingefligt wurde ist rot, und unterstrichen dargestellt. Die Bindungsstellen fiir die Sequenzierprimer
dunkelblau markiert. Start- und Stopcodon sind fettgedruckt. Die Sequenz der sechs Histidinreste
ist griin gekennzeichnet.
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TAATACGACTCACTATAGGGAGACACACGACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTT
TGTTTAACTTTAAGAAGGAGATACCCTT

ATGGCTTTGTCTGCTACAGACCTGA
AAATCCAGAGCACAGCCGAGGGCATCCAACTGTACTCTTTTGTAACTTACTAT
GTGGAGGATTTGAAAGTTAACTGGTCCCACAATGGGTCCGCCATTAGGTACTC
AGACAGAGTTAAGACCGGGGTCACTGGAGAGCAGATCTGGCTACAAATCAAC
GAGCCCACCCCGAATGACAAAGGGAAGTATGTCATGGAGCTCTTTGATGGCA
AAACTGGACATCAGAAGACAGTGGATCTCTCTGGACAAGCATACGATGAGGC
CTATGCTGAATTCCAGAGGTTGAAACAAGCTGCCATTGCCGAGAAAAATCGTG
CCCGGGTGTTGGGAGGTCTCCCAGACGTGGTCACCATCCAGGAGGGGAAGG
CCCTTAATCTCACTTGCAACGTGTGGGGAGACCCGCCTCCGGAGGTGTCGTG
GTTGAAGAACGAGAAGGCCCTGGCTCAGACGGACCACTGCAACCTCAAGTTC
GAGGCTGGGAGGACCGCGTACTTCACCATCAACGGTGTGAGCACCGCTGAC
TCGGGCAAATACGGGCTGGTTGTGAAGAACAAGTATGGCTCGGAGACCAGCG
ACTTCACCGTCAGCGTGTTCATCCCAGAGGAGGAGGCGAGGATGGCCGCCTT
GGAGTCCCTGAAAGGTGGCAAGAAGGCCAAG

AAGGGTCATCATCACCATC

ACCATTGAGTTTAAACTATATAGAATAAAAGAAGAAACCTTAGCTGAGCAATAA
CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGA
AAGGAGGAACTATATCCGGATAAT

Abbildung 7.8 Abbildung 7.6 Nukleotidsduresequenz des Myomesin-Fragments My12-13 (grau) im
Vektor pEXP-5-/TOPO/CT (schwarz). Die Stelle an der die Mutation V1490l bei der Mutante
eingefligt wurde ist rot und unterstrichen dargestellt. Die Bindungsstellen fiir die Sequenzierprimer
dunkelblau markiert. Start- und Stopcodon sind fettgedruckt. Die Sequenz der sechs Histidinreste
ist griin gekennzeichnet.
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CGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTC
TCCCTATCAGTGATAGAGATCTCCCTATCAGTGATAGAGATCGTCGACGAGCT
CGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACC
TCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGGACTCTAGCGTTTAAACT
TAAGCTTGGTACCGAGCTCO Cn ol
ACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAG
GCGCGAGCGAGCTETTCACCGGGGTGGTEGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGO
GACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCCGTGTCCGGCGAGGGLGAGGGCGATGEC
ACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCG
TGCCCTGCGCCCACCCTCGTCGACCACCCTCGACCTACGGCETGCAGTGCTTCAG
CCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCC
CGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACA
AGACCCGCCCCGAGGTEGAAGTTCGAGGGCCACACCCTCGETGAACCGCATCG
AGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGC
TGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAA
GAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCCAGGACGEGCAGT
GTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCC
GTGCTCGCTGTCTGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAG
ACCCCAACCGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTCGCTGGACGTTCGTGACCGCCG
CCGGGATCACTCTCGGCATGCACGAGCTGTACAAGAATTATGCAGAATTCGG
CTCC
CTGCAGCAAGGTCCTCACTTTGTIGAGTATTTGAGCTGGGAAGTGACT
CGTGAATGTAATGTACTATTCGAAATGCAAGGTGGCAAATATTAAGAAGGAGAC
TCATATTGTGTGGTACAAAGATCACGAGGGAGATATCAGTGGATGAAAAGCATG
ACTTTAAGGATGGTATATGTACCCTGCTTATAACAGAGTTTTCCAAGAAAGATG
CTGGGATTTATGAAGTTATCCTCGAAAGATGACCCAGGAAAAGATAAGAGCAGA
CTCAAGCTTGTGCATGAAGCCTTTAAGGAACTCATGATCGAAGTATGCAAAAA
AATAGCTTTGTCTGCTACAGACCTGAAAATCCAGAGCACAGCCGAGGGCATC
CAACTGTACTCTTTTGTAACTTACTATGTGCGAGGATTTGAAAGTTAACTGGTCC
CACAATGGGTCCGCCATTAGGTACTCAGACAGAGTTAAGACCGCGGGTCACTG
GAGAGCAGATCTGGCTACAAATCAACCAGCCCACCCCGAATCGACAAAGGGAA
GTATGTCATGGAGCTCTTTCATGGCAAAACTGCACATCAGAACGACAGTGGATC
TCTCTGGACAAGCATACGATCAGGCCTATGCTGAATTCCAGAGGTTGAAACAA
GCTGCCATTGCCGAGAAAAATCCTGCCCGGEGTCTTGGCGACGTCTCCCACAC
GTGGTCACCATCCAGGAGGGGAAGGCCCTTAATCTCACTTGCAACGTGTGGG
GAGACCCGCCTCCGGAGGTGTCGTGGTTGAAGAACCAGAAGGCCCTGGECTC
ACGACGGACCACTCCAACCTCAAGTTCGAGGCTGGGAGGACCCCGTACTTCAC
CATCAACGGTGTGAGCACCGCTCACTCGGGCAAATACGGEGLTEGTIGTGAAG
AACAAGTATGGCTCGGAGACCAGCGACTTCACCGTCAGCGTGTTCATCCCAG
AGGAGGAGGCGAGGATGGCCGCCTTGGAGTCCCTGAAAGGTGGCAAGAAGG
CCAAGTGA
CTUCACTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAACAAAAACTCATCTCAG
AAGAGGATCTGAATATGCATACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTAA
ACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCA

Abbildung 7.9 Nukleotidsduresequenz des Myomesin-Fragments My11-13 (grau) und vom GFP
(grin) im Vektor pcDNA4/TO-myc-His B. Die Stelle an der die Mutation V14901 bei der Myomesin-
Mutante eingefligt wurde ist rot und unterstrichen dargestellt. Die Bindungsstellen fir die
Sequenzierprimer dunkelblau markiert. Start- und Stopcodon sind fettgedruckt. Die Sequenz der
sechs Histidinreste im Vektor ist grin gekennzeichnet. Hellblau dargestellt sind die Schnittstellen
fir das GFP und das Myomesin-Konstrukt My11-13.
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MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWGS

QGPHFVEYLSWEVT
GECNVLLKCKVANIKKETHIVWYKDEREISVDEKHDFKDGICTLLITEFSKKDAGIYE
VILKDDRGKDKSRLKLVDEAFKELMMEVCKKIALSATDLKIQSTAEGIQLYSFVTYYV
EDLKVNWSHNGSAIRYSDRVKTGVTGEQIWLQINEPTPNDKGKYVMELFDGKTGH
QKTVDLSGQAYDEAYAEFQRLKQAAIAEKNRARVLGGLPDWWTIQEGKALNLTCNV
WGDPPPEVSWLKNEKALASDDHCNLKFEAGRTAYFTINGVSTADSGKYGLVVKNK
YGSETSDFTVSVFIPEEEARMAALESLKGGKKAK*

Abbildung 7.10 Aminosauresequenz des exprimierten rekombinanten Myomesin-Fragments My11-
13 (grau) im Vektor pRSETA (schwarz). Rot dargestellt ist die Stelle bei der in der Muante Valin
gegen Isoleucin ausgetauscht wurde. Das Stopcodon ist durch ein Sternchen gekennzeichnet. Der
Translationsstartpunkt Metheonin ist fettgedruckt. Am N-terminalen Ende befinden sich die sechs
Histidinreste fur die Aufreiningung des Proteins uber die Nickel-Agarose-Saule.

MGPHFVEYLSWEVTGECNVLLKCKVANIKKETHIVWYKDEREISVDEKHDFKDGIC
TLLITEFSKKDAGIYEVILKDDRGKDKSRLKLVDEAFKELMMEVCKKIALSATDLKIQ
STAEGIQLYSFVTYYVEDLKVNWSHNGSAIRYSDRVKTGVTGEQIWLQINEPTPND
KGKYVMELFDGKTGHQKTVDLSGQAYDEAYAEFQRLKQAAIAEKN

KLHHHHHH

Abbildung 7.11 Aminosauresequenz des exprimierten rekombinanten Myomesinfragments My11-
12 (grau) im Vektor gekennzeichnetpEXP-5-/TO/CT (schwarz). Rot dargestellt ist die Stelle bei der
in der Muante Valin gegen Isoleucin ausgetauscht wurde. Das Stopcodon ist durch ein Sternchen
gekennzeichnet. Der Translationsstartpunkt Metheonin ist fettgedruckt. Am C-terminalen Ende
befinden sich die sechs Histidinreste fiir die Aufreiningung des Proteins Uber die Nickel-Agarose-
Saule.
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Anhang

MALSATDLKIQSTAEGIQLYSFVTYYVEDLKVNWSHNGSAIRYSDRVKTGVTGEQI
WLQINEPTPNDKGKYVMELFDGKTGHQKTVDLSGQAYDEAYAEFQRLKQAAIAE
KNRARVLGGLPDVVTIQEGKALNLTCNVWGDPPPEVSWLKNEKALASDDHCNLK
FEAGRTAYFTINGVSTADSGKYGLVVKNKYGSETSDFTVSVFIPEEEARMAALESL
KGGKKAK

KLHHHHHH

Abbildung 7.12 Aminosauresequenz des exprimierten rekombinanten Myomesin-Fragments My12-
13 (grau) im Vektor gekennzeichnetpEXP-5-/TO/CT (schwarz). Rot dargestellt ist die Stelle bei der
in der Muante Valin gegen Isoleucin ausgetauscht wurde. Das Stopcodon ist durch ein Sternchen
gekennzeichnet. Der Translationsstartpunkt Metheonin ist fettgedruckt. Am C-terminalen Ende
befinden sich die sechs Histidinreste fiir die Aufreiningung des Proteins Uber die Nickel-Agarose-
Saule.
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MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLP
VPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKT
RAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVN
FKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMV
LLEFVTAAGITLGMDELYKNYAEFGSLQ

QGPHFVEYLSWEVTGECNVLLKCKVA
NIKKETHIVWYKDEREISVDEKHDFKDGICTLLITEFSKKDAGIYEVILKDDRGKDKS
RLKLVDEAFKELMMEVCKKIALSATDLKIQSTAEGIQLYSFVTYYVEDLKVNWSHN
GSAIRYSDRVKTGVTGEQIWLQINEPTPNDKGKYVMELFDGKTGHQKTVDLSGQ
AYDEAYAEFQRLKQAAIAEKNRARVLGGLPDVVTIQEGKALNLTCNVWGDPPPEV
SWLKNEKALASDDHCNLKFEAGRTAYFTINGVSTADSGKYGLVVKNKYGSETSD
FTVSVFIPEEEARMAALESLKGGKKAK*

Abbildung 7.13 Aminosauresequenz vom Myomesin-Fragment My11-13 (grau) und vom GFP
(grin) im Vektor pcDNA4/TO-myc-His B. Die Stelle an der die Mutation V1490l bei der Myomesin-
Mutante eingefligt wurde, ist rot dargestellt. DerTranlationsstartpunkt beginnt mit dem GFP-Protein
und ist fettgedruckt. DerTranslationsstop endet mit der Doméane 13 und ist als Sternchen
gekennzeichnet.
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