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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Mikrotubuli sind mechanisch stabile Strukturen des eukaryotischen Zytoskeletts.
Verschiedene zellulare Prozesse erfordern den Umbau von Mikrotubuli-Filamen-
ten. Ein Weg hierflr stellt deren Spaltung dar. Es sind drei Typen von Enzymen
bekannt, die Mikrotubuli zerlegen kénnen: Katanin, Spastin und Fidgetin. Der
biophysikalische Mechanismus, durch den diese Enzyme ihre mechanische
Wirkung erzielen, ist bisher stark hypothetisch. Das Ziel dieser Arbeit bestand
darin, die kinetischen und strukturellen Grundlagen fur die Klérung des
Schneidevorgangs zu untersuchen.

Gegenstand dieser Arbeit waren die Enzyme Spastin und Katanin, die, analog zu
Fidgetin, hexamere Ringstrukturen ausbilden kénnen. Sie gehéren zur Familie
der AAA-ATPasen. Aus bisherigen Publikationen war bekannt, dass andere AAA-
ATPasen kooperatives Verhalten zeigen. Fir Mikrotubuli-spaltende Enzyme gab
es keinerlei Untersuchungen dariber, ob und wie sich die Untereinheiten
kinetisch beeinflussen und in welcher Form die Assemblierung der Untereinheiten
wichtig flr die Funktion ist. Um diese Fragen zu beantworten, wurde (i) die
Inhibition der enzymatischen Aktivitat von Spastin durch ATP-Analoga
charakterisiert, (ii) die Kooperativitat in Hill-Plots untersucht und (iii) der Einfluss
inaktiver Mutanten auf die Aktivitat von Wildtyp ermittelt. In allen drei Fallen
zeigte sich, dass (mindestens) zwei Untereinheiten kinetisch gekoppelt sind.

Neben der enzymatischen Aktivitat wurde auch die mechanische Severing-
Aktivitat zur Charakterisierung von Spastin und Katanin herangezogen. Hierflur
wurde ein fluoreszenzbasierter mikroskopischer Test etabliert. Es zeigte sich,
dass die spaltende Aktivitat in zwei Phasen erfolgt: einer anfanglichen Warte-
phase, in der die Mikrotubuli scheinbar unversehrt bleiben, und einer Phase, in
der die Filamente innerhalb kurzer Zeit brechen. Interessanterweise wurden in
dieser Studie flir Spastin nur interne Briiche beobachtet, wahrend Katanin unter
bestimmten Bedingungen zusatzlich die Mikrotubuli-Enden verkirzen konnte.

Um zu kontrollieren, ob Spastin und Katanin tatsachlich Ringe aus sechs Unter-
einheiten bilden, wurden Cross-Linking Experimente und elektronenmikrosko-
pische Untersuchungen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass Oligomere nur tran-
sient vorliegen und derart kurzlebig sind, dass sie nicht nachweisbar waren. Nur
mit einer Walker B-Mutante und in Gegenwart von ATP konnte der hexamere
Zustand stabilisiert und in EM- und Cross-Linking-Experimenten bestatigt
werden. Zusatzlich zum Spastin-Hexamer wurde ein dimerer Zustand gefunden,
der vermutlich ein Assemblierungsintermediat darstellt. Fir Katanin wurden sehr
ahnliche Oligomerisierungseigenschaften gefunden, mit dem Unterschied, dass
als Intermediat ein Trimer auftrat. Dies kdnnte damit im Zusammenhang stehen,
dass die N-terminalen Bereiche von Spastin und Katanin nicht homolog sind. In
Einklang hiermit konnte gezeigt werden, dass der N-terminale Abschnitt von
Katanin zur Ausbildung von Trimeren befahigt ist.



Zusammenfassung

Fir beide Enzyme wurde die Mikrotubuli-Interaktion auf biochemischer und
mikroskopischer Einzelmolekilebene untersucht. In Cosedimentationsexperimen-
ten war die Bindung von Enyzm an Mikrotubuli unabhangig vom eingesetzten
Nukleotid, der Oligomerisierungsgrad erhohte sich jedoch in Gegenwart von ATP-
Analoga. Auf Einzelmolekllebene wurden ionische Wechselwirkungen mit Mikro-
tubuli nachgewiesen. Im Anschluss daran konnte eine diffusive Bewegung der
Enzyme entlang der Filament-Langsachse beobachtet werden. Fur humanes
Spastin war die Filament-Bindung strikt abhangig von einer Triade basischer
Aminosauren, die auBerhalb der katalytischen Domane lokalisiert ist.



Abstract

Microtubules are mechanically stable structures of the eukaryotic cytoskeleton.
Various cellular processes are dependent on the reorganization of microtubule
flaments. One way of doing this is through microtubule severing. Three classes
of enzymes are known to be able to disassemble microtubules: katanin, spastin
and fidgetin. However, the biophysical mechanism underlying the functionality of
these enzymes is barely understood. The objective of this study therefore was to
shed light on the kinetic and structural principles of the severing process.

This investigation focusses on the enzymes spastin and katanin which, analogous
to fidgetin, are able to form hexameric structures. They belong to the AAA-
ATPase family of proteins. Based on earlier publications it is known that
numerous AAA-proteins are highly cooperative. For microtubule severing
proteins, however, no such information is present to date. As a consequence it is
not known whether their subunits affect each other kinetically and if so, how this
is achieved. Furthermore, the question arises to what extent assembly of the
subunits is important in terms of protein function. To address these questions I

(i) characterized the inhibition of spastin“s enzymatic activity using diverse ATP-
analogues

(ii) investigated the cooperativity via Hill plots and

(iii) evaluated the effect of inactive mutant subunits on the activity of wildtype
protein.

All three approaches led to the conclusion that (at least) two subunits are being
kinetically coupled to each other.

Apart from the enzymatic activity I also characterized the mechanical severing
activity of spastin and katanin. To this end a fluorescent based enzymatic assay
was established. It turned out that the severing activity process can be divided
into two stages, an initial lag phase in which the microtubules appear to remain
uncut, and a second stage in which the filaments were found to be severed
within a short period of time. Interestingly, in the case of spastin only internal
breaks were observed whereas katanin was also able to shorten microtubule
ends under certain conditions.

To find out whether or not katanin and spastin form rings made up of six
subunits I carried out cross-linking experiments and electron microscopic
investigations. Thereby I found that the oligomers exist only transiently, being
thus short-lived that I wasn 't able to detect them. Only a Walker B mutant in
the presence of ATP turned out to stabilize the hexameric state, as was
confirmed by EM and cross-linking experiments. In addition to the spastin
hexamer a dimeric state was observed, which probably represents an assembly
intermediate. Katanin's oligomerization behaviour was found to be similar to
that of spastin except for a trimer being observed as an intermediate-state. This
finding could be a result of the non-homologous N-terminal sections of spastin



and katanin, which would be in accordance to the observation that the N-
terminus of katanin is capable of forming trimers.

Finally, microtubule interaction studies were performed on both enzymes.
Cosedimentation experiments indicate that the interaction with microtubules
does not depend on the nucleotide applied, even though the extent of
oligomerization increased in the presence of ATP analogues. By means of single
molecule microscopy I was able to observe ionic bonding interactions between
the enzymes and microtubules. Subsequently, the proteins were found to diffuse
along the filaments longitudinal axis. In case of human spastin the filament
binding was strictly dependent on the presence of a triad comprised of basic
residues being located beyond the catalytic domain.
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I Materialien und Methoden

I.1 Materialien

I.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Allgemeine Arbeitsmittel

6-Well Kultur-Platte

15 ml bzw. 50 ml Falcon™ Réhrchen
Chromatographie-Saulenmaterial
Deckglaser 18x18 mm / 24x60 mm
Einmalspritzen (steril) Injekt 2 ml, 5 ml

Erlenmeyerkolben Duran
100, 500, 1000 ml

Filtereinheiten flr Einmalspritzen
(steril) Filtropur S 0,22

Geltrocknungsfolien
Kanuilen (steril)
Karbon-Gitter
Kolbenhub-Pipetten

2, 10, 20, 100, 200, 1000 pl
Neubauer Zahlkammer

Pipettenspitzen
10, 200, 1000 pl

PVDF-Membran

ReaktionsgefaBe
0.5, 1, 2 ml

Serologische Pipetten
1, 5,10, 20 ml

Latex-Untersuchungshandschuhe
Nitril Untersuchungshandschuhe

Vivaspin-Konzentratoren
MWCO 10, 30, 50-kDa

Sarstedt AG & Co., NUrnbrecht
Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm
GE Healthcare, Freiburg

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Schott AG, Mainz

Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht

Promega
B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Electron Microscope Sciences,
Hatfield, Pennsylvania, U.S.A.

Gilson, Middleton, U.S.A.

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Kdénigshofen

Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht
Millipore, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht
HPC Healthline, Morden, UK

Meditrade, Kiefersfelden

Sartorius, Gottingen
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FPLC-Anlage

AKTA-Purifier

Gelelektrophoresekammern

Agarosegelektrophorese-Kammer

Proteingel-GieBstand, Kammer

Inkubatoren

C0O2 Brutschrank INCOmed
Platteninkubator INCU-Line
Schittelinkubator 37°C

Schittelinkubator innova 44

Tischschttler CERTOMAT® IS

Kiuhl- und Gefriergerate

Herafreeze HFU-Basic Serie

Premium U570

Mikroskope

CM 100 Transmissionselektronen-
Mikroskop

TIRF-IX71

Kuvetten

Halbmikroklvetten

Prazisionsklvetten 105.202-QS

GE Healthcare, Freiburg

Renner GmbH, Dannstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Memmert, Schwabach
VWR, Darmstadt
Edmund Buhler GmbH, Hechingen

New Brunswick Scientific GmbH,
Ndrtingen

Sartorius, Gottingen

Heraeus, Hanau

New Brunswick Scientific GmbH,
Nurtingen

Philips, Hamburg

Olympus, Hamburg

VWR, Darmstadt

Hellma, Mullheim
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Photometer

DU® 730 UV/Vis Spektrophotometer
NanoDrop ND-1000

UV/Vis Spektrometer Lamda 25

Spannungsgerate

LNG-350

Novex PowerEase500

Thermozykler

Advanced Primus 25

Masterycler Personal

Waagen

Prazisionswaage CPA1003S
Precisa XR 1255M

Wasserbader

Lauda Ecoline

WBT-6

Wasserfilteranlagen

Barnstead EASYpure II®

Milli-Q Plus

Zellaufschluss

French® Pressure Cell Press

Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A.

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

PerkinElmer, Waltham, U.S.A.

Heinzinger, Rosenheim

Invitrogen, Karlsruhe

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Eppendorf, Hamburg

Sartorius, Gottingen

Precisa Gravimetrics AG, Dietikon,
Schweiz

Lauda, K6nigshofen

Medingen, Arnsdorf

Thermo Scientific, Rockford, IL.,
U.S.A.

Millipore GmbH, Schwalbach

Fisher Scientific, Schwerte
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Zentrifugen

Avanti® J-E
Optima™ L-90K Ultrazentrifuge
Optima™ MAX-XP Ultrazentrifuge

PerfectSpin 24 R Mikrokuhlzentrifuge

ProteomLab XL-A
Rotanta 460 R

Tischzentrifuge 5424

I.1.2 Antikorper
Anti-B-Tubulin Antikérper
Anti-FLAG® Antikorper
Anti-GFP Antikorper

Anti-Kanichen IgG

I.1.3 Enzyme

BamH1

Catalase

Glucose-Oxidase

Ncol

Notl

Pfu Turbo DNA-Polymerase
Phusion™ Hot Start High Fidelity
PreScission-Protease

Pyruvat-Kinase/Laktat-Dehydrogenase
Enzym-Mix

Pwo-Polymerase

Tag-Polymerase

Quick Ligase

Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A.
Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A.

Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A.

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A.

Hettich, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg

Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.

Thermo Scientific, Rockford, IL.,
U.S.A.

New England Biolabs, Schwalbach
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
New England Biolabs, Schwalbach
New England Biolabs, Schwalbach
Invitrogen, Karlsruhe

Finnzymes, Espoo, Finnland

GE Healthcare, Freiburg
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Schwalbach
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I.1.4 Farbstoffe

ALEXA Fluor® 555
ATTO 488

I.1.5 Kits und Marker
2-Log DNA Leiter (0,1-10 kb)
Bradford-Reagenz
Broad Range Marker (6,5-200 kDa)
ColorPlus Protein Marker (7-175 kDa)
DNA-Auftragspuffer
HMW/LMW Kalibrierungs-Kit
Plasmid Mini Kit
QIAquick® Gel-Extraction Kit
QIAquick® PCR-Purification Kit

QuikChange® Multi Site-Directed
Mutagenesis Kit

Invitrogen, Karlsruhe

ATTO-TEC GmbH, Siegen

New England Biolabs, Schwalbach
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

New England Biolabs, Schwalbach
New England Biolabs, Schwalbach
GE Healthcare, Freiburg

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Stratagene, Waldbronn

I.1.6 Medien fiir die Kultivierung von E.coli-Zellen

und Sf9-Insektenzellen

LB-Agar
10 g/l Agar in LB-Medium

LB-Medium

10 g/l Bacto™ Trypton, 5 g/l Bacto™ Hefeextrakt, 10 g/I NaCl

Das Medium wurde auf pH 7.2 eingestellt und 20 Minuten bei 121°C autoklaviert

Sf-900 II SFM (Invitrogen, Karlsruhe)

I.1.7 Plasmide

pEGFP

pFastBac™1
pGEX6P2

Clontech, Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich

Invitrogen, Freiburg

GE Healthcare, Freiburg
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I.1.8 Primer

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers (HPLC-Qualitat)
synthetisiert. Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen dargestellt.

Name Sequenz (5> 37)

KKCK_Spastin_pGEX6P2 #fw AATAATGGATCCAAGAAATGCAAGATGAGTGGAGCTGTTCCA
AAAAGAAAAGACCCCTTAACACAC

KKCK_Spastin_pGEX6P2 #rv. AATAATGCGGCCGCCTATCTCAAACAGTGGTATCTCCAAAGT

CCTTGTTCCAACGTATGTACGC

GFP_pGEX6P2 #fw AATAATGGATCCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC

GFP_pGEX6P2 #rv CCTGCGGGATCCGGGTGCTCCTGGTGCTCCCTTGTACAGCT
CGTCCATGCCGAGAGTGATCC

Hs_MTBD #fw GAAGAACCATGGAAAGCGGACTGTCAATGG

Hs_MTBD #rv GAAGAAGGATCCTTAATCAGATTCGCCAGATTTG

FLKatanin_pfastBacl #fw AATAATGGATCCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGAA
GAAATGCAAGTCTTTACTTATGATTTCAGAAAACGTTAAATTA
GCACGG

FLKatanin_pfastBacl #rv AATAATGCGGCCGCCTAACAAGAACCGAATTCGAAAATCCAT
TTTTCGTAACG

GFP_pFastBacl #fw AATAATGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC

GFP_pFastBacl #rv CCTGCGGGATCCGGGTGCTCCTGGTGCTCCCTTGTACAGCT
CGTCCATGCCGAGAGTGATCC

M13 #fw GTTTTCCCAGTCACGAC

M13 #rv CAGGAAACAGCTATGAC

Katanin_E309Q #fw GCCACAATATTCATTGACCAAATTGATTCGATCTGC

Katanin_E309Q #rv GCAGATCGAATCAATCAATTTGGTCAATGAATATTGTGGC

Katanin_AS55 #rv AATAATCGCCGGCGCTACACCTGCTGCCATTTCTGTTGCAAG
TATGTATCCTTC

Katanin_AS56 #fw AATAATGGATCCATGGATTACAAGGATGACGACGATTGGCA

GGAGATAAATGTGGAAGCCAAGCATGTCAAGGATATC

Katanin_AS180 #rv AATAATCGCCGGCGCTAGTTGGTTTCTGGTTCGGTTACCGCT
GCAGGAGACTTG
Katanin_AS181 #fw AATAATGGATCCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAATTC

GATTCAACCGGTTATGATAAAGATCTTGAGGC
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I.1.9 Reagenzien
2-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
ANTI-FLAG® M2-Affinitatsgel Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.

Acrylamid-Lésung (30%)
Mix 30:0,8 flir Molekularbiologie

AppliChem GmbH, Darmstadt

Agar (fur Bakteriologie)
Agarose

Ammoniumpersulfat

ATP, ATP-yS, ADP, AMPPNP, GTP,

GMPCPP

BSA

Bacto™ Hefe-Extrakt
Bacto™ Trypton
Carbenicillin
Cellfectin® II Reagent
Dichlorodimetylsilan
Dimethylsulfoxid
dNTP

DTT

EGTA

EDAC

Ethidiumbromid

FBS

Flag® Peptid
Fungizone®
Gentamicin-Sulfat
Glutathion-Sepharose 4B
Hefe-Extrakt

IPTG

Kanamycin-Monohydrat

AppliChem GmbH, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
AppliChem GmbH, Darmstadt

Jena Bioscience, Jena

Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.

Difco Laboratories, Detroit, U.S.A.
Difco Laboratories, Detroit, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.

New England Biolabs, Schwalbach
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
PAA, Colbe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt

GE Healthcare, Freiburg
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
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Lysozym

NADH
N-Ethylmaleimid
NHS

Paclitaxel

PBS-Tabletten
Phosphoenolpyruvat
Pluronic® F-127

PMSF

Ponceau-S
Protease-Inhibitoren
Reduziertes L-Glutathion
SDS

SP-Sepharose Fast Flow
Subtilisin A

TEMED

TCEP

Tetrazyclin
TMB-Membran-Peroxidase Substrat
Tween® 20
Trichloressigsaure

X-Gal

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.

Thermo Scientific, Rockford, IL.,
U.S.A.

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Roche, Penzberg
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Serva, Heidelberg

GE Healthcare, Freiburg
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
KPL, Gaithersburg, Maryland, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St.Louis, U.S.A.
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I.1.10 Software fur Daten-Evaluierung

CLC-DNA Workbench 6.6 (CLC-Bio)
EMAN2

GraphPad Prism (GraphPad Software)
Igor Pro 6.22A (WaveMetrics)

Image] 1.6.0_20

MATLAB 7.14 (MathWorks)

Oligo Calc (Kibbe, 2007)

OpenBox

ProtParam (Expasy)

UV Winlab 2.85.04 (PerkinElmer)

I.1.11 Zellstamme
E.coli BI21 (DE3)-Codon Plus
E.coli DH10Bac™
E.coli DH5a MAX Efficiency

Sf-Insektenzellen

DNA-Sequenzanalyse

EM Partikel-Averaging

Statistik ATPase-Studien

Datenanalyse ATPase-Studien

Analyse TIRFM-Filme

Berechnung der Diffusionskoeffizienten
Schmelztemperatur-Bestimmung
Partikel-Tracking

Molekulargewicht / isoelektrischer
Punkt

ATPase-Messungen

Stratagene, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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I.2 Molekularbiologische Methoden

I.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden durch (1%) Agarose-Gelelektrophorese separiert. Fir
die Herstellung des Gels wurde Agarose-Pulver (Fluka) in TAE-Puffer gelést. Um
DNA visualisieren zu kénnen, wurden 5 pl einer (10 mg/ml) Ethidiumbromid-
Stammlbésung (Carl Roth) zu 60 ml (1%) Agaroselésung pipettiert. Vor dem Bela-
den des Gels wurde ein entsprechendes Volumen eines 6X Ladepuffers zu den
DNA-Proben hinzugegeben. Der Elektrophorese-Lauf wurde bei 100 V durch-
gefuhrt. Die DNA-Detektion erfolgte durch UV-Licht und die GroBe der DNA-
Fragmente wurde mit Hilfe eines 2-Log DNA-Standards (New England Biolabs)
bestimmt.

Losungen
1L (50X) TAE-Puffer

242 g Tris (pH 8,0)
57 ml Eisessig
100 ml 0,5 M EDTA

Agarose Gelladepuffer

20% (v/v) Glyzerin

0,1 M EDTA

1% (w/v) SDS

0.25% (w/v) Bromphenolblau

I.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden Polymerase-Kettenreaktionen
(Saiki et al., 1988) im Thermozykler (PEQLAB, Eppendorf) durchgeflhrt. Flr
Standardreaktionen kam die Phusion™ DNA-Polymerase (Finnzymes) zum
Einsatz. Die 50 ul Ansatze enthielten 2 mM MgCl,, 2 ng/pl Ausgangs-DNA,
200 uM dNTP (New England Biolabs), 0.5 uM des 5" - und 3 "-Primers sowie 0,5 U
Phusion™-Polymerase. Anzahl der Zyklen, Temperatur, Dauer der Denatu-
rierungs-, Annealing- und Elongationsphasen wurden nach Anweisung des
Herstellers gewdahlt. Das PCR-Produkt wurde durch anschlieBende Gelextraktion
mittels QIAquick® Gel-Extraktion (Qiagen) von Nukleotiden und Enzym getrennt
(Punkt I.2.4). Das QuikChange® PCR-Protokoll (Stratagene) wurde fur das
EinfUhren spezifischer Mutationen benutzt (Punkt IV.4.3). Die daflr pipettierten
Reaktionen mit einem Volumen von 50 pl enthielten 2 mM MgCl,, 0.1-1 ng/pl
Ausgangs-DNA, 50 uM dNTP, 0.2 pM 3'- sowie 5 -Primer sowie 2,5 U Pwo-
Polymerase (PEQLAB). Anzahl der Zyklen, Temperatur, Dauer der Denatu-
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rierungs-, Annealing- und Elongationsphasen wurden nach Anweisung des
Herstellers gewahlt. Nach Aufreinigung der PCR-Produkte wurde die DNA von der
Firma GATC in Konstanz sequenziert, um die Korrektheit der Basensequenz
garantieren zu kénnen.

I.2.3 Isolierung von DNA via QIAprep® Spin
Miniprep Kit (Qiagen)

Einzelne von E.coli DH5a-Transformationsplatten gepickte Bakterien-Kolonien
wurden bis zur Sattigung bei 37°C Uber Nacht gezlichtet. Das Anzuchtvolumen
betrug 6 ml LB**"-Medium, welches fir Selektionszwecke mit 0,1 mg/ml Kana-
mycin (AppliChem) versetzt wurde. Die Zellen wurden in sterile 15 ml Falcon-
GefaBe uUberflhrt und flr 15 Minuten bei 1000 x g abzentrifugiert (Rotante 460
R, Hettich). Die pelletierten Zellen wurden in 250 pl Qiagen P1-Puffer aufgenom-
men und in sterile 1,5 ml Eppendorf-GefaBe transferiert. Fir die Zell-Lyse
wurden 250 pl Qiagen P2-Puffer zu jedem Ansatz pipettiert. Durch nach-
folgendes Schwenken der Eppendorf-Behalter wurde eine Homogenisierung
erreicht. Das Hinzufligen von 350 pl Qiagen P3-Puffer diente der Neutralisation.
Die Ansatze wurden in einer Tisch-Zentrifuge (Perfect Spin 24 R, PEQLAB) bei
10000 x g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
in eine QIAprep® Spin-Column gegeben. Die Saulchen wurden nach Zentrifu-
gation bei 10000 x g fir 1 Minute mit 750 pl Qiagen PE-Puffer gewaschen und
erneut far 1 Minute bei 10000 x g zentrifugiert. Der Waschpuffer wurde
verworfen und der Zentrifugationslauf wiederholt, um Reste des PE-Puffers zu
entfernen. Nach Zugabe von 40 pl H,O und kurzer Inkubation, erfolgte die DNA-
Elution durch Zentrifugation bei 10000 x g fir 1 Minute. Die erhaltene DNA
wurde bei -20°C gelagert. Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des Nano-
Drops (PEQLAB) bestimmt.

I.2.4 Aufreinigung der DNA mit Hilfe des
QIAquick® Gel-Extraktions Kits (Qiagen)

Alle PCR-Produkte und Restriktionsverdau-Ansatze wurden vor der weiteren
Verwendung aus dem Agarose-Gel extrahiert und gereinigt. Die DNA-Banden auf
dem Gel wurden mit Hilfe einer UV-Lampe (365 nm) visualisiert. Der DNA-
tragende Gel-Abschnitt wurde mit einem sterilen Skalpell entfernt und in ein
steriles 1,5 ml Eppendorf-GefaB3 uUberfuhrt. Um das Auflésen des Gels herbei zu
fihren, wurden 500 ul des Qiagen QG-Puffers in den Ansatz gegeben. Nach 20-
minutiger Inkubation bei 37°C erfolgte die vollstandige Auflésung des Gelstlicks.
Die Lésung wurde in eine QIAquick® Spin-Saule pipettiert und in einer Tisch-
Zentrifuge (PerfectSpin 24 R, PEQLAB) bei 10000 x g fir 1 Minute zentrifugiert.
750 ul des Waschpuffers Qiagen PE-Puffer wurden hinzugefiigt und fir 1 Minute
bei 10000 x g zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Waschpuffers wurde der
Zentrifugationsvorgang wiederholt, um eine komplette Entfernung des PE-Puffers
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zu gewahrleisten. Nach dem Pipettieren von 40 pl H,O auf die Saulen-Membran
erfolgte eine kurze Inkubationsphase. Die DNA-Elution erfolgte durch Zentrifuga-
tion bei 10000 x g flr 1 Minute. Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des
NanoDrops bestimmt.

I.2.5 Restriktionsverdau der DNA

Alle in dieser Arbeit verwendeten Vektoren sowie Spastin/Katanin-Sequenzen
wurden mit dem Endonukleasen-Paar BamHI und Notl (New England Biolabs)
geschnitten. Zu jeweils 1 pg DNA wurden 1 pyl BamH1, 1 ul Notl und 5 pl
NEBuffer 4 hinzugefiigt und mit H,O ein Reaktionsvolumen von 50 pul eingestellt.
Die Inkubation des Ansatzes erfolgte fir 1 Stunde bei 37°C. Die analytischen
Restriktionsverdauansatze wurden fir 1 Stunde, die Praparativen dagegen flr
2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Ansatze aus dem praparativen Verdau wurden
mit Hilfe des QIAquick® Gel-Extraktions Kits aus dem Agarosegel gereinigt und
anschlieBend in den Ligationsprozess eingesetzt.

I.2.6 Ligation des DNA-Inserts in einen Vektor

Fur die Ligation wurden 50 ng des geschnittenen Vektors mit einem dreifach
molaren Uberschuss an Insert gemischt. Zum Ansatz wurden 10 pl des 2X
Ligations-Puffers und 1 pl der Quick-DNA Ligase (New England Biolabs) einge-
setzt. Das Reaktionsvolumen von 20 ul wurde durch Aufflillen mit H,O erreicht.
Die Ansatze wurden fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend in kompetente Zellen transformiert.

I.2.7 Transformation in chemisch-kompetente
E.coli DH5-a und BL21-Zellen

Die chemisch-kompetenten E.coli DH5-a (Invitrogen) und BL21-Zellen (Strata-
gene) wurden auf Eis aufgetaut. Fir jeden Transformationsansatz wurden 50 pl
Aliguots mit 1-10 ng DNA versetzt und far 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der
Hitzeschock erfolgte in einem 42°C warmen Wasserbad fir 45 Sekunden. Nach
dem Hitzeschock wurden die Eppendorf-GefaBe sofort auf Eis gestellt und dort
fir weitere 5 Minuten platziert. Danach wurde der Ansatz auf eine selektive
Agarplatte mit 0,1 mg/ml Kanamycin ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei
37°C uber Nacht oder so lange, bis einzelne, groBe Kolonien entstanden sind.
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I.3 Proteinchemische Methoden

I.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Proteine wurden mittels SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungen
voneinander getrennt. Abhangig von der GroBe der zu analysierenden Proteine
wurden 10% oder 15%ige Polyacrylamid-Gele eingesetzt. Vor dem Beladen
wurden die Proteinansatze mit dem identischen Volumen an 1X SDS-Proben-
puffer versetzt und fir 5 Minuten bei 100°C aufgekocht. Der Gel-Lauf erfolgte in
1X Elektrophorese-Puffer und dauerte bei 20-40 mA und 250 V 45-60 Minuten
an. Proteinbanden wurden durch 60-minitige Inkubation in Coomassie-Blau-
Lésung sichtbar gemacht. Die Entfarbung des Gels erfolgte durch Zugabe einer
Entféarber-Losung unter Schitteln (20-60 rpm) und 1-stindiger Inkubation. Das
Molekulargewicht der auf das Gel applizierten Proteine konnte mittels
Proteinmarker analysiert werden. Als Standard wurden der Broad-Range Marker
der Firma Bio-Rad oder ein ColorPlus Protein-Marker (New England Biolabs)
eingesetzt.

Losungen

Sammelgel-Puffer

140 mM Tris (ph 6,8)
0,1% (w/v) SDS

Trenngel-Puffer

560 mM Tris (pH 8,8)
0,1% (w/v) SDS

5% SDS Protein-Ladepuffer

250 mM Tris (pH 6,8)

500 mM DTT

10% (w/v) SDS

0,5% (w/v) Bromphenolblau
50% (v/v) Glyzerin
Lagerung bei -20°C
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Coomassie™ Blau-Farbelosung

0,25% (w/v) Coomassie™ Brilliant Blue R-250
40% Methanol

10% Essigsaure

Entfarber

40% Methanol

10% Essigsaure

2L (10X) Elektrophorese-Puffer

60,55 g Tris (pH 8,3)
288,4 g Glycin
20 g SDS

I.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Colorimetrische Bestimmung

Die Konzentration der aufgereinigten Proteine wurde mit dem Bio-Rad Protein-
Assay® nach der Methode von Bradford bestimmt. Das Prinzip dieser Farb-
bindungsmethode beruht auf einer Farbanderung der Lésung in Abhangigkeit von
vorhandenem Protein (Bradford, 1976). Grundlage des Farbkonzentrats ist
Coomassie™ Brilliant Blau G-250, dessen rote Farbe bei der Bindung an Protein
nach blau umschlagt (Reisner, Nemes, & Bucholtz, 1975). Dabei geht der
Farbstoff hauptsachlich eine Bindung mit basischen und aromatischen
Saureketten des Proteins ein. Die erhaltenen Extinktionswerte wurden anhand
einer mit BSA erstellten Standardkurve in die jeweilige Konzentration
umgerechnet.

Interner BSA-Standard

Hinsichtlich des Coiled-Coil-Konstrukts wurde neben dem aufgereinigten Protein
ein interner BSA-Standard, bestehend aus diversen abgestuften Konzentrationen,
auf ein SDS-Gel appliziert. Das entfarbte Gel wurde eingescannt und die Banden
mit Hilfe von Imagel (Plugin: ,Gel-Analyzer") ausgewertet. Durch die Fldchen der
BSA-Banden, die proportional zur eingesetzten BSA-Konzentration sind, kann
eine Standardgerade erstellt werden. Mit Hilfe dieser Eichkurve kann der
ermittelten Flache eine entsprechende Konzentration zugeordnet werden.
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I.3.3 TCA-Prazipitation von Proteinen

Die zu fallenden Proben wurden mit 1/4 Volumen eiskalter 50%iger Trichlor-
essigsaure (Sigma-Aldrich) versetzt und flr 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation in einer Kuhlzentrifuge (PerfectSpin 24 R, PEQLAB) fur 15
Minuten, bei 4°C und 10000 x g wurden auf das entstandene Sediment 500 pl
eiskaltes Aceton gegeben, um TCA-Reste zu entfernen. Die Probe wurde
gemischt und anschlieBend erneut flr 15 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde
getrocknet und fiur die SDS-PAGE in einem entsprechenden Volumen
Probenpuffer aufgenommen.

I.3.4 Cross-Linking Studien zur Analyse des
Oligomerisierungsgrads

Cross-Linking wurde mit Hilfe des chemischen Vernetzers 1-Ethyl-3-(3-
Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid (EDAC, Invitrogen) in Kombination mit N-
Hydroxysulfosuccinimid (NHS, Thermo Scientific) induziert. EDAC- und NHS-
Stammldsungen mit einer Konzentration von jeweils 100 mM wurden kurz vor
der Durchfihrung des Experiments in trockenem DMSO (Sigma-Aldrich) vorbe-
reitet. FUr die Studien wurden stets gleiche Konzentrationen an EDAC und NHS
eingesetzt. Das finale Reaktionsvolumen belief sich auf 20 ul. Die Konzentration
der Enzyme und des Cross-Linkers sind in den durchgefihrten Versuchen
angegeben. Nach Zugabe des Vernetzers wurden die Reaktionsansatze fir 15

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend durch die Hinzugabe
von 9 mM Glycin abgestoppt.

Losungen

100 mM EDAC
100 mM NHS

Reaktionspuffer

50 mM HEPES (pH 7,4)
150 mM NacCl

5 mM MgCl,

5% (v/v) Glyzerin

1 mM DTT
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I.3.5 Extraktion von Tubulin aus Schweinehirn

Tubulin kann in groBen Mengen aus Hirnhomogenat aufgereinigt werden. Dabei
profitiert man davon, dass Mikrotubuli bei hdéheren Temperaturen (37°C)
polymerisieren und daraus resultierend pelletiert werden kénnen. Bei niedrigeren
Temperaturen kommt es dagegen zu einer raschen Depolymerisation der Fila-
mente. Durch drei aufeinander folgende Polymerisations- und Depolymerisations-
schritte sowie der Abtrennung von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPS) via
Phosphozellulose-Saule konnte eine hohe Reinheit von Tubulin erzielt werden.
Alle Zentrifugationslaufe wurden bei 170000 x g (Optima™ MAX-XP, Beckmann
Coulter) durchgefihrt. Mindestens 10 ganze, frische Schweinehirne wurden im
Kihlraum von Bindegewebe, Adern und Hirnhduten befreit und in 1 Volumen
Puffer A im Mixer homogenisiert. Das Homogenisat wurde 70 Minuten bei 4°C
abzentrifugiert. Die Uberstidnde wurden mit 1/4 Volumen vorgewdrmtem Glyzerin
und 2 mM ATP versetzt und 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Sedimentation des polymerisierten Ansatzes fir 45
Minuten bei 37°C. Die Pellets wurden in 5 ml Puffer B gelést und im Homogenisa-
tor zerdrlckt. Die Depolymerisation der Mikrotubuli erfolgte durch 25-min(tige
Inkubation auf Eis. Der Ansatz wurde erneut 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert.
Der Tubulin-enthaltende Uberstand wurde in einer weiteren Runde durch Zugabe
von 2 mM ATP bei 37°C fir 30 Minuten polymerisiert und 60 Minuten bei 37°C
sedimentiert. Das Pellet wurde im Homogenisator mit 50 ml Puffer B resuspen-
diert, 25 Minuten auf Eis inkubiert und bei 4°C 30 Minuten abzentrifugiert. Zum
Uberstand wurden 2 mM ATP und 1/10 Volumen DMSO hinzugefiigt und die
Mikrotubuli final 30 Minuten bei 37°C polymerisiert und 60 Minuten bei 37°C
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml Puffer D homogenisiert und 30 Minuten
auf Eis depolymerisiert. Das Entfernen von Prazipitaten erfolgte durch 30-
minitige Zentrifugation bei 4°C. Der Uberstand wurde auf eine mit Puffer D
aquilibrierte und an die FPLC (GE Healthcare) angeschlossene P11 (Phosphozellu-
lose)-Saule gegeben. Die Elution erfolgte mit der gleichen Puffer-Komponente bei
einer Flussrate von 0,2 ml/min. Die Hauptfraktionen wurden vereinigt, mit 0,1
mM GTP (Jena Bioscience) versetzt, portioniert, in Fllssigstickstoff schock-
gefroren und bei -80 °C gelagert.

Lésungen

Puffer A

0,1 M PIPES (pH 6,9)
2 mM EGTA

1 mM MgSO,

0,1 mM ATP

1 mMDTT
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Puffer B

0,5 M PIPES (pH 6,94)
2 mM EGTA

1 mM MgSo,

Puffer C

0,1 M PIPES (pH 6,9)
1 mM EGTA

1 mM MgSO,

1 mM ATP

1 mMDTT

Puffer D

0,1 M PIPES (pH 6,9)
1 mM EGTA

1 mM MgSO,

0,05 mM ATP
0,022 mM GTP
1 mM DTT

I.3.6 Polymerisation von Mikrotubuli

Zum extrahierten Tubulin wurde GTP mit einer Endkonzentration von 1 mM
hinzugegeben und in einer UZ (Optima™ MAX-XP, Beckman Coulter) fiir 10 Minu-
ten bei 4°C und 100000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir insgesamt 60
Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Stabilisierung der Mikrotubuli-Filamente wurden
nach 30 Minuten 20 pM Taxol (AppliChem) hinzugefligt, danach wurde der
Ansatz flr weitere 30 Minuten inkubiert. Um Uberschissiges GTP und nicht
polymerisiertes Tubulin effizient entfernen zu kénnen, erfolgte nach der
Polymerisation eine Trennung der Fraktionen Uber ein Saccharose-Kissen (40%
(w/v) in BRB80+). Dazu wurden die polymerisierten MT auf 200 pl Kissen
pipettiert und im vorgewarmten Rotor bei 37°C und 170000 x g fir 10 Minuten
zentrifugiert. Das Pellet wurde mehrmals mit warmem BRB80+ gewaschen und
zur Resupension fur 10 Minuten bei 37°C im BRB80-Ausgangsvolumen inkubiert.
Nach dem Resuspendieren erfolgte mittels Photometer (PerkinElmer) die Konzen-
trationsbestimmung der Tubulin-Dimere. Dabei wurde die Extinktion des Tubulins
in Anwesenheit von 6,6 M Guanidinium-HCI bei 280 nm bestimmt. Die Konzen-
tration konnte mit folgender Formel kalkuliert werden:

c(MT) = E280nm * 10,3 uM - Verdiinnungsfaktor
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Lésungen

100 mM GTP

BRBSO (1X)

80 mM PIPES (pH 6,8)
1 mM MqgCl,
1 mM EGTA

Taxol: 10 mM Stammlésung, in wasserfreiem DMSO auf 100 pM verdinnt.
BRB80+ (BRB80 + 20 pM Taxol)

Saccharose-Kissen

40% (w/v) Saccharose in BRB80+

I.3.7 Kovalente Modifikation von Tubulin mit
Fluorophoren

40 mg Tubulin wurden mit dem Farbstoff Alexa Fluor® 555 (Invitrogen) kovalent
modifiziert. Fir die Prozedur wurden TLA 100.3 Rotor und Ultrazentrifuge
(Optima™ MAX-XP) von Beckmann benutzt, die je nach Bedarf vorgekihit
respektive vorgewarmt wurden. Tubulin wurde mit 4 mM MgCl, und 1 mM GTP
fir 5 Minuten auf Eis inkubiert und nachfolgend bei 37°C aufgewarmt. Danach
wurde 1/3 Volumen an vorgewarmtem Glyzerin hinzugefligt, der Ansatz homo-
genisiert und das Homogenisat flir 40 Minuten bei 37°C inkubiert. Die poly-
merisierten MT wurden auf einem High-pH Kissen fiir eine Stunde bei 37°C und
170000 x g pelletiert. Jeweils 600 pl des Kissens wurden abgenommen und mit
600 ul vorgewarmtem Labeling-Puffer gewaschen. Nach dem Entfernen des
gesamten Uberstands wurden die MT in einem Endvolumen von 4 ml
vorgewarmtem Labeling-Puffer vorsichtig bei 37°C resuspendiert. 2 mg Fluores-
zenzfarbstoff Alexa Fluor® 555 wurden in 50 pl DMSO geldst und das komplette
Volumen zum Ansatz hinzugefiigt - dies entspricht einem 15-molaren Uber-
schuss an Farbstoff. Das Gemisch wurde fiir 40 Minuten bei 37°C inkubiert und
regelmaBig alle 10 Minuten durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Danach
wurden 4 ml des vorgewarmten Quenchers hinzugefigt und bei 37°C flr
5 Minuten inkubiert. Der Ansatz wurde auf Low-pH Kissen verteilt und fur 30
Minuten bei 37°C und 170000 x g pelletiert. Nach dem Waschvorgang mit kaltem
H,O wurden die Pellets in jeweils 375 pl kalten 1X IB resuspendiert und in einen
vorgeklUhlten Homogenisator Uberfluhrt. Die Suspension wurde fur 30 Minuten bei
4°C vorsichtig mit einem Glaspotter homogenisiert und bei 4°C fir 10 Minuten
bei 170000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein steriles 15 ml Falcon-
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Gefall gegeben, mit 400 pl vorgekuhltem 5X BRB80 verdlinnt (Endkonzentration
BRB80 1X) und mit 1 mM GTP und 4 mM MgCl, flir 5 Minuten auf Eis inkubiert.
Nach der Inkubation wurden 850 ul an vorgewarmtem Glyzerin (33% (v/v))
hinzugegeben, gemischt und flir 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Daraufhin
wurden in einer weiteren Runde die polymerisierten MT auf vorgewarmte Low-pH
Kissen verteilt und fir 30 Minuten bei 170000 x g und 37°C pelletiert. Das Kissen
wurde zweimal mit warmem H,O gewaschen, das gesamte Kissen entfernt und
das Pellet 2-mal mit warmem 1x BRB80 behandelt. Die Pellets wurden auf Eis
gestellt und mit jeweils 200 pl geklhltem IB-Puffer behandelt. Nach 20-min(tiger
Inkubation auf Eis wurden die Pellets resuspendiert, vereint und flir 7 Minuten
bei 170000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand (entspricht dem markierten
Tubulin) wurde aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert.

Losungen
DMSO
1X, 2X und 5X BRBS80O

High-pH Kissen
0,1 M HEPES (pH 8,6)
1 mM MqgCl,

1 mM EGTA
60% (v/v) Glyzerin

Labeling Puffer

0,1 M HEPES (pH 8,6)
1 mM MgCl;

1 mM EGTA

40% (v/v) Glyzerin

Reaktionsstopp (Quencher)

2X BRB80
100 mM Kalium-Glutamat
40% (v/v) Glyzerin

Low-pH Kissen

60% (v/v) Glyzerin
1X BRB80
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10X IB (Inversionspuffer)

500 mM Kalium-Glutamat
5 mM MgCl, (pH des 1X Puffers: ~ 7.0)

I.3.8 Herstellung von segmentierten und
polaritatsmarkierten Mikrotubuli

Segmentierte und polaritatsmarkierte Mikrotubuli sind fur viele in vitro TIRF-
Studien von groBer Bedeutung. So kann beispielsweise Uberprift werden, ob
Enzyme einen bestimmten Tubulin-Nukleotidzustand bevorzugen, oder ob das
entsprechende Protein ein favorisiertes Lauf- und Bindeverhalten zu einem der
beiden Mikrotubulus-Enden aufweist. Bei segmentierten Mikrotubuli handelt es
sich um Filamente mit hellen Regionen und schwacher fluoreszierenden elon-
gierten Segmenten. Polaritdtsmarkierte  Mikrotubuli besitzen dagegen
hauptsachlich ein schwach fluoreszierendes Filament mit einer hellen Kappe, die
das Minus-Ende des Mikrotubulus signalisiert.

I.3.8.1 Guanidin-5"-[(a,B)-Methyleno]-Triphosphat
(GMPCPP) Polymerisation

Fir die Polymerisation von Mikrotubuli ist GMPCPP das effizienteste GTP-
Analogon. In Gegenwart von Kalium kann GMPCPP innerhalb des Mikrotubuli-
Netzwerks nur sehr langsam hydrolysiert werden. GMPCPP ist ein potenter
Nukleator fur Mikrotubuli. Bei einer Tubulin-Konzentration > 1 mg/ml entstehen
in Gegenwart von GMPCPP sehr viele und vornehmlich kurze Mikrotubuli. Werden
ldngere GMPCPP-Mikrotubuli gebraucht, so kann die Nukleation durch Verringe-
rung der Tubulin-Konzentration auf 0,2-0,3 mg/ml limitiert werden. Fir die
durchgefihrten Messungen wurde GMPCPP-Tubulin mit einer Konzentration
zwischen 1 und 3 mg/ml hergestellt und Aliquots bei — 80°C gelagert. Direkte
Polymerisation flUhrte zu kurzen GMPCPP-Nukleationskeimen, wahrend eine
Verdinnung des Ansatzes langere GMPCPP-Mikrotubuli lieferte.

Losungen

BRBSO (1X)
100 mM GTP
100 mM GMPCPP

Taxol: 10 mM Stammldsung, in wasserfreiemm DMSO auf 100 pM verdinnt.
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Herstellung von GMPCPP-Nukleationskeimen

Mit Alexa Fluor® 555 konjugierte sowie unmarkierte Tubulin-Dimere (1-3
mg/ml) wurden in einem Verhaltnis von 1:3 in BRB80-Puffer inklusive 1 mM DTT
und 1 mM GMPCPP (Jena Bioscience) auf Eis gemischt und anschlieBend ftir 10
Minuten inkubiert. Der Ansatz wurde flr 10 Minuten bei 170000 x g (Optima™
MAX-XP, Beckman Coulter) und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in 5 pl
Portionen aufgeteilt. Nach dem Schockgefrieren der Aliquots erfolgte deren
Lagerung bei -80°C.

Segmentierte Taxol-stabilisierte Mikrotubuli

Die zuvor hergestellten GMPCPP-Nukleationskeime wurden in einem ersten
Schritt fir 30 Minuten bei 37°C polymerisiert. Wahrend dieser Inkubationszeit
erfolgte die Vorbereitung des Elongationsansatzes, der sich aus 15 pM Tubulin
(1 Teil Alexa Fluor® 555 und 10 Teile unmarkiertes Tubulin) in 1X BRB80, 1 mM
DTT und 1 mM GTP zusammensetzte. Nach 5-minttiger Inkubation auf Eis
erfolgte ein Zentrifugationsvorgang bei 170000 x g fir 5 Minuten bei 4°C
(Optima™ MAX-XP, Beckman Coulter). Im nachsten Schritt wurde der schwach
markierte Elongationsansatz fir 1 Minute bei 37°C inkubiert und 1:5-1:20 des
GMPCPP-Volumens hinzugefiigt. Danach wurde der Ansatz fir weitere 20 Minuten
bei 37°C inkubiert, um Polymerisation zu ermdéglichen. AbschlieBend erfolgte die
Zugabe von 20 uM Taxol, um eine Stabilisierung der Mikrotubuli zu gewahr-
leisten.

Polaritatsmarkierte Taxol-stabilisierte Mikrotubuli

Die zuvor hergestellten GMPCPP-Nukleationskeime wurden in einem ersten
Schritt fir 30 Minuten bei 37°C polymerisiert. Wahrend dieser Inkubationszeit
erfolgte die Vorbereitung des schwach markierten, polaren Elongationsansatzes,
welcher sich aus 15 yM Tubulin (1 Teil Alexa Fluor® 555 und 10 Teile unmar-
kiertes Tubulin) und 12 uM NEM (N-Ethylmaleimid, Sigma-Aldrich) GTP-Tubulin
in 1X BRB80, 1 mM DTT sowie 1 mM GTP zusammensetzte. Nach 5-minutiger
Inkubation auf Eis erfolgte die Zentrifugation mit 170000 x g fir 5 Minuten bei
4°C (Optima™ MAX-XP, Beckman Coulter). Im nachsten Schritt wurde der
schwach markierte Elongationsmix fir 1 Minute bei 37°C inkubiert und 1:5-1:20
des GMPCPP-Volumens hinzugefigt. Danach wurde der Ansatz flr weitere
20 Minuten bei 37°C inkubiert, um Polymerisation zu ermdglichen. AbschlieBend
erfolgte die Zugabe von 20 uM Taxol, um eine Stabilisierung der Mikrotubuli zu
gewabhrleisten.



I Materialien und Methoden

Lésungen

BRBS8O (1X)

100 mM GTP

100 mM GMPCPP

Taxol: 10 mM Stammlbsung, in wasserfreiem DMSO auf 100 pM verdinnt.

Heller GMPCPP-Nukleationskeim Ansatz (2 mg/ml, 1 Teil Alexa Fluor® 555-
Tubulin zu 10 Teilen unmarkiertem Tubulin).

NEM GTP-Tubulin: Inkubation von Tubulin (7 mg/ml) in BRB80 + 0,5 mM GTP
mit 1 mM NEM (N-Ethylmaleimid; 50 mM NEM-Stammldsung, die kurz vor
Verwendung frisch hergestellt wurde) flr 10 Minuten bei 4°C. Das Quenchen von
NEM erfolgte durch 8 mM 2-Mercaptoethanol (Carl Roth) flr 10 Minuten bei 4°C.
Aliquots wurden hergestellt und nach Schockgefrieren mit flissigem Stickstoff bei
-80°C gelagert.

NEM GMPCPP-Tubulin: Inkubation von Tubulin (7 mg/ml) in BRB80 + 0,5 mM
GMPCPP mit 1 mM NEM (N-Ethylmaleimid; 50 mM NEM-Stammlésung, welche
kurz vor Verwendung frisch hergestellt wurde) flir 10 Minuten bei 4°C. Das
Quenchen von NEM erfolgte durch 8 mM 2-Mercaptoethanol flir 10 Minuten bei
4°C. Aliguots wurden hergestellt und nach Schockgefrieren mit flissigem Stick-
stoff bei -80°C gelagert.

I.3.9 Subtilisin-Verdau von Mikrotubuli

Mikrotubuli wurden analog zu Punkt 1.3.6 polymerisiert und durch Zugabe von
Taxol stabilisiert. Die C-terminalen Enden von a- und B-Tubulin (E-Hook) wurden
durch Inkubation von 0,6 mg/ml Tubulin mit Subtilisin A (Verhaltnis 1:0,8)
(Sigma-Aldrich) in BRB80+ Puffer entfernt. Die Inkubation erfolgte fiir 45 Minu-
ten bei 37°C. Danach wurde der Verdau durch Zugabe von 2 mM PMSF (Fluka),
welches in Isopropanol geldést wurde, gestoppt. Die Inkubation mit PMSF erfolgte
fir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Subtilisin-behandelte Mikrotubuli wurden
bei 100000 x g (Optima™ MAX-XP, Beckman Coulter) flir 25 Minuten pelletiert.
Die Pellets wurden mit BRB80+ gewaschen und die Mikrotubuli im gleichen Puffer
inklusive 1 mM GTP resuspendiert. Um den Verdau zu bestdtigen, wurden die
behandelten Mikrotubuli parallel mit nativem Tubulin, welches als Kontrollansatz
diente, auf einem SDS-Gel analysiert.
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I.3.10 Herstellung von hybriden Mikrotubuli

Taxol stabilisierte, mit Subtilisin verdaute Mikrotubuli wurden analog zu den
Punkten 1.3.6 und I.3.9 hergestellt. Natives Tubulin wurde zur Elongation der
Mikrotubuli eingesetzt. Beide Sorten von Mikrotubuli wurden mit Taxol (20 uM)
stabilisiert. Lediglich eine Sorte, entweder Subtilisin-behandeltes oder natives
Tubulin, wurde flr die Detektion mittels Fluoreszenzmikroskops mit Alexa Fluor®
555 markiert. Die daraus resultierenden hybriden Mikrotubuli wurden anschlies-
send mit jeweils 20 nM GFP-gekoppeltem Spastin oder Katanin inkubiert.

I.3.11 Cosedimentationsexperimente

Mit Cosedimentationslaufen kann eine Aussage lber den Bindegrad von Spastin
und Katanin an Mikrotubuli getroffen werden. In den Messungen wurden unter-
schiedliche Konzentrationen an Tubulin-Dimeren und Enzymen eingesetzt. In
einer Projekt-Reihe wurden bei einer konstanten MT-Konzentration von 1
respektive 2 uM diverse Spastin und Katanin-Konzentrationen eingesetzt, die sich
zwischen 0 und 10 pM erstreckten. In einer weiteren experimentellen Reihe blieb
die Enzymkonzentration dagegen konstant (1 pM), wahrend die MT-
Konzentration sukzessive erhdéht wurde (0 bis 10 upM). Um den Effekt
unterschiedlicher Nukleotide auf die Bindekapazitdat zu Uberprifen, wurden
Analysen in Gegenwart von 1 mM des entsprechenden Nukleotids (ADP, ATP,
ATP-yS; Jena Bioscience) durchgefuhrt. Das Endvolumen der Reaktionsansatze
belief sich stets auf 40 ul. Nach 20-minutiger Inkubation des Reaktionsansatzes
bei Raumtemperatur erfolgte die Separation der an Mikrotubuli gebundenen
Fraktion von freiem Protein mittels Zentrifugation (Optima™ MAX-XP, Beckman
Coulter). Der Reaktionsansatz wurde fir 15 Minuten bei 175000 x g und 37°C
zentrifugiert. 25 pl des Uberstands wurden mit 5 pl 2X SDS-Probenpuffer
versetzt und der restliche Uberstand abpipettiert. Das Pellet wurde vorsichtig mit
80 pl BRB80+ gewaschen und in 40 pl 2X SDS-Probenpuffer resuspendiert. Von
den Proben wurde jeweils ein Volumen von 10 pl auf ein SDS-Gel appliziert, um
die Bindefahigkeit der eingesetzten Konstrukte an Mikrotubuli zu Uberprifen. Die
Analyse der erhaltenen Gelbilder erfolgte durch das Imagel-Plugin ,Gel-
Analyzer®.

Losungen
SDS-Probenpuffer (2X)

100 mM Tris (pH 6,8)

25% Glyzerin (v/v)

2% SDS (w/v)

0,01% Bromphenolblau (w/v)
10% 2-Mercaptoethanol (v/v)
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I.4 Analytische Methoden

I.4.1 Messungen mit dem Spektralphotometer

Sowohl Atomgruppen oder Bindungen als auch spezifische Substanzen sind in der
Lage, Licht bestimmter Wellenldnge zu absorbieren. Dabei hangt die Menge der
Absorption von der Anzahl der bestrahlten Molekile und der eingesetzten
Substanz ab. Will man diese Erscheinungen nutzen, kann man sich eines
Spektralphotometers bedienen. Das Prinzip des Photometers ist in Abbildung I.1
dargestellt.

Blende 2 Blende 3
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Abbildung I. 1: Aufbau eines Spektralphotometers.

Durch die Kombination aus Prisma und Blenden wird ein monochromatischer Lichtstrahl aus dem
Spektrum einer Xenonlampe selektiert und durch eine Probenklivette geleitet. Abhangig von Sub-
stanz und Molekildichte wird eine spezifische Absorption von einem Detektor, der zumeist eine
Photozelle darstellt, registriert.

Eine Lichtquelle strahlt weiBes Licht aus. Dabei handelt es sich um eine Kombi-
nation aller im spektralen Bereich vorhandener elektromagnetischer Wellen. Aus
dem kugelférmig ausgestrahlten Licht wird durch die erste Blende ein schmales
Lichtbindel heraus selektiert. Dieses Bindel stellt weiterhin einen polychroma-
tischen Lichtstrahl dar. Um flr die Probenanalysen einen monochromatischen
Lichtstrahl zu erhalten, erfolgt der Transfer des Lichtstrahls durch ein Prisma.
Abhangig von ihrer entsprechenden Wellenldangen werden die Strahlen unter-
schiedlich stark gebrochen. Dadurch wird erreicht, dass die Lichtstrahlen in
einem voneinander abweichenden Winkel aus dem Prisma austreten. Dabei
werden elektromagnetische Wellen mit geringen Wellenlangen schwach und
solche mit groBen Wellenlangen dagegen stark abgelenkt. Dadurch wird auf
effizientem Weg eine Trennung der polychromatischen Strahlung gewahrleistet.
Um einen monochromatischen Lichtstrahl selektieren zu kédnnen dient eine zweite
eingebaute Blende. Aufgrund der sehr geringen Offnung ist es méglich, nur einen
Lichtstrahl einer spezifischen Frequenz durchzulassen. Dieser monochromatische
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Lichtstrahl kann nun eingesetzt werden, um Reaktionsansatze zu analysieren.
Dabei finden Quarzglas-Klvette Verwendung, durch die der Lichtstrahl geschickt
wird. Abhangig von der im Reaktionsansatz enthaltenden Substanz und Anzahl
an Molekllen erfolgt eine unterschiedlich starke Absorption. AbschlieBend
erreicht der Lichtstrahl einen Detektor, welcher zumeist eine Photozelle darstellt.
Diese registriert die Intensitat des auftreffenden Lichts und leitet die Information
an das Anzeigeinstrument weiter.

I.4.1.1 ATPase-Messungen

Messungen zur ATPase-Aktivitat von Spastin und Katanin wurden mit Hilfe eines
gekoppelten enzymatischen Tests durchgefihrt:

Spastin + ATP ——> ADP+P;  pg

(Katanin) PEP + ADP ——> Pyruvat+ATP  LDH
+
Pyruvat + NADH/H———> Lactat + NAD

PEP = Phosphoenolpyruvat
PK = Pyruvatkinase
LDH = Laktatdehydrogenase

Abbildung 1. 2: Schema des verwendeten gekoppelten enzymatischen Tests.
Durch den Einsatz der Hilfsenzyme Pyruvatkinase und Laktatdehydrogenase konnte ein ATP-
regenerierendes System erhalten werden.

Die eingesetzten Severing-Enzyme hydrolysieren ATP zu ADP und Orthophos-
phat. Die ATP-Regeneration wird dadurch gewahrleistet, dass das Hilfsenzym
Pyruvatkinase einen Phosphatrest von Phosphoenolpyruvat auf ADP transferiert.
Das gleichzeitig gebildete Pyruvat wird durch das zweite Hilfsenzym, die
Laktatdehydrogenase, unter NADH-Verbrauch zu Laktat reduziert. Im Photome-
ter kann die Abnahme des NADHs bei 340 nm beobachtet werden. Dabei ist die
Reduktion proportional zur Hydrolyserate des ATPs. Flr die Durchflihrung der
ATPase-Messreihen wurde stets ein Premix, bestehend aus 2 U/ml Pyruvatkinase,
3 U/ml Laktat-Dehydrogenase (Sigma- Aldrich), 2 mM Phosphoenolpyruvat (PEP,
Sigma-Aldrich) sowie 0,3 mM NADH (Carl Roth) in BRB80+ hergestellt. Dieser
Ansatz wurde je nach Messung mit unterschiedlichen Konzentrationen von
diversen Nukleotiden (ATP, ATP-yS und AMPPNP) und Mikrotubuli versetzt. Die
Vorinkubation der Proben erfolgte bei 25°C in Eppendorf-GefaBen und die
Reaktion wurde durch Zugabe von Spastin oder Katanin gestartet. Fir die photo-
metrische Messung wurden Quarzkivetten (Hellma) mit einem Kammer-Volumen
von 80 ul herangezogen. Die Extinktionsabnahme bei 340 nm wurde Uber einen
Zeitraum von 4 Minuten im Photometer (Lambda 25 UV/VIS Spektralphotometer,
PerkinElmer) beobachtet.
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Berechnung von Ky und Kcat

Mithilfe des Programms Igor Pro (Wavemetrics) wurde die maximale zeitliche
Extinktionsabnahme flr die einzelnen ATPase-Tests bestimmt. Tragt man die
maximale Extinktionsabnahme (v) in Abhdngigkeit der ATP-Konzentration oder
Mikrotubuli-Konzentration [S] auf, entsteht eine hyperbolische Kurve. Diese kann
unter Zuhilfenahme von Igor Pro mithilfe der Michaelis-Menten Gleichung an eine
nicht-lineare Regressionskurve angepasst werden.

_ Vmax " [S]
Ky +[S]

Aus dem Ergebnis der Kurvenregression kdnnen die Werte fur die Michaelis-
Menten Konstante K;, und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit v 5x (in der
Einheit AE/s) erhalten werden. Ky, entspricht dabei der Substratkonzentration,
bei der halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit registriert wird. Ein wichtiger
Analysefaktior stellt die ATP-Umsatzrate durch das eingesetzte Enzym, kcat =
(A[ATP]/ (At - [Enzym]), dar. Dieser Faktor kann aus der maximalen Reaktions-
geschwindigkeit bestimmt werden. Dafir missen zunachst die Menge an
verbrauchtem ATP pro Sekunde sowie die verwendete Enzym-Konzentration im
Reaktionsansatz berechnet werden. Nach Lambert-Beer gilt:

Ac AE-d
E=¢c-d,also — =
At At

(mit E: Extinktion, c: Konzentration, €: Extinktionskoeffizient, d: Schichtdicke der
Klvette, t: Zeit). Da jeder ATP-Hydrolyseschritt mit der Oxidation von NADH
verbunden ist, entspricht die Abnahme der Konzentration Ac/At von ATP der
zeitlichen Konzentrationsreduktion von NADH. Weitere Parameter sind fir die
Berechnung der verbrauchten ATP-Menge pro Sekunde erforderlich: NADH weist
einen molaren Extinktionskoeffizienten von €(NADH)= 6,22:10% - M! . cm™ auf
und die Schichtdicke der verwendeten Klivette betragt d = 1 cm. Mit folgender
Formel kann der ATP-Umsatz pro Zeit kalkuliert werden:

A[ATP] _ (AE340nm
At At

)/(6,22 -10%-M™1)

Damit die molare Konzentration der eingesetzten Proteine berechnet werden
kann, muss ihr Molekulargewicht bertcksichtigt werden. So gilt:

mol c[Protein]| (%)

c[Protein] (T

) - MW (%) - Verdiinnungsfaktor
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Aus dem Verhaltnis des verbrauchten ATPs zur Menge des eingesetzten Enzyms
kann schlieBlich die Umsatzrate k¢4t bestimmt werden:

A[ATP]
At

keat 571 = ( ) /[Enzym]

I.4.1.2 Lichtstreu-Experimente

Um den Bindelungseffekt von Mikrotubuli durch die Spastin-Mutante E442Q
besser studieren zu kdénnen, wurden Lichstreu-Experimente durchgefiihrt. Die
Blndelung wurde bei einer Wellenldange von 350 nm und einer Spaltbreite von 3
nm detektiert. Die Absorption wurde dabei Uber einen Zeitraum von 10 Minuten
alle 10 Sekunden detektiert. Das finale Reaktionsvolumen betrug 80 ul. In der
Reaktion wurden jeweils 10 pM Tubulin in BRB80+ mit variierenden
Proteinkonzentrationen (0,5 und 1 pM E442Q) sowie 1 mM ATP gemischt und an-
schlieBend vermessen. Alle Messungen wurden bei einer konstanten Temperatur
von 25°C durchgefiuhrt.
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I.4.2 Fluoreszenzmikroskopie

Mit dem verwendeten TIRF konnten sowohl Mikrotubuli als auch die zu analy-
sierenden AAA-Proteine visualisiert werden. Der Fokus lag dabei auf zwei
Schwerpunkten:

e um den Effekt von Spastin und Katanin auf Mikrotubuli visualisieren zu
kdnnen, wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 555 markierte
Mikrotubuli in einem Objektiv-basierten TIRF-Mikroskop (invertiertes Mikros-
kop IX71, Olympus) betrachtet.

e um eine detaillierte Aussage Uber die Funktionsweise der beiden Severing-
Enzyme auf dem Mikrotubulus-Filament machen zu kdénnen, wurden die
beiden AAA-Proteine mit dem Fluoreszenzprotein GFP gekoppelt und deren
Bewegung und Arbeitsweise auf dem Filament studiert.

I.4.2.1 Interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie
(TIRFM)

Sobald Licht auf die Grenzflache zweier Medien mit unterschiedlichen Brechungs-
indizes n(1) und n(2) fallt werden die Lichtstrahlen in Abhdngigkeit ihrer Einfalls-
winkel gebrochen. Dieser Sachverhalt wird durch das Snelliussche-Brechungs-
gesetz beschrieben. Dabei tritt bei einem spezifischen kritischen Einfallswinkel
B(c) Totalreflektion des Lichts auf:

0(c) =sin—1" (@

n(l)) mit n(1) > n(2)

Dadurch wird ein evaneszentes Feld erzeugt, das exponentiell mit der Weglange
abfallt. Weiterhin dringt es nur wenige hundert Nanometer in die wassrige Probe
ein (Abbildung 1I.3B). Somit wird sichergestellt, dass nur der kleine Anteil von
Fluoreszenzmoleklilen angeregt wird, der sich im evaneszenten Feld befindet.
Dagegen ist die Fluoreszenz auBerhalb des Feldes minimal. Stdérende Hinter-
grundsignale werden durch dieses Prinzip reduziert und daraus resultierend ein
gutes Signal-zu-Rausch Verhaltnis ermdglicht. Die Beleuchtung im TIRF-Winkel
kann auf unterschiedlichen Wegen erfolgen: zum einen durch den Einsatz eines
Prismas oder wie im eingesetzten TIRF-Mikroskop von Olympus durch ein
spezielles Objektiv. Hinsichtlich des Olympus-Mikroskops erfolgt der Transfer des
Laserstrahls durch das Mikroskop in die Objektivlinse mit einer numerischen
Apertur > 1,36. Die Probe befindet sich dabei oberhalb der Objektivlinse auf der
Oberflache des unteren Deckglases (Abbildung I.3A).
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A e B

Probenhalter

n1: hoher Brechungsindex

TIRFM-Objektiv hDichromatisc:her Spiegel

Tubuslinse

fokussierter
Laserstrahl

Laser
_ a7
. : . Fluorophore  Z (einige hundert
Strahlaufweiter Barrieren-Filter Nanometer)
und Fokussierung n2: niedriger Brechungsindex

Abbildung I. 3: Schematische Darstellung des TIRF-Mikroskops und Prinzip der
Totalreflexion.

(A) Mehrere Linsen ermdglichen die Aufweitung des Laserstrahls. Dieser wird gleichzeitig fokussiert
und durch einen installierten dichromatischen Spiegel in das TIRF-Objektiv geleitet. Der Laserstrahl
wird totalreflektiert, da er im kritischen Winkel auf die Grenzflache von Objekttrager und Probe
trifft. Fluoreszenzmolekiile, die im evaneszenten Feld angeregt werden, strahlen langerwelliges
Licht ab. Durch spezielle Filter wird dieses zur Detektion in die CCD-Kamera weiter geleitet.

(B) Im kritischen Winkel 8(c) trifft der Laserstrahl auf die Grenzflache von Objekttrager mit
hohem Brechungsindex nl und wassriger Probe mit niedrigem Brechungsindex n2. Durch die
Totalreflexion entsteht eine evaneszente Welle, die eine sehr diinne Schicht von Molekiilen in der
Nahe der Grenzflache anregt.

(Informationen und Abbildungen entnommen von Olympus (www.olympus.de)).

I.4.2.2 Einzelmolekiilmessungen und Severing-Studien

Vorbereitung der Flusskammer

Fur die Herstellung von Flusskammern wurde mit Hilfe von Vakuumfett ein
zentrales Reservoir auf den silanbeschichteten mikroskopischen Deckglaschen
(Carl Roth) geschaffen. Dazu wurden die Fettstreifen jeweils an den Rand des
Deckglases gegeben, so dass ein Zwischenraum von etwa 5 mm entstand. Im
nachsten Schritt wurde ein kleines Deckglas auf die Fettstreifen platziert und
durch vorsichtiges Andricken mit einer Pinzette stabilisiert. Silanbeschichtete
Deckglaser wurden nach folgendem Protokoll hergestellt: Nach der biologischen
Reinigung der Deckglaser mit Wasser und Ethanol wurde eine 0,05% Dichlorodi-
methylsilan-Lésung (Fluka) zu den Deckglasern gegeben. Nach 1-stlndiger
Inkubation wurde die Blockierungssuspension entfernt und die Deckglaser erneut
mit Wasser und Ethanol behandelt. Nach dem letzten Ethanol-Waschschritt
erfolgte die Trocknung der silanbeschichteten Deckglaser im 70°C Trocken-
schrank.
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Die Komponenten, die in die Flusskammer pipettiert wurden, sind im Folgenden
aufgelistet. Zwischen den einzelnen Schritten erfolgte stets eine 5-minutige In-
kubationsphase.

1) 100 pl Anti-B-Tubulin Antikdrper (1:500) (Sigma-Aldrich)

2) 200 ul BRB80+ Puffer

3) 100 ul BRB80+ Puffer inklusive 5% Pluronic®-F127 (Sigma-Aldrich)
4) 200 pl BRB80+ Puffer

5) 100 pl Alexa Fluor® 555-markierte Mikrotubuli (200 nM)

6) 200 ul BRB80+ Puffer

7) GFP-Spastin/Katanin (5-1000 nM) in Gegenwart von O-Radikalfangern

washing + quenching

coverslip
TIRFM

anti-R-tubulin

N

antibody '.‘- °
T
/ Y, \ .o.o..o.o.. e e 0
double-sided tape \ microtubules
coverslip

- GFP-Protein as
e * - > o %\
c o's e
washing

Abbildung I. 4: TIRF-Versuchsaufbau.
Aufbau der Flusskammer und Darstellung der einzelnen Pipettierphasen, die bei der Durchfiihrung
von Severing-Studien und Einzelmolekilmessungen eingesetzt wurden.

Daten wurden sofort nach Hinzugabe des Enzyms in die Flusskammer ge-
sammelt. Tubulin wurde in Reaktionspuffer verdinnt und hatte eine Konzen-
tration zwischen 50 und 200 nM. Die Verdlinnung von GFP-Spastin/GFP-Katanin
erfolgte ebenfalls mit BRB80-Puffer. Die finale Spastin/Katanin-Konzentration
erstreckte sich dabei in einem Bereich zwischen 5 und 1000 nM. Anti-B-Tubulin
Antkdérper (Stammlésung = 5 mg/ml) wurde 1:500 in BRB80-Puffer verdinnt.
Fur die Aufnahme von TIRF-Videos wurde eine Belichtungszeit von 100 oder 200
ms gewahlt. Einzelne Momentaufnahmen oder gesamte Filme wurden mithilfe
einer CCD-Kamera (CCD Digital Camera C9100, Hamamatsu) und dem Soft-
wareprogramm CellR (Olympus) festgehalten. Die Auswertung der erhaltenen
Daten erfolgte mit dem Analyseprogramm Imagel.
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Lésungen

Reaktionspuffer (5X BRB80)

400 mM Pipes (pH 6,85)
10 mM MgCl,

15 mM Mg-Acetat

2,5 mM EGTA

O-Radikalfanger

Glucose: 450 mg/ml in H,0 (= 2,25 M)
2-Mercaptoethanol: 50% (v/v) (= 7,15 M)
Glucose-Oxidase: 20 mg/ml (Sigma-Aldrich)
Catalase: 3,5 mg/ml (Sigma-Aldrich)

Reaktionsansatz

40,5 pl Reaktionspuffer
1 pl (0,1 M) ATP

2 ul 2-Mercaptoethanol
2 ul Glucose-Oxidase

2 ul Catalase

2 ul Glucose

0,5 ul GFP-Spastin/GFP-Katanin

Datenanalyse: Severing Frequenz, Bindedauer und

Diffusionskoeffizient

Die TIRF-Daten wurden von der Software CellR in Form von 16-bit Bildern
festgehalten. Die Bewegung von GFP-Einzelmoleklilen wurde durch das Erstellen
von Kymographen analysiert, die mit Hilfe des Plugins , Multiple-Kymograph"
(J. Rietdorf und A. Seitz, EMBL, Heidelberg) erstellt wurden. Depolymerisa-
tionsraten wurden bestimmt, indem der Durchschnittswinkel des Signalverlusts
am Ende des Mikrotubulus gemessen wurde (Abbildung IV.16A). Die Tangente
lieferte die Depolymerisationsrate in Pixel (Distanz pro Zeiteinheit). Mit Hilfe von
MaBstab und Zeitintervall konnten die Daten in nm/s umgerechnet werden. Flr
die Bestimmung der Severing Frequenz wurde die Anzahl der registrierten
Schnitte fur jeden Mikrotubulus manuell bestimmt. Die Anzahl an Severing-
Ereignissen in einem Video wurde dann durch die Gesamtlange der Mikrotubuli
zu Beginn des Videos sowie durch die Gesamtdauer des Schneideprozesses
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dividiert. Die Bestimmung der Bindefrequenz erfolgte durch manuelles Zahlen
der Bindeereignisse. Die Bindedauer wurde mit Hilfe von Kymographen erhalten.
Der prozentuale Anteil an Severing-Ereignissen an GMPCPP-Arealen und dem
GDP-Tubulin Restfilament wurden bestimmt, indem die Schnitte in den beiden
Regionen manuell gezahlt und durch die Gesamtanzahl an Schnittereignissen
dividiert wurde. Filme mit diffundierenden GFP-Spastin Molekllen wurden in das
Programm ,,Open-Box" (http://openbox.org/wiki/Main_Page) importiert und mit
der Funktion , Partikel-Tracking" studiert. Die Bewegung der selektierten Partikel
wurde aufgezeichnet und eine Datei mit den entsprechenden X- und Y-
Positionswerten erstellt. Die erhaltenen Positionsdaten wurden in MatLab
(MathWorks) importiert und mit Hilfe eines hauseigenen Analyseprogramms
evaluiert. Die Auswertung lieferte Plots, in denen die Mean Squared
Displacement (MSD)-Werte in [um?] gegen die Zeit t in [s] aufgetragen wurden.
Ein linearer Fit lieferte schlieBlich den Diffusionskoeffizienten [D] einzelner
Spastin- oder Katanin-Partikel in [um?/s]. Die erhaltenen Diffusionskoeffizienten
wurden in einem Histogramm zusammengefasst und ein exponentieller Fit
lieferte den gemittelten Diffusionskoeffizienten flir Spastin respektive Katanin.

Photobleaching

Die Messungen wurden in Flusskammern durchgefihrt, wie sie bereits flr
Einzelmolekllmessungen und Severing-Studien zum Einsatz gekommen sind
(Abbildung 1.4). Abweichend von diesen Experimenten kam bei den Ausbleich-
Studien ein Anti-GFP-Antikérper (Sigma-Aldrich) mit einer Konzentration von
0,01 mg/ml zum Einsatz. Dadurch wurde sichergestellt, dass ausschlieBlich GFP-
Katanin und GFP-Spastin-Komplexe mittels TIRF detektiert werden konnten. Die
Messungen wurden in Anwesenheit von drei unterschiedlichen Nukleotiden
durchgefihrt: ATP, ATP-yS und AMPPNP. Videos wurden ohne Verzdgerung (129
ms Bildintervalle) aufgenommen und die Laserbestrahlung blieb konstant, damit
Photobleaching induziert werden konnte. Die Photobleaching-Daten wurden
analysiert, indem die Fluoreszenzintensitat registrierter GFP-Moleklle Uber die
Zeit gemessen wurde. Die Visualisierung der Daten erfolgte mit dem Imagel-
Plugin ,, Time-Series Analyzer 2.0%. Dabei wurde die Fluoreszenzintensitat gegen
die Zeit aufgetragen. Molekiile, die klare Ausbleichschritte zeigten, wurden
manuell ausgewertet. Bei Partikel, die viele oder parallel auftretende
Ausbleichschritte aufwiesen, wurde die Intensitdt des letzten Bleichschritts
registriert und die Ausgangsfluoreszenz des Komplexes berilicksichtigt. Mit diesen
Informationen konnte die Anzahl der im Komplex enthaltenen GFPs bestimmt
werden, indem die Fluoreszenzintensitat des Oligomers durch die Intensitat eines
GFP-Einzelmolekdls dividiert wurde.


http://openbox.org/wiki/Main_Page
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I.4.3 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Die Auflésung eines Mikroskops (dpijp) wird durch seine numerische Apertur
n-sina (mit dem Brechungsindex n und dem Offnungswinkel a) sowie durch die
Wellenldange der verwendeten Strahlung A begrenzt. Dieser Sachverhalt wird
durch das Gesetz von Abbé beschrieben:

dmin = A/(n - sina)

Im TEM hat die Beschleunigungsspannung einen wichtigen Einfluss auf die
Wellenlange der Elektronen. Diese ist wesentlich kleiner als die von sichtbarem
Licht, sodass mit modernen Elektronenmikroskopen Abstdnde bis zu 0,2 nm
sichtbar gemacht werden kdénnen. Im Transmissions-Elektronenmikroskop wer-
den Elektronen durch den Aufheizprozess einer Glihkathode erzeugt. Eine
angelegte Hochspannung ermdglicht anschlieBend im Vakuum die Beschleuni-
gung der Elektronen zur Anode. Der Elektronenstrahl wird durch Kondensorlinsen
auf das entsprechende Objekt geleitet, wahrend Objektivlinsen eine Fokussierung
des Strahls gewahrleisten. Zwischen- und Projektivlinsen ermdoglichen eine
VergréBerung des Bildes, welches auf einem Fluoreszenzschirm dargestellt und
mit Hilfe einer installierten CCD-Kamera digitalisiert wird (Abbildung 1.5).

D______....——— Elektronenquelle

_— E 0 Elektronenstrahl Kondensoriinsen

Kondensor

—m———— Frobe
£

f—) Projektivlinsen

Objektivlinse

e £
Objektiv-System I: Objektivblende
—

[ 4
Leuchtschirm
m———  und Kamera

Abbildung I. 5: Schematischer Aufbau eines TEMs mit Strahlengang.

Durch eine angelegte Spannung werden die Elektronen zur Anode hin beschleunigt. Abhangig von
der Dichte der zu analysierenden Probe erfahrt der Elektronenstrahl eine unterschiedlich starke
Streuung. Wahrend Objektivlinsen den Elektronenstrahl fokussieren, ensteht durch Projektivlinsen
ein vergroBertes Bild, das durch eine nachgeschaltete CCD-Kamera detektiert wird.

(Informationen und Abbildungen entnommen von Philips (www.philips.com)).

Abhangig von der Ordnungszahl der Atome, aus denen das bestrahlte Untersu-
chungsobjekt besteht, wird eine unterschiedlich starke Streuung der durch-
strahlten Elektronen ausgelést. Eine im TEM installierte Objektivblende filtert
gestreute Elektronen heraus, so dass ausschlieBlich nichtgestreute Elektronen
passieren kdnnen. Durch diesen Selektionsschritt wird der Kontrast in einem Bild
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erzeugt. Da biologische Molekile ausschlieBlich Atome mit niedrigen Ordnungs-
zahlen enthalten und daraus resultierend kontrastarm sind, kommt es zum
Einsatz von Schwermetallsalzen. Durch die Einbettung der Proben in das stark
streuende Material, beispielsweise Uranylformiat oder Uranylacetat (Negative-
Staining), wird eine erhdhte Kontrastierung gewahrleistet.

I.4.3.1 Herstellung von EM-Proben und Datenauswertung

Fur die strukturelle Untersuchung mittels Elektronenmikroskopie wurden im
Rahmen der Probenherstellung Karbon-Gitter eingesetzt (Electron Microscope
Sciences). Die Gitter wurden zunachst mit einem Plasma-Reiniger behandelt und
anschlieBend mit 5 pl des entsprechenden Ansatzes beschichtet. Nach 5-
seklndiger Inkubation wurden die Proben 2-mal mit H,O gewaschen und mit
Uranylformiat fixiert. Die Proben wurden fir 5 Minuten luftgetrocknet und
standen anschlieBend zur Verwendung bereit. Die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen wurden mit einem CM100-Transmissions-Elektronenmikroskop der
Firma Philips gemacht, das mit einer 4 Megapixel-Kamera (AMT, Woburn,
Massachusetts, U.S.A.) ausgestattet war. Die Verdlinnung der Ansatze auf eine
Konzentration zwischen 100 und 200 pM erfolgte unter Verwendung des BRB80-
Puffers. Bei hoheren Proteinkonzentrationen war das Gitter mit Protein Uber-
beschichtet, so dass keine einzelnen Partikel detektiert werden konnten. Um
Severing-Ereignisse im Mikrotubulus-Filament studieren zu kdnnen, wurden in
Gegenwart von 1 mM ATP Wildtyp-Spastin/Katanin-Konzentrationen im nano-
molaren Bereich zu einer konstanten Menge an Tubulin hinzugegeben. Fir die
Visualisierung hexamerer Strukturen mussten die inaktiven Walker B-Mutanten
hochkonzentriert vorinkubiert werden. Kurz vor dem Pipettieren der Ansatze auf
die Karbon-Gitter erfolgte deren Verdiinnung in den pikomolaren Bereich - durch
diese Strategie blieben die Ringstrukturen stabil. Zumeist wurden Konzentra-
tionen zwischen 20 und 40 pM in Anwesenheit von 1 mM ATP verwendet. Flr das
Partikel-Averaging wurden elektronenmikroskopische Bilder herangezogen und
mit dem Programm EMAN2 (http://blake.bcm.edu/emanwiki/) ausgewertet. Flr
die Erstellung einer Molekul-Klasse wurden zwischen 500 und 2000 Partikel
ausgewahlt. Flr die Analyse diverser Strukturen wurde die Option EMAN2-Picker
aktiviert. Nach der Auswahl eines Primar-Partikels konnten durch diese Funktion
Partikel mit ahnlicher Form und GréBe automatisch detektiert und in einen Pool
transferiert werden. Aus diesem Pool wurden deformierte Partikel und solche mit
schlechter Qualitat entfernt. Durch diese nachtragliche Modifikation konnte eine
sehr hohe Mittelungsqualitat herbeigefiihrt werden.
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II Einleitung

II.1 Severing von Mikrotubuli

Mikrotubuli sind dynamische zytoskelettale Polymere, die wichtige Aufgaben in
Zellteilung, Morphogenese und Motilitat erfillen. Um adaquat funktionieren zu
kdnnen, mussen sich Mikrotubuli in eine Reihe hdéherer Strukturen assemblieren,
welche sehr dynamisch einer kontinuierlichen Umgestaltung unterworfen sind
(Mitchison und Kirschner 1984). Damit wird sichergestellt, dass die Zelle in ihren
wechselnden Phasen durch Mikrotubuli stabilisiert werden kann. Diese Plastizitat
wird hauptsachlich von einer Gruppe regulatorischer Proteine herbeigefiihrt, die
durch Bindung das dynamische Verhalten von Mikrotubuli beeinflusst. Die
meisten dieser Mikrotubuli-Regulatoren - die Mikrotubuli-destabilisierende
Kinesin-13 Familie und das polymerisationsféordernde End-Bindeprotein (EB1),
(Gouveia und Akhmanova 2010) inbegriffen - realisieren ihre Funktion an den
Enden von Mikrotubuli. Eine weitere Gruppe von Proteinen, bekannt als
Mikrotubuli-schneidende Enzyme, arbeiten, indem sie Mikrotubuli in kleine
Fragmente zersetzen (Vale 1991; Roll-Mecak und Vale 2005; Mukherjee,
Valencia et al. 2012). In vitro Beobachtungen deuten darauf hin, dass die
Severing-Aktivitat besonders fir den schnellen Abbau des Mikrotubuli-Netzwerks
geeignet ist, da der Endpunkt der Severing-Reaktion gleichzeitig den
vollstandigen Abbau von Mikrotubuli darstellt (Vale 1991; McNally und Vale
1993). Allerdings ist das Schicksal geschnittener Mikrotubuli innerhalb des
zelluldren Milieus komplexer, da die zelluldren Funktionen der Severing-Enzyme
in vivo wesentlich umfangreicher sind. Forschungsergebnisse der letzten Jahre
unterstlitzen die Ansicht, dass Mikrotubuli-schneidende Enzyme frequentiert in
aufbauende Prozesse involviert sind, beispielsweise als Initiatoren des
Mikrotubulus-Wachstums, der Freisetzung von Mikrotubuli aus Nukleations-
stellen und dem Transport zwischen unterschiedlichen Domanen innerhalb der
Zelle (Baas, Karabay et al. 2005; Roll-Mecak und McNally 2010). In anderen
Féllen spielen Severing-Proteine in der Regulation und dem Aufbau von
Mikrotubuli-Enden eine tragende Rolle (Diaz-Valencia, Morelli et al. 2011; Zhang,
Grode et al. 2011).
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II.1.1 Mikrotubuli-schneidende Enzyme

Bisher konnten drei Klassen von Mikrotubuli-schneidenden Enzymen identifiziert
werden: Katanin, Spastin und Fidgetin. Die Entdeckung und Charakterisierung
der drei Severing-Enzyme erfolgte auf unterschiedlichen Wegen. Katanin wurde
dabei als erstes Protein mit Mikrotubuli-schneidender Funktion identifiziert (Vale
1991) und spater aus Seeigel-Eiern aufgereinigt. Dort existiert das Protein als
Hetero-Dimer, bestehend aus einer 60-kDa AAA-Domane mit katalytischer Ak-
tivitat (p60, KATNA1) und einer 80-kDa Untereinheit (p80, KATNB1), die regu-
latorische Aufgaben wahrnimmt (McNally und Vale 1993). Es stellte sich heraus,
dass Katanin p60 und p80 in Tieren, hdéheren Pflanzen und Protozoen hoch-
konserviert ist. Viele Organismen, darunter Drosophila melanogaster und der
Mensch, besitzen zusatzliche Katanin-p60 &hnliche Proteine (Roll-Mecak und
McNally 2010). Im Gegensatz zu Katanin wurde Spastin lange vor seiner Identi-
fizierung als Mikrotubulus-schneidendes Protein studiert. Dies lag daran, dass
das Protein mit der neurodegenerativen Krankheit HSP (hereditdare spastische
Paraplegie) im Zusammenhang steht, die durch Degeneration von Axonen im
peripheren Nervensystem hervorgerufen wird. Primdares Symptom ist eine
fortschreitende Lahmung der unteren Extremitaten. Der hauptsachliche Ausldser
der autosomal-dominanten HSP (Hazan, Fonknechten et al. 1999) liegt in diver-
sen Mutationen innerhalb des Spastin-Gens. Es wurde entdeckt, dass Spastin
zudem mit einer Reihe von Bindepartnern interagieren kann, die seine Aktivitat
bei der Auslibung zelluldarer Aufgaben stark modifizieren kénnen (Errico,
Claudiani et al. 2004; Sanderson, Connell et al. 2006). Die Entdeckung von
Fidgetin begann in den 1940er Jahren, als eine spontane Mutation in einem
Bestand von Mdusen zu einem unkontrollierten Kopfschitteln flihrte, was als
Zappelphillip- (= fidget) Phanotyp bezeichnet wurde (Carter und Gruneberg
1950). Mause mit derartigem Phanotyp zeigen ausgepragte Defekte des Gehor-
sinns, eine degenerierte Augen- und Skelettentwicklung mit frequentiertem
Auftreten einer Gaumenspalte (Wallace 1950; Yang, Mahaffey et al. 2006).
Nahezu 60 Jahre nach dieser Entdeckung konnte gezeigt werden, dass die pleio-
tropen Effekte durch eine einzelne Retrotransposon-Insertion im zweiten Intron
des Fidgetin-Lokus hervorgerufen werden. Das Protein wurde schlieBlich in
Fidgetin umbenannt (Cox, Mahaffey et al. 2000). Uberexpression von Drosophila
Fidgetin in Gewebekultur-Zellen flhrt zur Zerstérung zelluldarer Mikrotubuli
(Zhang, Rogers et al. 2007). Dies war ein Indikator daflir, dass es sich dabei um
ein Mikrotubulus-schneidendes Protein handelt. In einer aktuellen Studie konnte
gezeigt werden, dass auch humanes Fidgetin in vitro Mikrotubuli unter ATP-Hy-
drolyse abbauen kann (Mukherjee, Valencia et al. 2012). Vertebraten enthalten
zusatzlich zwei Fidgetin-ahnliche Proteine, FIGNL1 und FIGNL2, deren Funktio-
nen bisher noch nicht identifiziert werden konnten (Cox, Mahaffey et al. 2000).
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II.2 AAA-Proteine

AAA-Proteine (ATPases associated with various cellular activities) wurden
erstmals in den 1990er Jahren untersucht. Dabei wurde eine Untergruppe von
P-Loop ATPasen auf die Homologie ihrer ATP-Bindedomane hin definiert. Diese
Proteine sind von Prokaryoten bis zum Menschen hochkonserviert und stellen
wichtige makromolekulare Maschinen dar. Dabei nutzen sie die aus der ATP-
Hydrolyse erhaltene Energie, um ihre Zielsubstrate auf unterschiedlichen Wegen
umzubauen. So sind AAA-ATPasen in Aufgabenbereiche wie Membranfusion,
Proteinabbau und DNA-Replikation involviert. Wahrend AAA-Proteine eine
hochkonservierte ATPase-Domane besitzen, welche zumeist am C-Terminus
lokalisiert ist, zeigen andere Regionen nur eine geringe Ahnlichkeit. Im
Folgenden werden AAA-Proteine hinsichtlich ihrer Funktionen naher beleuchtet.

II.2.1 Konservierte Funktionen der AAA-Domane

Die Mitglieder der AAA-ATPasen weisen mehrere konservierte Strukturmotive
auf. Diese beinhalten neben Sequenzen, die flir die ATPase-Aktivitat essentiell
sind, zwei weitere Motive. Letztere Regionen sind nicht unmittelbar an der Aus-
pragung der ATPase-Aktivitat beteiligt, verfligen aber Uber Sequenzabschnitte
innerhalb der AAA-Domane: N-Linker, welcher die Energie aus der ATP-
Hydrolyse zum Rest des Proteins weiterleiten kann und Schleifen, die die Pore
des AAA-Oligomers auskleiden (Wang, Song et al. 2001; Yamada-Inagawa,
Okuno et al. 2003; Lum, Tkach et al. 2004; Schlieker, Weibezahn et al. 2004;
Siddiqui, Sauer et al. 2004; Smith, Contreras-Moreira et al. 2004). Manche AAA-
Proteine, wie zum Beispiel der N-Ethylmaleimide-Sensitive Faktor (NSF) besitzen
zwei AAA-Domanen pro Monomer (als D1 und D2 bezeichnet), wahrend andere
Vertreter (z.B. Spastin) nur eine Domane aufweisen. Mitglieder dieser Familie
bilden hauptsachlich Hexamere, die in Form von Ringstrukturen mit einer zentra-
len Pore auftreten. Die ATPase-Domane der AAA-Proteine umfasst eine Lange
von 200-250 Aminosauren und wird von mehreren Domanen charakterisiert, die
fiur ATP-Bindung und Hydrolyse erforderlich sind. Zu diesen wichtigen Domanen
gehoéren der Walker A P-Loop, das Walker B-Motiv, Sensor-1 und Sensor-2
Regionen sowie der Arginin-Finger. Die konservierten Stellen sind in zwei Sub-
Domanen lokalisiert, einer groBen AAA-Domane, die auf einer Rossman-Faltung
basiert, und einer kleinen AAA-Domane, die hauptsachlich a-helikale Elemente
zeigt (Iyer, Leipe et al. 2004). Bindung und Hydrolyse von ATP werden flr die
Umgestaltung ihrer Substrate bendétigt. Wie der Umsatz von ATP an
Oligomerisierung, Konformationsanderung und Substratumsatz gekoppelt ist, ist
nicht allgemein bekannt. Die ATP-Bindetasche wird im aktiven Ringzustand des
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AAA-Proteins von Aminosaureresten benachbarter Monomere gebildet, so dass
ATP-Bindung die Oligomerisierung mancher AAA-Proteine regulieren kénnte. Die
Stabilitat der oligomeren Strukturen scheint unter den AAA-Domanen stark zu
variieren. Oligomerisierung eroffnet auch den Weg zur kooperativen ATP-
Hydrolyse. Dieses Phanomen konnte bei einigen AAA-Proteinen, beispielsweise
Hsp104 und p97/VCP, beobachtet werden (Hattendorf und Lindquist 2002;
DelLaBarre, Christianson et al. 2006).
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I1.2.2 Zellbiologische Funktionen der AAA-Proteine

AAA-Proteine sind in viele Aufgaben zelluldrer Prozesse involviert. Im Folgenden
werden die Proteine in drei Kategorien eingeteilt, um zu illustrieren, wie AAA-
Proteine einen gemeinsamen Mechanismus flr die Erflllung verschiedener Auf-
gaben nutzen. Die zwei groBten Kategorien sind Mitglieder der AAA-Familie, die
Proteinkomplexe umgestalten ohne diese entfalten oder zerstéren zu missen
sowie Proteine, die fur die Kontrolle der Proteinqualitat zustdandig sind und
Entfaltungsprozesse realisieren. Die dritte Gruppe beherbergt AAA-Proteine, die
in der Lage sind mit Mikrotubuli zu assoziieren, um beispielsweise Transport-
prozesse am Substrat ausiben zu kénnen.

Membran-Fusion/Transport

Endosomen
NSF Vps4
ER/Golgi _ Peroxisomen
p97/VCP PEX1, PEX6
Proteolyse
ClpA, ClpX

Mitochondrien
Parapglegin, YME1LA1,
AFG3L2

Motoren
Dynein

Severing von MT
Katanin, Spastin, Fidgetin
Protein-Zerfall, Riickfaltung
Hsp104/Hsp78/ClpB

Abbildung II. 2: Subzelluldre Lokalisation der AAA-Proteine.
Das Diagramm zeigt die Verteilung der entsprechenden AAA-Proteine innerhalb der Zelle.
(Abbildung modifiziert nach Ogura und Wilkinson 2001)

I1.2.2.1 Recycling

Zerlegung und Abbau von Proteinkomplexen durch AAA-Proteine spielen flr zahl-
reiche zellbiologische Funktionen, wie Membran-Dynamik und Assemblierung von
Organellen, eine sehr wichtige Rolle. In diesen Fallen wird das Zielprotein nicht
vollstandig entfaltet sondern vielmehr aus einem gréBeren Komplex funktions-
fahig entfernt (Recycling), damit es flr spatere Vorgange wieder Verwendung
finden kann. NSF war eines der ersten eukaryotischen AAA-Proteine, welches bis
ins Detail studiert worden ist. NSF ist ein essentieller Bestandteil im vesikularen
Transport (Block, Glick et al. 1988). Es konnte gezeigt werden, dass NSF den
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Abbau von cis-SNARE Komplexen induziert. Dadurch werden freie SNAREs
regeneriert, welche flr die Fusion von Vesikeln und Membranen eingesetzt
werden koénnen (Ungermann, Nichols et al. 1998). Ein weiterer Vorgang
innerhalb der Membrandynamik stellt die Knospung in das Lumen von
Endosomen dar. Dieser Vorgang erfordert das Mitwirken eines weiteren AAA-
Proteins, Vps4. Diese Variante ist bei der Disassemblierung des ESCRT-III
Komplexes in Endosomen entscheidend, da es fir den intralumenalen Vesikel-
aufbau zustandig ist. In anderen Fallen sind zwei AAA-Abbau Maschinen im
Bereich der Biogenese von Organellen beteiligt. PEX1 und PEX6 sind in den
Rekrutierungsprozess peroxisomaler Matrixproteine eingebunden. Viele dieser
Proteine besitzen eine Peroxisomen-Zielsequenz (PTS), an die ein Rezeptor
bindet. PEX1 und PEX6 bilden einen Komplex, welcher fur den Ricktransport des
PTS-Rezeptor Komplexes zum Zytosol erforderlich ist. Damit steht der Rezeptor
fir weitere Importvorgange zur Verfligung (Platta, Grunau et al. 2005).

I1.2.2.2 Qualitdtskontrolle

Zahlreiche AAA-Proteine sind bei der Regulation von Entfaltungs-, Rlickfaltungs-
oder proteolytischen-Prozessen beteiligt. Dies betrifft Proteine, die entweder
geschadigt sind, fir den Abbau markiert wurden oder posttranslational modifi-
ziert werden mussen. Einige AAA-Proteine fungieren sogar als Chaperone.
Beispielsweise dissoziiert ClpB, das zur Clp/Hsp 100 Familie gehért, Polypeptide
aus Aggregate. AnschlieBend werden die Peptide entfaltet, so dass sie mit Co-
Chaperonen, beispielsweise dem DnaK-Komplex interagieren kdénnen, um eine
Rickfaltung zu erhalten (Goloubinoff, Mogk et al. 1999). Weitere Mitglieder der-
selben Gruppe, CIpA und ClpX, binden an die ringférmige Protease ClpP. Diese
AAA-Proteine entfalten Proteinkomplexe indem sie ihre Substrate durch die
zentrale Pore in die Protease hinein bewegen. Eine derartige Kombination aus
Entfaltungseinheit und Protease stellt sicher, dass nur von CIpA und ClpX
erkannte Substrate degradiert werden kdnnen (Hoskins, Pak et al. 1998; Kim,
Burton et al. 2000). Auf demselben Weg erhalten AAA-Proteine, welche die
Kappen des 26S Proteasoms bilden, Zutritt zur proteolytisch aktiven Einheit
(Glickman, Rubin et al. 1998). Die innere mitochondriale Membran beherbergt
zwei Proteasen, die aufgrund ihrer Eigenschaften einzigartig sind. In diesem Fall
sind die AAA- und Peptidase-Domanen auf der gleichen Polypeptidkette zu
finden. Diese nahe miteinander verwandten Proteasen unterscheiden sich
allerdings deutlich in ihrer Topologie: die m-AAA Protease zeigt in die Richtung
der Matrix wahrend die i-AAA Protease zum intermembranen Raum gerichtet ist.
Zusatzlich zu ihrer Funktion als Schneidewerkzeuge flir mitochondriale Proteine
sind sie auch im Bereich der Qualitatskontrolle beteiligt. So werden respirato-
rische Kettenkomplexe Uberprift und nicht assemblierte Membranproteine
abgebaut. Die m-AAA Protease besteht aus zwei AAA-Proteinen, Paraplegin und
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AFG3L2 (Casari, De Fusco et al. 1998; Banfi, Bassi et al. 1999). Fur die
Entwicklung zahlreicher wichtiger mitochondrialer Proteine, wie zum Beispiel
OPA1, ist eine posttranslationale Modifikation durch die Protease erforderlich
(Ishihara, Fujita et al. 2006). Paraplegin kann auch durch Membran-Dislokation
die Entwicklung von Proteinen kontrollieren. Dies geschieht sogar haufiger als
Uber den alternativen Weg der Proteolyse. Es konnte gezeigt werden, dass
Paraplegin die Cytochrom-C-Peroxidase in der Membran korrekt positionieren
kann (Tatsuta, Augustin et al. 2007). Dort findet eine intramembrane
Modifikation statt, die durch eine weitere Protease durchgeflihrt wird. Die
mitochondriale i-AAA Protease besteht ebenfalls aus einem AAA-Protein, YMEIL1,
das zur Homooligomerisation befahigt ist (Coppola, Pizzigoni et al. 2000). Diese
Protease erflllt eine Funktion in der Translokation der Polynukleotid-Phospho-
rylase in den intermembranen Bereich (Rainey, Glavin et al. 2006). Ein weiteres
AAA-Protein, das p97/Valosin-enthaltende Protein (VPC), ist im Bereich der
Qualitatskontrolle tatig. Um sicherzustellen, dass ausschlieBlich richtig gefaltete
Proteine in den sekretorischen Signalweg eingespeist werden, erfolgt die
Aussonderung fehlgefalteter Proteine aus dem ER. Diese werden mit zahlreichen
Ubiquitinen markiert, so dass schlieBlich ein Abbau durch Proteasomen erfolgt
(Ye, Meyer et al. 2001). P97/VCP enthalt eine Ubiquitin-Bindedomane und liefert
fir einige Substrate die treibende Kraft fir Membran-Dislokationen. P97/VCP
Ubernimmt weiterhin Funktionen in der Aufrechterhaltung des ERs und der Re-
Assemblierung des Golgi-Apparates nach der Mitose (Latterich, Frohlich et al.
1995; Rabouille, Levine et al. 1995; Hetzer, Meyer et al. 2001). P97/VCP
realisiert diese unterschiedlichen Funktionen durch die Interaktion mit einer
Reihe von Adapter-Proteinen (Ye 2006). Im Zuge des Abbaus im endoplasma-
tischen Retikulum bildet p97/VCP einen Komplex mit Ufdl und Npl4, wahrend es
fir die Membranfusion mit p47 interagiert (Latterich, Frohlich et al. 1995;
Rabouille, Levine et al. 1995; Ye, Meyer et al. 2001).

S SNARE-Monomere
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Abbildung II. 3: AAA-Proteine verwenden dhnliche Mechanismen um
unterschiedliche Funktionen innerhalb der Zelle auszuiiben.

(A) Recycling. NSF ist in den Abbauprozess des Coiled-Coil SNARE-Komplexes involviert,
welcher durch Vesikel-Fusion entsteht. Aus dem Komplex entfernte SNAREs stehen fir
weitere Fusionszyklen zur Verfligung.

(Abbildung modifiziert nach Winter, Chen et al. 2009)

(B) Qualitatskontrolle. Bestimmte AAA-Proteine, beispielsweise ClpX, entfalten Proteine
und fiihren diese einer assoziierten Protease zu.

(Abbildung modifiziert nach Maillard, Chistol et al. 2011)

I1.2.2.3 Mikrotubuli-assoziierte AAA-Proteine

Eines der am besten untersuchten AAA-Proteine ist das cytoplasmatische Dynein.
Dynein ist ein zum Mikrotubulus Minus-Ende gerichtetes Protein, welches zahl-
reiche zelluldre Bestandteile transportiert und unterschiedlichste Prozesse,
darunter Transport von Vesikeln und Organellen, Aufrechterhaltung des Golgi-
Apparates und Orientierung der Mitosespindel, ermdéglicht (Schroer, Steuer et al.
1989; Corthesy-Theulaz, Pauloin et al. 1992; Li, Yeh et al. 1993). Die schwere
Kette von Dynein ist ein untypisches AAA-Protein, da seine sechs Untereinheiten
auf einem einzigen Polypetid zusammengefasst sind. Zudem ist ungewdhnlich,
dass nur vier der sechs AAA-Domanen eine Walker A Konsensus-Sequenz
besitzen, die fiur Nukleotidbindung erforderlich ist (Hattendorf und Lindquist
2002). Dynein bindet mit seinem ,Stiel®, der zwischen der vierten und filinften
Domane lokalisiert ist, unter Einfluss von ATP an Mikrotubuli (Goodenough und
Heuser 1984; Gee, Heuser et al. 1997; Koonce und Tikhonenko 2000). Der N-
terminale Bereich der schweren Kette, der als ,Stamm" bezeichnet wird, bindet
zahlreiche akzessorische Proteine (Habura, Tikhonenko et al. 1999; Tynan, Gee
et al. 2000). Bewegungen in ,Stamm", ,Ring" und ,Stiel® generieren einen
Kraftschlag, der Dynein zur Fortbewegung befahigt (Oiwa und Sakakibara 2005).
Im Wesentlichen wurde dies durch die Kristallstruktur bestatigt (Carter, Cho et
al. 2011; Kon, Oyama et al. 2012). Eine weitere wichtige Gruppe Mikrotubuli-
assoziierter Proteine stellen die bereits vorgestellten Severing-Proteine mit den
Vertretern Spastin, Katanin und Fidgetin dar.
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II1.2.3 Modelle fur die Koordination der
Untereinheiten

Da AAA-Oligomere mehrere ATPase-Domanen beinhalten, stellt sich die Frage,
auf welche Weise die ATP-Hydrolyse zwischen den Untereinheiten koordiniert ist.
Eine Mdglichkeit besteht darin, dass eine zirkuldre Struktur AAA-Proteine dazu
befahigt, als rotierende Motoren zu arbeiten. Diese zeigen der Ringstruktur
entlang sequentielle ATP-Hydrolyse, wodurch das Substrat tiefer in die Pore
beférdert wird (Mancini, Kainov et al. 2004). Allerdings sind auch andere
Varianten der ATP-Hydrolyse madglich, die eine konzertierte Hydrolyse in allen
Untereinheiten zeigen. Zusatzlich ist zu bedenken, dass sich nicht alle in einem
Hexamer lokalisierten ATP-gebundenen Untereinheiten im selben Stadium des
Hydrolysezyklus befinden mussen (Hersch, Burton et al. 2005). Martin et al.
konnten durch die Fusion von sechs Monomerengenen ATP-Hydrolyse im
Hexamer untersuchen. Sie zeigten, dass ClpX fiir die Translokationsaktivitat
lediglich ein Monomer mit ATPase-Aktivitat erfordert. Flr den Fall, dass mehrere
aktive Monomere zur Verfligung standen, konnten diese fir die Ausfihrung der
Funktion eine beliebige Stelle innerhalb des Rings einnehmen. Dies ist ein
Indikator dafur, dass ClpX hinsichtlich der ATP-Hydrolyse weniger eine organi-
sierte als vielmehr eine unkoordinierte Aktivitdt der Untereinheiten favorisiert.
Dies ist fUr Proteine mit vielen unterschiedlichen Substraten vorteilhaft. Sobald
ein Monomer mit dem entsprechenden Substrat in Kontakt tritt, wird ATP-
Hydrolyse induziert, wodurch die Anzahl unproduktiver Hydrolyseschritte limitiert
wird (Martin, Baker et al. 2005). Doyle et al. haben fir ClpB und Hsp104 ATP-
Hydrolyse in unterschiedlichen Untereinheiten der Ringstruktur analysiert. Es
wurde gezeigt, dass durch die Bindung des ATP-yS an ATP-Bindestellen - was
eine Verlangsamung der Hydrolyse zur Folge hat — ClpB und Hsp104 unabhangig
von Chaperonen arbeiten kénnen, die sie unter normalen Bedingungen bendétigen
wirden. Die Autoren interpretieren das Ergebnis folgendermaBen: der Vorgang
illustriert den Unterschied zwischen dem Festhalten eines Substrats, welches
ATP-Bindung erfordert und Entfaltung, die ATP-Hydrolyse bendtigt. Womdglich
erlaubt die Bindung von ATP-yS die Kopplung eines Substrats ohne die
Unterstltzung eines Chaperons (Doyle, Shorter et al. 2007).
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I1.2.4 Regulation der AAA-Proteine:
Adapter-Proteine

Alle AAA-Proteine besitzen Domanen ausserhalb der AAA-Region, die flr ihre
zellulare Funktion entscheidend sind. Betrachtet man die Gemeinsamkeiten der
AAA-Proteine so stellt sich die Frage, wie diese funktionelle Spezifitat erlangen
kénnen. Die Antwort dieser Frage liegt hdchstwahrscheinlich in ihrer kaum
konservierten N-terminalen Domane, die fir die Interaktion mit Adapter-
Proteinen Verwendung findet. So bindet Spastin Uber seine N-terminale Domane
an Atlastin, welches Spastin zum Golgi-Apparat lokalisiert (Evans, Keller et al.
2006). Vps4 bewegt sich durch die Interaktion mit CHMP1B/Did2 zu den
Endosomen. Der AAA-Komplex reguliert zudem die Dissoziation des ESCRT-III-
Komplexes (Nickerson, West et al. 2006; Zhang, Rogers et al. 2007). Dynein
stellt ein AAA-Protein dar, welches mit einer Vielzahl von Adapter-Proteinen
wechselwirkt. Zusatzlich zur Interaktion der schweren Kette mit anderen Ketten
zeigt Dynein auch Wechselwirkungen mit Dynactin, LIS1 und einer groBen
Anzahl weiterer Proteine. Dadurch wird gewahrleistet, dass seine zahlreichen
zellbiologischen Funktionen adaquat ausgetlibt werden kénnen (Collins und Vallee
1989; Hirokawa, Sato-Yoshitake et al. 1990; Holzbaur, Hammarback et al. 1991;
Faulkner, Dujardin et al. 2000; Smith, Niethammer et al. 2000). Zudem wurden
Adaptoren gefunden, die durch Bindung an einmalig auftretenden Stellen
innerhalb der AAA-Domane die ATPase-Aktivitat regulieren kénnen. In Hefe
bindet Vtal an die Vps4-B-Domane und stabilisiert dadurch das Vps4-Oligomer
(Azmi, Davies et al. 2006; Zhang, Rogers et al. 2007). Diese erhdhte Stabilitat
stimuliert die ATPase-Aktivitéat von Vps4. Umgekehrt wirkt sich in vivo der
Verlust von Vtal negativ auf die Vps4-Funktion aus (Azmi, Davies et al. 2006;
Lottridge, Flannery et al. 2006). Cdc48, das Hefe-Homolog zu p97/VCP, bindet
Uber seine D2-Domane an die zwei Adaptoren Ufd2 und Ufd3. Diese konkurrieren
um die gleiche Bindestelle in Cdc48 und besitzen entgegengesetzte Aktivitaten.
Wadahrend Ufd2 durch das Anhangen von Ubiquitin-Resten den Abbau-Prozess
fordert, verhindert Ufd3 die Degradation (Rumpf und Jentsch 2006).

II1.2.5 AAA-Proteine und Krankheiten

Die wichtige Rolle der AAA-Proteine in zelluldren Arbeitsablaufen zeigt sich
anhand der groBen Anzahl unterschiedlicher Krankheiten, die sich durch
Funktionsstérungen innerhalb der AAA-Proteine auspragen kdnnen. Der erste
Krankheitstypus, welcher durch AAA-Mutanten hervorgerufen wird, betrifft Pro-
zesse innerhalb des Entwicklungsstadiums. Die Auswirkungen sind gravierend
und treten bereits im Kindesalter auf. Wahrend fur zytoplasmatisches Dynein
beim Menschen bisher wenige genetische Krankheiten gefunden wurden (Harms,
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Ori-McKenney et al. 2012), verursacht eine Mutation im stark verwandten
axonemalen Dynein Ziliendyskinesie (Olbrich, Haffner et al. 2002). Drei Proteine,
die in die Assemblierung von Organellen involviert sind, fihren bei Fehlfunktion
ebenfalls zu Erkrankungen. Sowohl PEX1 als auch PEX6 sind flir den
Proteinimport in die Matrix der Peroxisomen beteiligt. Ihr Funktionsverlust fuhrt
zum Zellweger-Syndrom, das im Sauglings- oder Kindesalter zu gravierenden
Fehlfunktionen in zahlreichen Organen fihrt (Fukuda, Shimozawa et al. 1996;
Yahraus, Braverman et al. 1996; Portsteffen, Beyer et al. 1997; Reuber,
Germain-Lee et al. 1997). Mutationen in BCS1L, ein Chaperon das fur den
Aufbau von Komplex-III in Mitochondrien bendtigt wird, fluhrt zu drei
unterschiedlichen autosomal-rezessiven Krankheitsbildern. Diese Krankheiten,
bezeichnet als Komplex III-Defizienz, GRACILE-Syndrom und Bjornstad-Syn-
drom, beinhalten organische Anomalien und fuhren im Kindesalter haufig zum
Tod. Wahrend Nonsense- und Frameshift-Mutationen in allen drei Phanotypen
registriert wurden, besitzen Patienten mit dem abgeschwachten Bjornstad-
Syndrom zumindest ein Allel, das teilweise funktionsfahig ist. Mutationen in der
AAA-Domane, die flr das Auftreten des GRACILE-Syndroms und der Komplex
ITI-Defizienz verantwortlich sind, befinden sich an Stellen, welche mit ATP und
Magnesium interagieren. Im Gegensatz dazu verlagern sich Mutationen, die das
Bjornstad-Syndrom auslésen kénnen, an auBere Regionen der AAA-Domadne,
wodurch  Protein-Protein-Interaktionen  wahrscheinlich  verhindert werden
(Hinson, Fantin et al. 2007). Der zweite Krankheitstypus, der durch Mutationen
in AAA-Proteinen hervorgerufen wird, betrifft primar das neuronale System. Eine
Mutation im TOR1A-Lokus flhrt zur Inhibition der Ausbildung des TorsinA
Proteins und resultiert in einer Torsions-Dystonie. Diese Krankheit tritt im
Kindesalter auf und ist durch krankhafte Drehbewegungen gekennzeichnet
(Ozelius, Hewett et al. 1997). TorsinA ist ein peripheres Membranprotein, das im
Lumen des endoplasmatischen Retikulums und in der Kernpore gefunden wurde
(Kustedjo, Bracey et al. 2000; Liu, Zolkiewska et al. 2003). Seine Funktion
wurde bisher nur sehr vage charakterisiert. Im ATP-gebundenen Zustand ist
TorsinA in der Kernhtlle lokalisiert, so dass davon ausgegangen wird, dass sein
Substrat in diesem Areal angelagert ist (Naismith, Heuser et al. 2004). Die
mutierte Version (AE302/3) flhrt in der Kernhille zu destruktiven Vorgangen
(Goodchild und Dauer 2004). Zwei homologe Transmembran-Proteine wurden
identifiziert, die mit TorsinA interagieren. Es handelt sich dabei um das Lamina-
Polypeptid 1, das in der Kernhille ansassig ist sowie um LULL1 im
endoplasmatischen Retikulum. Beide Versionen stellen potentielle Substrate fir
TorsinA dar (Goodchild und Dauer 2005).

Zwei Formen von hereditarer spastischer Paraplegie werden durch veranderte
AAA-Proteine verursacht. Bei Patienten treten dabei fortschreitende Degene-
rationserscheinungen an Axonen spinaler Neuronen auf. Dadurch kommt es zu
gravierenden Lahmungserscheinungen. HSP wird durch Mutation oder Deletion
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des Spastin-Gens hervorgerufen (Casari, De Fusco et al. 1998; Hazan,
Fonknechten et al. 1999). Spastin besitzt eine Funktion in der mitotischen
Spindel, seine primdre Funktion liegt aber in der Bildung von nicht-zentro-
somalen Mikrotubuli, die flir den Erhalt spezialisierter axonemaler Mikrotubuli-
Felder essentiell sind (Baas und Joshi 1992). Mutationen in Paraplegin, eine
Untereinheit der mitochondrialen m-AAA ATPase, flihrt ebenfalls zu HSP. Es
konnte gezeigt werden, dass Paraplegin fir zwei Funktionen erforderlich ist, die
bei Ausfall zur Degeneration von Axonen fihren. Paraplegin erflllt eine wichtige
Funktion in der Qualitatskontrolle und sichert die Aufrechterhaltung der
respiratorischen Funktionsfahigkeit (Rugarli und Langer 2006). Neuere Studien
haben gezeigt, dass Paraplegin eine zusatzliche Funktion im respiratorischen
Bereich Ubernimmt. Es ist in der Lage mitochondriale Zielsequenzen zu schnei-
den. Dies betrifft beispielsweise MrpL32, eine Untereinheit mitochondrialer
Ribosomen. Somit wird Paraplegin fir den korrekten Aufbau von Ribosomen
bendtigt (Nolden, Ehses et al. 2005). Ein weiterer Typus von Neurodegeneration
wird durch Mutationen in p97/VCP hervorgerufen. Die Krankheit duBert sich
durch eine Inclusion-Body Myopathie in Kombination mit einer Paget-
Knochenkrankheit und fronttemporaler Demenz (IBMPFD) (Watts, Wymer et al.
2004). Die meisten zur IBMPFD flihrenden Mutationen in p97/VCP befinden sich
in der N-terminalen Ubiquitin-Bindedomane und eine dieser Mutationen
beeinflusst ERAD (Weihl, Dalal et al. 2006). Dieser degenerative Prozess erfolgt
Uber einen Sighalweg, der mit dem endoplasmatischen Retikulum (ERAD)
assoziiert ist. Die Beobachtungen deuten darauf hin, dass p97/VCP Stdérungs-
prozesse in ERAD initiieren kann. Ein derartig beeinflusster ERAD-Signalweg
kdnnte zu aggregierten und fehlgefalteten Proteinen flihren, wodurch degenera-
tive Prozesse eingeleitet werden.

I1.3 Hereditare spastische Paraplegie
(HSP)

II1.3.1 Klinisches Bild

Der Name ,hereditare spastische Paraplegie® bezeichnet eine Gruppe seltener,
genetisch und klinisch heterogener Erkrankungen, die durch Degeneration der
langen Axone des Cortikospinaltrakts gekennzeichnet ist (McDermott, White et
al. 2000). Es kénnen zwei klinische Formen von HSP unterschieden werden. Im
Fall der reinen oder unkomplizierten Variante beschranken sich die Symptome
auf die unteren Extremitaten. Die komplizierte Form wird dagegen von
neurologischen Symptomen, wie Epilepsie, Demenz sowie Taubheit begleitet
(Reid 1999). Die Erbgange kdénnen bei beiden Formen sowohl autosomal-
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rezessiv, autosomal-dominant als auch X-chromosomal gebunden sein (Harding
1981). Dabei stellt die autosomal-dominante HSP mit 70 bis 80 Prozent den
groBten Anteil an Erkrankungen. Wesentlich seltener kommt dagegen die auto-
somal-rezessive HSP mit einem Anteil von 20 Prozent vor. Die X-chromosomal
rezessive Form tritt nur in Einzelféllen auf. Fur die hereditére spastische
Paraplegie sind mehr als 40 Genloci bekannt (Klebe, Azzedine et al. 2006).

II1.3.2 Autosomal-dominante HSP

Bei der autosomal-dominanten HSP handelt es sich um eine genetisch stark
heterogene Form. 13 unterschiedliche Loci konnten bisher beschrieben werden,
die fur die Entstehung der autosomal-rezessiven HSP verantwortlich sind. SPG3
(Hazan, Lamy et al. 1993), SPG4 (Hazan, Fontaine et al. 1994), SPG6 (Rainier,
Chai et al. 2003), SPGS8 (Hedera, Rainier et al. 1999), SPG9 (Reid, Dearlove et
al. 1999), SPG10 (Wharton, McDermott et al. 2003), SPG12 (Reid, Dearlove et
al. 2000), SPG13 (Fontaine, Davoine et al. 2000), SPG17 (Patel, Hart et al.
2001), SPG19 (Valente, Brancati et al. 2002), SPG29 (Orlacchio, Kawarai et al.
2005), SPG31 (Zuchner, Kail et al. 2006) und SPG33 (Mannan, Krawen et al.
2006). SPG3 codiert flr Atlastin, das als GTPase in der Familie der Dynamine
fungiert. Das Genprodukt von SPG4 ist Spastin. Studien haben gezeigt, dass
Spastin mit Atlastin interagieren kann. (Mannan, Krawen et al. 2006). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass SPG6 flir einen Magnesium-Transporter (NIPA1)
codiert (Goytain, Hines et al. 2007). Das Genprodukt von SPG10 stellt das
Protein KIF5A dar (Ebbing, Mann et al. 2008), welches in der schweren Kette von
Kinesin vorkommt und Aufgaben im axonalen Transportprozess wahrnimmt (Reid
2003). Das mitochondriale Chaperonin Cpn60 ist das Genprodukt von SPG13
(Hansen, Durr et al. 2002). Hazan et al. konnten 1999 das SPG4-Gen isolieren
und durch Analysen feststellen, dass bei Patienten mit autosomal-dominanter
Paraplegie Mutationen in diesem Gen manifestiert waren (Hazan, Fonknechten et
al. 1999). In der Regel treten durch mutagene Prozesse im SPG4-Gen
unkomplizierte Formen der HSP auf. Die anderen Varianten der autosomal-
dominanten HSP sind schwacher frequentiert und bewegen sich im Bereich von
weniger als zehn Prozent. Hinsichtlich dieser Loci tritt, analog zu SPG4, jeweils
eine unkomplizierte Form der HSP auf. SPG9 bildet dabei eine Ausnahme im
Krankheitsbild, da es in diesem speziellen Fall zur Entwicklung einer
komplizierten Form der HSP kommt. Diese ist gekennzeichnet durch Katarakt,
Entwicklungsverzégerung, Kleinwuchs und Skelettanomalien (Reid 1999).
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II1.3.3 Autosomal-rezessive HSP

Bisher konnten 15 Loci flr die autosomal-rezessive Form der HSP in Verbindung
gebracht werden. Zu ihnen gehéren SPG5 (Hentati, Pericak-Vance et al. 1994),
SPG7 (Casari, De Fusco et al. 1998), SPG11 (Fink, Wu et al. 1995), SPG14
(Vazza, Zortea et al. 2000), SPG15 (Hughes, Byrne et al. 2001), SPG20 (Patel,
Cross et al. 2002), SPG21 (Simpson, Cross et al. 2003), SPG23 (Blumen, Bevan
et al. 2003), SPG24 (Hodgkinson, Bohlega et al. 2002), SPG25 (Zortea, Vettori
et al. 2002), SPG26 (Wilkinson, Simpson et al. 2005), SPG27 (Meijer, Cossette
et al. 2004), SPG28 (Bouslam, Benomar et al. 2005), SPG30 (Hazan, Lamy et al.
1993). 1998 konnten Casari et al. das Gen SGP7 isolieren (Casari, De Fusco et
al. 1998). Die genomische Struktur dieses Gens wurde durch Settasatian et al.
beschrieben (Settasatian, Whitmore et al. 1999). SPG7 enthalt 17 Exons und
umfasst eine Region von etwa 52 kb. Das Genprodukt stellt Paraplegin, ein
Mitglied der AAA-Proteinfamilie, dar. Dieses Protein ist in den Mitochondrien
lokalisiert. Mutationen in SPG7 kdnnen neben einer unkomplizierten auch eine
komplizierte HSP zur Folge haben. Mutationsanalysen bei Familienmitgliedern mit
autosomal-rezessiver HSP haben jedoch gezeigt, dass nur in wenigen Fallen
Mutationen im SPG7-Gen nachgewiesen werden konnten (Casari, De Fusco et al.
1998).

I1.3.4 X-gebundene HSP

Im Fall der x-gebundenen HSP konnten bisher drei verantwortliche Loci
identifiziert werden. Mutationen im Gen L1-CAM (Neural Cell Adhesion Molecule
L1) in SPG1 verursachen eine komplizierte Form der HSP, welche durch mentale
Retardierung charakterisiert ist. Diverse Mutationen im gleichen Gen kdnnen
sowohl zur Auspragung des x-gebundenen ,Wasserkopfs" als auch zur
Entstehung des MASA-Syndroms fluhren (mentale Schwachung, Aphasie,
schleppende Gangart, Arthrogryposis) (Jouet, Moncla et al. 1995). Durch
Mutationen im PLP-Gen (Myelin-Proteolipidprotein) in SPG2 kann neben einer
komplizierten Form auch eine unkomplizierte Form der HSP entwickelt werden.
Weiterhin kann in seltenen Fallen das Pelizaeus-Merzbacher-Syndrom, eine
seltene Myelinisierungsstérung des zentralen Nervensystems, auftreten
(Saugier-Veber, Munnich et al. 1994). Der dritte Locus betrifft das SPG16-Gen,
auf dem eine NOR-Insertion (Nucleolus Organizer Region) beschrieben wurde
(Tamagaki, Shima et al. 2000). Die Autoren gehen davon aus, dass diese
Insertion ein noch unbekanntes Gen zerstdrt, und so die Entwicklung einer
komplizierten Form der HSP einleitet.
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I1.4 Mikrotubuli

II1.4.1 Aufbau von Mikrotubuli

Mikrotubuli (MT) sind die wichtigsten dynamischen Strukturkomponenten in
eukaryotischen Zellen. Sie spielen fir eine Vielzahl von zelluldren Prozessen eine
entscheidende Rolle. Wahrend der Zellteilung bilden Mikrotubuli die mitotische
Spindel und organisieren die raumliche Verteilung der Chromosomen (Karsenti
und Vernos 2001). Sie stellen die bedeutendsten strukturellen Komponenten in
Cilien und Flagellen dar, welche die Zellen zur Bewegung befahigen (Scholey
2003). Zudem fungieren Mikrotubuli als Leitschienen, auf denen Motorproteine
wie Kinesin und Dynein ihre Fracht, beispielweise Organellen, transportieren
(Hirokawa 1998). Auf gleiche Art und Weise fungieren Mikrotubuli innerhalb
eines Neuronen-Axons als Bahnen fur den Transport diverser Frachten an unter-
schiedliche Zellorte (Hirokawa und Takemura 2005). Mikrotubuli sind zudem in
den granuldren Transport in Pigmentzellen involviert (Rodionov, Gyoeva et al.
1991). Mikrotubuli stellen Polymere aus Tubulin-Einheiten dar, die aus zwei
unterschiedlichen globuldaren Untereinheiten bestehen (Desai und Mitchison
1997; Nogales 2001). Dabei unterscheidet man zwischen a- und B-Tubulin. Fir
die Ausbildung langer Strukturen verbinden sich die Heterodimere in 8 nm Inter-
vallen Kopf-an-Schwanz, wodurch sogenannte Protofilamente entstehen
(Nogales, Wolf et al. 1998). In diesen Filamenten folgt einem a-Tubulin stets ein
B-Tubulin Element. Innerhalb der meisten Mikrotubuli assoziieren 13 Proto-
filamente zu einer hohlen zylindrischen Struktur mit einem Durchmesser von 25
nm. Diese Polymerstruktur der Mikrotubuli wurde erstmals in den 1950er Jahren
mit Hilfe eines Elektronenmikroskops beobachtet. Durch die parallele Anordnung
aller Heterodimere entsteht eine strukturelle Polaritat des Mikrotubulus
(Mitchison und Kirschner 1984). Die zelluldren Funktionen der Mikrotubuli sind
sehr eng mit ihrem polaren Charakter verbunden. Beispielsweise ist die Polaritat
entscheidend fir die Fahigkeit eines Motorproteins, in einem gerichteten Prozess
an ein spezifisches Ende des Polymers zu wandern. Die Polaritdt ist auch
hinsichtlich der unterschiedlich ausgepragten Dynamik der beiden Mikrotubulus-
Enden wichtig. Am Mikrotubulus Ende mit langsamerer Polymerisationsrate, auch
als Minus-Ende bezeichnet, sind a-Tubulin Einheiten exponiert. Am schneller
polymerisierenden Ende, dem Plus-Ende, sind dagegen B-Tubulin Elemente
angeordnet. 1998 wurde die 3D-Struktur des Tubulin-Heterodimers durch
Elektronen-Kristallographie mit einer Auflésung von 3.7 A bestimmt (Nogales,
Whittaker et al. 1999). a- und B-Tubulin sind ahnliche Proteine und zeigen eine
50%ige Homologie bezlglich ihrer Aminosaurensequenz (Burns 1991).
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Abbildung II. 4: Struktur eines Mikrotubulus.

(A) Durch Kopf-Schwanz-Interaktionen entstehen lineare Protofilamente. 13 Protofilamente
assoziieren lateral und bilden eine hohle zylindrische Struktur, den Mikrotubulus.

(B) Bander-Modell des Tubulin-Dimers. Zu sehen ist ein Heterodimer, das aus a-Tubulin (blau)
und B-Tubulin (griin) zusammengesetzt ist. GTP-Moleklile sind in roter Farbe dargestellt (PDB
Eintrag: 1tub).

I1.4.2 Dynamische Instabilitat der Mikrotubuli

Mikrotubuli sind aufgrund des stetigen Wechsels zwischen Polymerisation
(Wachstum) und Depolymerisation (Schrumpfen) hochgradig dynamische Struk-
turen. Diese dynamische Eigenschaft wird durch den Term ,dynamische Instabili-
tat" ausgedriickt (Mitchison und Kirschner 1984). Die Energie flir die Reali-
sierung der dynamischen Instabilitat stammt aus der Hydrolyse von Guanosin-
Triphosphat (GTP). Tubulin stellt eine GTPase dar, deren Aktivitat durch
Polymerisation stimuliert wird. Das durch Hydrolyse entstandene Guanosin-
Diphosphat (GDP) wird im Polymerfilament nicht ausgetauscht und verbleibt
somit in der GDP-Form. Im Gegensatz dazu bleibt das von der a-Untereinheit
gebundene GTP im Heterodimer gefangen und kann nicht hydrolysiert werden.
GTP-Hydrolyse und Austausch finden somit ausschlieBlich in der B-Untereinheit
von Tubulin statt. Die kinetischen Eigenschaften von GTP- und GDP-Tubulin
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unterscheiden sich. GDP-Tubulin neigt zur Depolymerisation. Da sich Tubulin nur
im GTP-gebundenen Status an beide Enden des Mikrotubulus anheften kann,
befindet sich am Plus-Ende (B-Tubulin) normalerweise eine GTP-Tubulin Kappe.
Diese GTP-Kappe schitzt den Mikrotubulus vor dem Zerfall. Sobald die Hydrolyse
von GTP die Spitze des Mikrotubulus erreicht hat, erfolgt eine plétzliche und sehr
rasche Depolymerisationsphase. Dieser Vorgang wird auch als ,Katastrophe"
bezeichnet. Neben der ,Katastrophe" gibt es zudem eine , Rettung", die eintritt,
wenn zahlreiche GTP-Tubulin Einheiten an die Spitze des Mikrotubulus gekoppelt
werden. Dadurch entsteht eine neue Schutzkappe, welche die Depolymerisation
inhibiert. Beide Phasen, "“Katastrophe" und ,Rettung" sind essentielle
Bestandteile der ,dynamischen Instabilitat" (Inoue und Salmon 1995). Das Plus-
Ende des Mikrotubulus zeigt im Vergleich zum Minus-Ende eine erhdhte
Polymerisationsrate. Zusatzlich treten am Plus-Ende mehr ,Katastrophen®-
Ereignisse auf, wahrend die ,Rettungen®™ am Minus-Ende frequentierter sind.
Somit zeigen die Plus-Enden eine hdhere Rate an dynamischer Instabilitat als die
Minus-Enden.

GDP-Tubulin GTP-Kappe GJP-TubuIin

] .. Abbildung II. 5: Dynamische
b e — % 1 Instabilitit der Mikrotubuli.
1og)

Dynamische Instabilitat ist
Polymerisation durch eine Koexistenz von
Polymerisation und Depoly-
merisation charakterisiert. Am
wachsenden MT-Ende wird das
gebundene GTP wahrend oder
kurz nach der Polymerisation
hydrolysiert. Das Mikro-
tubulus-Filament besteht
hauptsachlich aus GDP-
Tubulin. Polymerisierende MT
wechseln in die Depoly-
merisations-Phase Uber
(,Katastrophe").
Schrumpfende MT kdénnen
wieder in die Polymerisations-
phase Ubergehen (,Rettung").

Katastrophe Rettung

Depolymerisation
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I1.4.3 Regulatoren fiir die dynamische Instabilitat
der Mikrotubuli

Die dynamische Instabilitdt der Mikrotubuli wird durch MAPs reguliert, die an
Tubulin binden. Fir die Stabilisierung und Destabilisierung von Mikrotubuli sind
zwei Hauptgruppen von MAPs zustandig. Zu den stabilisierenden Versionen
gehéren MAP1, MAP2, MAP4 und tau (Vallee 1982; Tokuraku, Matsushima et al.
2003). XMAP215 aus Xenopus-Eiern konnte ebenfalls als wichtiger Regulator fur
das Wachstum am Plus-Ende des Mikrotubulus identifiziert werden (Vasquez,
Gard et al. 1994). Diese Proteine stabilisieren und férdern sowohl den Polymeri-
sationsvorgang als auch die ,,Rettung"™ oder aber inhibieren Depolymerisation und
~Katastrophen™. Einen weiteren Regulator stellt der y-Tubulin Ringkomplex (y-
TuRC) dar. Dieser Komplex fungiert als Initiator flir die Tubulin-Polymerisation
indem er MT-Nukleation férdert (Moritz, Braunfeld et al. 2000; Wiese und Zheng
2000). Studien haben gezeigt, dass die meisten an Plus-Enden bindenden
Proteine (+TIPs), darunter befinden sich CLIP (zytoplasmatisches Linker-Pro-
tein)-170 und EB1 (End-Binding 1), Wachstum am gleichen Ende beglinstigen
(Schuyler und Pellman 2001). Zu den Proteinen mit destabilisierender Funktion
gehoéren Stathmin/Oncoprotein 18 (Op18), Kin-13 (Kinesin mit eingebauter kata-
lytischer Domane), Spastin, Katanin und Fidgetin. Stathmin/Op18 interagiert mit
freiem Tubulin und verhindert den Einbau der Einheiten in den Mikrotubulus
(Cassimeris 2002). Kin-13 fordert ,Katastrophen" (Desai, Verma et al. 1999),
wahrend Spastin, Katanin und Fidgetin Tubulin-Dimere aus dem Filament
entfernen kénnen (Vale 1991; Roll-Mecak und Vale 2005) .
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Abbildung II. 6: Regulatoren der dynamischen Instabilitat.
Beispiele von Faktoren, die MT stabilisieren respektive destabilisieren. MAPs zeigen eine stabili-

sierende Wirkung, wahrend Kinesin-13, Spastin und Stathmin eine destabilisierende Funktion
ausuben.
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III Spastin-Projekt

III.1 Einleitung

III.1.1 Struktur von Spastin

Das humane Spastin-Gen codiert ein Protein, das aus insgesamt 616 Amino-
sauren aufgebaut ist. Im Folgenden wird der Aufbau von Spastin detailliert be-
schrieben:

HO'

616

I AAA-Doméane

Abbildung III. 1: Struktur von Spastin.

(A) Modell des Spastin-Hexamers und Lokalisation der Nukleotid-Bindungsstelle. Die Abbildung
zeigt eine Komposition von sechs Kopien des Spastin-Monomers (PDB-Eintrag 3B9P) mit dem ATP
gebundenen SV40-Helikase Modell (1SVM) (Guex, Peitsch et al. 2009). Alternierende Farben
(orange und gelb) zeigen die Sequenz der sechs Protomere. Der vergrdoBerte Ausschnitt illustriert
wichtige, die ATP-Binderegion flankierende Aminosauren.

(B) Schematischer Aufbau von Spastin: Startcodons (Metl, Met87), Kernlokalisationssignal (NLS),
putative Transmembrandomane (TMD), Kernexportsignal (NES), Mikrotubuli Interaktions- und
Trafficking-Domane (MIT), alternativ gespleiBtes Exon4 (Ex4), Mikrotubuli-Bindedomane (MTBD)
und AAA-Domane (AAA).

Die Struktur von Spastin kann in zwei Abschnitte gegliedert werden: der N-
terminale Bereich ist flir die Interaktion mit Mikrotubuli und Adapter-Molekilen
essentiell, der C-Terminus dagegen ermdglicht ATPase-Umsatz. Diese Einteilung
in zwei unterschiedliche Regionen ist charakteristisch flur Proteine, die der Fa-
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milie der AAA-ATPasen angehdren. Der N-terminale Bereich, der den AAA-
ATPasen grundsatzlich zur Substraterkennung dient, kann in weitere Bereiche
untergliedert werden: einer Atlastin-Bindedomane (Evans, Keller et al. 2006),
der MIT-Domane (conserved in Microtubule-Interacting and Trafficking Domain)
(Ciccarelli, Proukakis et al. 2003) und einer essentiellen Mikrotubuli-bindenden
Domane (MTBD) (White, Evans et al. 2007). Weiterhin konnten in der humanen
Spastin-Sequenz zwei Kernlokalisationssignale (NLS) (Beetz, Brodhun et al.
2004), zwei Kernexportsignale (NES) (Claudiani, Riano et al. 2005) sowie eine
Transmembrandomane (TMD) identifiziert werden. Die membrangebundene
Domane bildet vermutlich jedoch keine durch die Membran reichende Struktur
aus, sondern eine ,Haarnadelstruktur® in einer Membranhalfte (Blackstone
2012). Eine weitere Komponente stellt das Exon4-Motiv dar, das einem
alternativen SpleiBprozess unterzogen werden kann, wodurch unterschiedliche
Isoformen des Spastin-Proteins auftreten kdnnen (Svenson, Ashley-Koch et al.
2001). Spastin besitzt mit Methionin an Aminosaureposition 87 ein alternatives
Startcodon, so dass insgesamt vier Isoformen existent sind (Claudiani, Riano et
al. 2005; Mancuso und Rugarli 2008; Solowska, Morfini et al. 2008). Welches der
Startcodons flUr die Protein-Herstellung Verwendung findet, hangt dabei von
einer in Vertebraten hochkonservierten Region, der 5 -UTR (5" Untranslated
Region), ab. Mehrere durchgeflihrte Studien deuten darauf hin, dass das zweite
im Leserahmen lokalisierte Methionin (ATG) als Startcodon gewebe- und
entwicklungsspezifisch verwendet wird (Salinas, Carazo-Salas et al. 2005). Der
daraus resultierenden verklirzten Spastin-Isoform fehlen damit die ersten 86
Aminosauren, welche das Kernexportsignal sowie die Transmembrandomane
beherbergen. Die langere Isoform inklusive Kernexportsignal ist ausschlieBlich im
Zytoplasma zu finden, wahrend die kurze Variante sowohl im Zytoplasma als
auch im Zellkern vorliegt. Ein weiteres wichtiges Unterscheidungsmerkmal
zwischen den beiden Isoformen liegt in der PEST-Sequenz (Peptid-Abschnitt, der
reich an Prolinen, Glutaminen, Serinen und Threoninen ist), die ein
Degradationssignal darstellt. Da sich dieses Motiv zwischen Aminosauren 23 und
45 befindet, ist lediglich die langere Isoform mit dem Signal ausgestattet.

II1.1.2 Mutationen im Gen SPG4

Das autosomal-dominant vererbte spastische Paraplegie-Gen 4 (SPG4) konnte
1994 von Hazan et al. identifiziert werden (Hazan, Fontaine et al. 1994). 1999
folgte die Identifikation des codierten Genprodukts, Spastin. Das Gen SPG4
umfasst insgesamt 17 Exons und nimmt dabei einen Abschnitt von 90 kb ein
(Hazan, Fonknechten et al. 1999). Inzwischen sind Uber 150 Mutationen im
SPG4-Gen bekannt (Crippa, Panzeri et al. 2006). Dabei handelt es sich um
unterschiedliche mutagene Formen, darunter Insertionen, Substitutionen und
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Deletionen einzelner Basen. Deletionen kdénnen Frameshift-Mutationen
hervorrufen, Basensubstitutionen resultieren dagegen in Nonsense, Missense
oder Splice-Site Mutationen. Wahrend des Translationsprozesses erfolgt bei der
Missense-Mutation der Austausch einer Aminosaure, wodurch das Protein in
seiner Funktionsfahigkeit beeintrachtigt werden kann. Ein derartiges Phanomen
tritt bei der Mutation K388R auf (Fonknechten, Mavel et al. 2000). Aufgrund
einer Punktmutation von Adenin zu Guanin in Exon 8 des SPG4-Gens kommt es
an Position 388 zum Austausch der urspriinglichen Aminosdure Lysin (K) durch
Arginin (R). Durch diese Modifikation wird eine inaktive Spastin-Form gebildet,
die keine ATP-Moleklile mehr umsetzen kann (Evans, Gomes et al. 2005). Durch
eine Nonsense-Mutation entsteht ein zusatzliches Stoppcodon, so dass der
Translationsvorgang vorzeitig abgebrochen wird. Ist der Austausch der Basen bei
der Splice-Site Mutation im Intron-Exon Ubergangsbereich lokalisiert, so fehit
das Exon, da seine Transkription nicht ordnungsgemaB durchgefiihrt werden
kann.

III.1.3 Die Lokalisation von Spastin in der Zelle

Bezliglich der Lokalisation von endogenem Spastin wurden zahlreiche Studien
mit unterschiedlichen Ergebnissen durchgefiihrt. White, Evans et al. konnten
eine perinukledare und nukledare Lokalisation beobachten (White, Evans et al.
2007). Fur Wildtyp-Spastin konnte ein punktféormiges, perinukledares Muster
registriert werden. Dabei kommt es zu einer initialen Anreicherung am MT-
Organisationszentrum, gefolgt von der Ausbildung zytoplasmatischer Aggregate.
Im Fall von mutagenem Spastin K388R wurden lange, dicke perinukledare Blndel
beobachtet (Errico, Ballabio et al. 2002). Wahrend diverse Studien unter Einsatz
lymphoblastoider Zelllinien (LCLs) ein rein nukledres Auftreten von Spastin in
neuronalen Zellen postulieren (Charvin, Cifuentes-Diaz et al. 2003), beobachete
eine andere Gruppe das Protein an den Zentrosomen (Svenson, Kloos et al.
2005). Im menschlichen Gewebe erfolgt eine ubiquitére Expression von
endogenem Spastin mit einer besonders starken Anreicherung im Gehirnareal.
Die Analyse von postmortalem Hirngewebe brachte hervor, dass Spastin im
Hippocampus, den spinalen Motoneuronen sowie in korticalen, hippocampalen
Pyramidenzellen des zerebralen Cortex vorhanden ist (Wharton, McDermott et
al. 2003). Eine weitere Studie beschreibt die Anreicherung von Spastin in Axonen
und Synapsen bei D. melanogaster (Trotta, Orso et al. 2004). Habura et. al
beobachteten ein frequentiertes Auftreten des Proteins an Verzweigungspunkten
neuronaler Zellen und an distalen Axonen (Habura, Tikhonenko et al. 1999).
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II1.1.4 Mechanismus des Mikrotubuli-Severing
Prozesses

Severing kann ausschlieBlich unter ATP-Hydrolyse realisiert werden. Dabei sind
die hochkonservierten Bereiche, Walker A und Walker B innerhalb der AAA-
Domane fur ATP-Bindung respektive Hydrolyse, verantwortlich (Hartman and
Vale 1999; Roll-Mecak und Vale 2008). ATP-Bindung induziert Hexamerisierung
der AAA-Domane und die nachfolgende Hydrolyse leitet die Disassemblierung ein
(Hartman, Mahr et al. 1998; Hartman und Vale 1999). Einige Studien deuten auf
einen Severing-Mechanismus hin, bei dem die AAA-Domane des Severing-
Enzyms an den C-terminalen Bereich des Tubulin-Endes bindet und durch
Hydrolyse von ATP das Tubulin-Polypeptid durch die zentrale Pore des AAA-
Hexamerrings zieht. Da das Polypeptid-Substrat durch die Pore gedrangt wird,
erfolgt durch lokale Entfaltungsprozesse die Freigabe von Tubulin-Dimeren aus
dem Netzwerk. Dieses Modell wird durch folgende Daten gestuitzt:

(1) Subtilisin-behandelte Mikrotubuli kénnen weder gebunden noch abgebaut
werden (McNally und Vale 1993; Roll-Mecak und Vale 2005; White, Evans et al.
2007).

(2) Interessanterweise erfolgen am C-terminalen Tubulin-Bereich viele post-
translationale Modifikationen (Verhey und Gaertig 2007). Bestimmte Veran-
derungen, zum Beispiel Polyglutamylierung, verstarken den Severing-Prozess
(Lacroix, van Dijk et al. 2010).

(3) Mutationen in der Porenschleifen-Region verhindern Severing (White, Evans
et al. 2007; Roll-Mecak und Vale 2008). Die gleichen Mutanten sind in der Zelle
nicht mehr fahig Mikrotubuli abzubauen, kénnen jedoch weiterhin an Mikrotubuli
binden und daraus resultierend Bindelung hervorrufen (White, Evans et al.
2007).

(4) Antikérper, die gegen den C-terminalen Schwanz der Mikrotubuli gerichtet
sind, blockieren den Severing-Prozess (Roll-Mecak und Vale 2008).

2008 wurde die Kristall-Struktur von Spastin veroéffentlich (Roll-Mecak und Vale
2008). Trotz der groBen Ahnlichkeit der AAA-Doméne zu Varianten anderer
Mitglieder der Proteinfamilie stellen die Mikrotubuli-interagierende und endoso-
male-Trafficking (MIT)-Linker Domanen interessante Strukturen dar. Diese sind
zur kleineren Seite des AAA-Rings gerichtet, der sogenannten Face A. Diese
Beobachtung eréffnete den Autoren ein Modell flir das Entfernen von Tubulin-
Dimeren, bei dem Face A von Spastin zur Mikrotubulus-Oberflache zeigt. Da die
~Speichen™ Richtung Filament zeigen und daran anhaften, soll die erforderliche
Stabilisierung gewahrleistet werden. Ein Vergleich der Positionen spezifischer
Pore-Loops innerhalb der Spastin-Struktur mit denen anderer AAA-Proteinen
unterstltzt die Hypothese, dass Face A von Spastin dem Mikrotubulus-Filament
zugewandt ist. Es gibt noch zahlreiche offene Fragen hinsichtlich des Mikrotubuli-
Severing Vorgangs. Zum Beispiel ist bisher nicht bekannt, wie Severing-Enzyme
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ganz exakt an Mikrotubuli binden. Sie kdnnten flach an die Filament-Oberflache
andocken oder aber aufrecht wie ein Rad stehen. Zudem ist noch unklar, ob
Severing-Enzyme spezifische Stellen am Mikrotubulus erkennen, an denen
letztendlich geschnitten wird. Es gibt Hinweise darauf, dass Severing durch
posttranslationale Modifikationen von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs)
und Tubulin reguliert wird (McNally, Buster et al. 2002; Qiang, Yu et al. 2006).
Zahlreiche zelluldare Studien deuten darauf hin, dass posttranslationale
Modifikationen am C-terminalen Tubulin-Ende der starkste Indikator fur
Severing-Aktivitat ist (Sharma, Bryant et al. 2007; Lacroix, van Dijk et al. 2010;
Sudo und Baas 2010). Bisher wurden nur sehr wenige Untersuchungen mit
assoziierten Proteinen und posttranslational-modifiziertem Tubulin durchgefihrt,
da die rekombinante Expression von Tubulin praktisch unméglich ist. Eine
Publikation untersuchte den Effekt von Polyglutamylierungen auf die Spastin-
Aktivitat sowohl in Zellen als auch mit gereinigten Mikrotubuli in in vitro Studien.
Dabei konnte gezeigt werden, dass Spastin bevorzugt Mikrotubuli mit langen
polyglutamylierten Seitenketten am C-terminalen Schwanz schneidet (Lacroix,
van Dijk et al. 2010).

A Severing-Enzyme =

-ﬂ ¥P C-terminaler freigesetztes ﬁ v ;

Schwanz

AP P

TN WA W
- v

Abbildung III. 2: Postulierter Severing-Prozess.

Das Schneiden der Mikrotubuli erfolgt durch einen molekularen Vorgang, in dem sich das AAA-
Hexamer (griin) um den C-terminalen Schwanz (schwarze Linie) eines Tubulin-Dimers (rote Kreise)
anordnet. Durch die ATP-Hydrolyse in der AAA-Doméne erfolgt die Destabilisierung des Tubulin-
Dimers, wodurch es aus dem Filament entfernt werden kann. Die exakte Orientierung des
Hexamers auf dem Mikrotubulus ist weiterhin unbekannt. Das Hexamer kdnnte dabei (A) flach auf
dem Filament sitzen oder (B) Uber wenige Untereinheiten wie ein Rad an die Oberflache binden.

(Abbildung modifiziert nach Sharp und Ross 2012)
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II1.1.5 Zielsetzung

Spastin hat in der Wissenschaft groBes Interesse geweckt, da Mutationen im
humanen Spastin-Gen (SPG4) die haufigste Ursache flir das Auftreten der
neurodegenerativen Krankheit HSP darstellen. Da Patienten flr die Mutation
heterozygot sind, wird sowohl eine intakte, als auch eine defekte Variante des
Proteins gebildet. Prognosen, welche exakten Auswirkungen diese simultane
Expression von Wildtyp und Mutante haben, sind schwierig, weil die aktiven
homohexameren Ringstrukturen auf sehr dynamische Weise miteinander inter-
agieren und wieder zerfallen kédnnen. Deshalb ist wahrscheinlich, dass eine groBe
Anzahl an Kombinationen von Wildtyp und Mutanten-Mischungen fir den patho-
logischen Effekt verantwortlich ist. Weiterhin ist unklar, ob und in welchem
Umfang Spastin kooperatives Verhalten zeigt. Dieses Wissen ist erforderlich, um
die Auswirkungen von SPG4-Mutationen auf den Wildtyp verstehen zu kdénnen.
Deshalb sollten in dieser Studie mit Hilfe eines gekoppelten enzymatischen Tests
Inhibitionsmessungen durchgefihrt werden. Fir die Experimente sollten dabei
unterschiedliche Mischungen aus Wildtyp und einer hydrolysedefizienten Walker
B-Mutante (E442Q) (Pantakani, Swapna et al. 2008) eingesetzt werden. Durch
dieses Vorgehen sollte analysiert werden, auf welche Weise Spastin durch inak-
tive Untereinheiten in seiner Aktivitat beeinflusst wird. Weiterhin sollte Gberprift
werden, ob das Enzym Kooperativitdt und eine damit verbundene Allosterie
aufweist. Zu diesem Zweck sollten quantitative Messungen unter Einsatz
verschiedener ATP-Analoga (ATP-yS und AMPPNP) eingesetzt werden. Durch die
Methode der Rdntgenstrukturanalyse konnte die dreidimensionale Struktur von
Spastin aus D. melanogaster gelést werden. Aus den Ergebnissen konnte ein
attraktives Severing-Modell flur Spastin postuliert werden (Roll-Mecak und Vale
2008; Roll-Mecak und McNally 2010). Trotz der Strukturaufklarung gibt es nur
sehr wenige Daten, die sich auf die Interaktion des Enzyms mit seinem Substrat
und auf die Oligomerisierung von Spastin-Untereinheiten fokussieren. Deshalb
sollte in einer weiteren Studie fluoreszenzmarkiertes Spastin analysiert werden.
Mit Hilfe von TIRF-Einzelmolekilmessungen sollte der Bindevorgang und das
Bewegungsmuster des Enzyms auf dem Filament analysiert werden. Weiterhin
sollte Uberprift werden, ob spezifische Bereiche am Mikrotubulus bevorzugt
geschnitten werden, oder ob das Protein undefinierte Regionen flr den Severing-
Vorgang praferiert. Um Aussagen Uber den Oligomerisierungsgrad machen zu
kdnnen, sollten mittels Photobleaching und Cross-Linking Studien potentielle
Zwischenstufen stabilisiert und ein Modell fir die Assemblierung von Unterein-
heiten aufgestellt werden.
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III.2 Ergebnisse — Kinetik

II1.2.1 Interaktion von Spastin mit Mikrotubuli

Fur alle durchgeflihrten Experimente wurde ein verkirztes Spastin-Konstrukt
verwendet, bei dem die ersten 227 Aminosauren entfernt wurden. Das
resultierende Protein, A227-Spastin, weist eine sehr ahnliche ATPase-Aktivitat
zum Volllangenkonstrukt auf und ist somit in der Lage mit Mikrotubuli zu
interagieren und diese abzubauen (White, Evans et al. 2007). Der Vorteil der
kurzen Variante besteht darin, dass sie wesentlich besser |6slich ist als das
Volllangen-Protein, welches bei Uberexpression zur Aggregatbildung neigt.

Die Severing-Aktivitat von A227-Spastin wurde mittels TIRF und unter
Verwendung von Flusskammern analysiert. Dabei wurden fluoreszierende
Mikrotubuli Gber Anti-B-Tubulin Antikérper an das Deckglas gebunden, so dass
der Beginn des Mikrotubuli Abbauprozesses durch Wackeln des Filaments und
Entstehung von Brichen deutlich wurde. Innerhalb weniger Sekunden nach dem
Start der Reaktion entstanden Ldcher, gefolgt vom vollstéandigen Abbau des
Mikrotubulus. In erstellten Kymographen konnte ausschlieBlich Severing
beobachtet werden (siehe Punkt III.3.5). Im Vergleich zu Katanin trat somit
keine Depolymerisation auf. Fir die Quantifizierung der durchgefihrten
Severing-Messungen wurde die Zeitspanne von der ATP-Zugabe (Start der
Reaktion) bis zum Auftreten zweier deutlich voneinander getrennter
Mikrotubulus-Filamente, die durch ein Severing-Ereignis entstanden sind,
herangezogen. Das in diesen TIRF-Studien verwendete A227-Spastin zeigte
Severing-Aktivitat, wahrend die generierte E442Q-Variante aufgrund einer
Mutation im aktiven Zentrum die Fahigkeit zur ATP-Hydrolyse verloren hat und
somit kein Severing realisieren konnte (White, Evans et al. 2007; Roll-Mecak und
Vale 2008). FiUr die Quantifizierung der Spastin-Aktivitat wurde ein gekoppelter
enzymatischer ATPase-Test in An- und Abwesenheit von Mikrotubuli durchge-
fihrt. In einem ersten Schritt wurde in einer MT-Titrationsstudie die Aktivitat von
Spastin in Gegenwart von 2 mM ATP analysiert (Abbildung III.3).
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Abbildung III. 3: Abhdngigkeit der Spastin ATPase-Rate von der Mikrotubuli-
Konzentration.

Die Datenpunkte (schwarze Kreuze) wurden entweder mit dem Hill-Modell (durchgehende Linie)
oder der Michaelis-Menten Kinetik (gepunktete, graue Linie) angenahert. Die Naherungsparameter
fir die exemplarische Kurve sind ket = 2,7 £ 0,1/s, mit einem Hintergrund von Kpasa = 0,9 +
0,0/s, K” = 0,36 mM Mikrotubuli und h = 2,2 £ 0,2. Drei unabhdngige Ergebnisse lieferten einen
Mittelwert fur kst = 3,0 £ 0,2/s, K° = 0,81 mM Mikrotubuli und h = 2,2,

In Abwesenheit von Mikrotubuli lag die berechnete ATP-Hydrolyserate bei 1,1 +
0,1 ATP/s. Diese Rate erfuhr durch den Einsatz hoherer Tubulin-Konzentrationen
eine Erhéhung auf 3,0 £ 0,17 ATP/s. Die Parameter wurden aus Kurven-Fits
erhalten, weshalb die Werte leicht von den Daten aus direkten Messungen
abweichen. Die Aktivierung von Spastin durch ATP und Mikrotubuli gehorcht
dabei nicht der hyperbolischen Michaelis-Menten Kinetik, sondern zeigt einen
Hill-Koeffizienten von 2,2 + 0,4 (siehe Methoden, Gleichung 5). Die halbmaxi-
male Aktivierung wurde dabei bei 0,81 * 0,25 pM Mikrotubuli erreicht. Um
vollstdndige MT-Aktivierung gewahrleisten zu koénnen, wurden flr weitere
Experimente 2 pM Mikrotubuli eingesetzt. Die komplementdare Messreihe -
sukzessive Erhéhung der ATP-Konzentration - war in Gegenwart von Mikrotubuli
nicht mit dem Michaelis-Menten Modell konsistent. In Abwesenheit der Filamente
dominierte ein nicht-kooperatives Verhalten. Diese Aussagen konnten durch
folgende Experimente belegt werden: in Abwesenheit von Mikrotubuli betrug die
durchschnittliche ATP-Hydrolyserate 0,78 £ 0,07 ATP/s (Abbildung III.4) mit
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einer Michaelis-Menten Konstante von 0,16 £ 0,12 mM ATP (beide Werte stellen
Mittelwerte dar £ Standardabweichung, n = 4). Im gesattigten MT-Konzentra-
tionsbereich erreichte die Umsatzrate 3,83 £+ 0,14 ATP/s (n = 4).
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Abbildung III. 4: Sigmoide Abhangigkeit der ATPase-Rate in Abwesenheit von
Mikrotubuli.
Der logarithmische Plot (X-Achse = ATP-Konzentration, Y-Achse = ATP-Umsatzrate) zeigt die

Datenpunkte (schwarze Kreuze) und eine Naherung nach dem Hill-Modell (schwarze,
durchgehende Linie). Ein Vergleich der Naherung zwischen Michaelis-Menten (gepunktete, graue
Linie) und Hill-Modell mit h = 2 (grau, gepunktete Linie) zeigt, dass das nicht kooperative
Michaelis-Menten Modell die Abhangigkeit der Umsatzrate von der ATP-Konzentration &hnlich gut
beschreibt wie das kooperative Hill-Modell.

In Gegenwart von 2 pM Mikrotubuli lieferte das Hill-Modell Anndherungen, die
mit den Daten gut Ubereinstimmten (Abbildung IIL.5). Mit dem komplexeren
Adair-Modell (siehe Methoden, Gleichung 6) konnten die Daten noch besser
gefittet werden. Da jedoch =zusatzliche freie Parameter erforderlich waren,
wurden nur fur die Bedingung n = 2 (interagierende Untereinheiten) zuverlassige
Daten erhalten. Deshalb kam flr die Analyse der Daten das Hill-Modell zum
Einsatz, mit dem Vorteil, dass dieses Modell ein geringeres Limit an
interagierenden Untereinheiten akzeptiert. Unter Verwendung des Hill-Modells
lag die ATP-Aktivierungskonstante in Anwesenheit von Mikrotubuli bei (8 £ 5
uM)". Der halbmaximale Umsatz wurde bei 0,08 + 0,01 mM ATP erreicht und der
Hill-Koeffizient belief sich auf h = 2,1 £ 0,2 (n = 4). Diese Beobachtungen
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deuten auf die Existenz eines an Mikrotubuli gebundenen Zwischenprodukts mit

allosterischen Eigenschaften hin.
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Abbildung III. 5: Abhangigkeit
der ATPase-Rate von ATP.

Bild (A) zeigt einen linearen Plot
der beobachteten ATP-Umsatzrate
(schwarze Kreuze) gegen die ATP-
Konzentration. Der Kurven-Fit
(graue Linie) wurde mit Hilfe des
Hill-Modells erhalten und fihrt zu
folgenden Werten: ket = 3,9/5s,
Ki/2 = 0,09 mM und einem Hill-
Koeffizienten von h = 2,2 flr die
Beispielkurve.

Bild (B) zeigt einen halb-
logarithmischen Plot der Daten
sowie einen Vergleich der
verschiedenen Modelle (siehe
experimentelle Methoden).
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III.2.2 Einsatz von ATP-Analoga:
ATP-yS und AMPPNP

Um die Interaktion zwischen Spastin und Nukleotiden besser studieren zu
kdnnen, wurde eine Kombination aus ATP und ATP-yS eingesetzt. Letzteres
Nukleotid fungiert dabei als Inhibitor (Abbildungen III.6/II1.7). Der alleinige Ein-
satz von ATP-yS flhrte in gekoppelten enzymatischen Tests zu keinen
messbaren Hydrolyseraten. Unter den herangezogenen Bedingungen konnten
Raten bis zu 0,05/s detektiert werden, so dass ATP-yS noch langsamer durch
Spastin hydrolysiert wurde. Ohne Kooperativitdt kénnte man sich gut eine
kompetitive Inhibition vorstellen. Tatsachlich verschob der Einsatz einer
konstanten Konzentration an ATP-yS die ATP-Menge, die fir halbmaximale
Geschwindigkeit erforderlich war, signifikant: ohne Inhibitor entsprach K;, =
0,09 £ 0,07 mM ATP, dagegen 0,67 = 0,05 mM fir 0,2 mM ATP-yS und 0,86 +
0,03 fur 0,5 mM ATP-yS (Abbildung IIL.6).

4 X no ATP-yS
"o 0.2 mM ATP-yS
\w 2{
1
0.5 mM ATP-yS
0.01 0.1 1 10

Catp / MM

Abbildung III. 6: Effekt von ATP-yS.

Vergleich des logarithmischen Plots der Wildtyp ATPase-Aktivitat (schwarz, Verwendung des Hill-
Modells analog zu Abbildung III.5) mit der Hydrolyserate in Gegenwart von 0,2 und 0,5 mM ATP-
vS. Der Graph zeigt einen Anstieg der ATP-Konzentration, die fir halbmaximale Aktivierung
erforderlich ist. Zugleich sinkt in Anwesenheit von 0,5 mM ATP-yS knax um den Faktor 2,5. Die Hill-
Koeffizienten liegen bei h = 0,91 (0,2 mM ATP-yS) und 1,35 (0,5 mM ATP-yS).
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Zuséatzlich zur beobachteten Abnahme der Hydrolyseraten (3,9 = 0,2 s%/ 2,2
0,1s'/1,6 +£0,0s™) trat eine Tendenz zu geringeren Hill-Koeffizienten auf (2,2
+03/09+0,1/1,4 + 0,0). Die komplementare Studie - Messung der ATP-
Hydrolyserate bei konstanter ATP-Konzentration und Titration mit ATP-yS -
resultierte in einer starken Abnahme der Umsatzrate, die mit Hilfe eines nicht-
kompetitiven Modells bestimmt werden konnte (Abbildung III.7). Der beste Fit
lieferte einen Wert fir Kyare von 0,16 = 0,01 mM ATP, der mit den Werten Kj,,
und Ki, atevs von 0,11 £ 0,01 mM aus den direkten Messungen gut Uberein-
stimmt. Diese Beobachtungen mit ATP-yS stehen in Kontrast zu Kompetitions-
messungen, die mit dem ATP-Analogon AMPPNP durchgefihrt wurden. AMPPNP
I6ste keine Verringerung der maximalen ATP-Umsatzrate aus und fungierte somit
als kompetitiver Inhibitor (kmax = 3,9 £ 0,2 / 3,5+ 0,1/ 3,6 = 0,1/s; Ko sarp =
0,08 +£0,01/0,24 £ 0,03/ 0,40 £ 0,05 mM in Gegenwart von 0/ 0,2/ 0,5 mM
AMPPNP). Diese Resultate deuten darauf hin, dass ATP-yS Spastin in einem
Ubergangsstadium festhalt, in dem die ATP-gebundenen Untereinheiten nicht
vollstandig aktiviert sind. Es muss deutlich erwahnt werden, dass das hier
benutzte nicht-kompetitive Inhibitionsmodell nur fir den Fall glltig ist, dass ein
einzelner Inhibitor genau eine katalytische Einheit reguliert (Fersht 1984). Fur
den Fall, dass das Substrat-Analogon ATP-yS nennenswerte positive Bindungs-
kooperativitat zeigen wirde (zum Beispiel hdhere Bindungsaffinitaten flr zusatz-
liche Bindungsereignisse), ware die Form der erhaltenen Kurve abweichend und
wirde einen Hill-ahnlichen Abfall zeigen (Abbildung III.7 und Gleichungen 9a/9b
im Methodenteil).
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Abbildung III. 7: Inhibition der ATP-Umsatzrate durch ATP-yS unter Verwendung einer
konstanten ATP-Konzentration (0,5 mM).

Die beste Annaherung gelang mit einem nicht-kompetitiven Inhibitionsmodell (Gleichung 8) mit
Kmate & 145 uM und Kjarp.ys ® 180 UM (schwarze Linie). Die Annahme, dass der Inhibitor mit den
Hill-Koeffizienten von 1,5 (dunkelgrau) und 2 (hellgrau) auf kooperativem Weg bindet (Gleichung
9b), flihrte zu systematischen Fehlern. Alle durchgeflihrten Messungen wurden in Gegenwart von
2 MM Mikrotubuli durchgefiihrt (sattigende Bedingungen). Das integrierte Bild zeigt die
experimentellen Daten in Abwesenheit von Mikrotubuli. Die gendherten Werte sind: knax = 0,77 %
0,05/s fur 0 mM ATP-yS, Kuatp = 84 £ 4 pM, Kiare = 131 + 12 pM. Der Kurven-Fit extrapolierte
bei unendlicher Menge an ATP-yS gegen 0,04 £+ 0,01/s.

Die Tatsache, dass das konventionelle Modell die Werte sehr gut anndhert spricht
daflr, dass ATP-gebundene Untereinheiten durch exakt eine andere Einheit im
Hexamer beeinflusst werden. Es ist am wahrscheinlichsten, dass es sich dabei
um eine benachbarte Untereinheit handelt. Ware namlich eine der tbrigen Unter-
einheiten in der Lage, die ATP-gebundenen Untereinheiten zu beeinflussen,
wurde man eine deutlich geringere Inhibitionskonstante K;jare.ys erwarten, die
wesentlich niedriger als Ky atp ware. Die Auswertung der Daten lieferte dagegen
sehr ahnliche Werte (0,16 und 0,18 mM).
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III.2.3 Auswirkung mutierter Untereinheiten auf
die Aktivitat von Wildtyp-Spastin

Um den Einfluss mutierter Untereinheiten im Spastin-Oligomer und den domi-
nanten Phanotyp von mutiertem Protein in HSP-Patienten genauer analysieren zu
kdnnen, wurden Inhibitionsmessungen durchgeflihrt. Dabei wurden steigende
Mengen an inaktiven E442Q-Untereinheiten zu einer konstanten Konzentration
an Wildtyp-Spastin hinzugegeben. Dieses Modell wurde favorisiert, da man bei
nicht existenter Interaktion zwischen Wildtyp und Mutante stets die gleiche ATP-
Umsatzrate erwarten wiirde, selbst bei einem Uberschuss an Mutante. Die
Analyse der Daten lieferte einen Graphen mit einem starken Abfall der Steady-
State Umsatzrate. Diese Abnahme zeigt eine Abhangigkeit zum Verhaltnis
mutierter Untereinheiten/Gesamtprotein (Abbildung III.8). Die im enzymati-
schen Test erhaltenen Datenpunkte zeigen keinerlei Anzeichen fiur mdgliche
Aggregationen oder systematische Anderungen der Umsatzraten. Somit kann
aus den Ergebnissen abgeleitet werden, dass mutierte Spastin-Untereinheiten
mit dem Wildtyp interagieren kdénnen. Aktivitatstests mit gemischten Wildtyp/
Mutante-Oligomeren wurden bereits fir andere Mitglieder der AAA-ATPase
Familie, beispielsweise ClpA, ClpB und ClpX, durchgefihrt (Martin, Baker et al.
2008; Werbeck, Schlee et al. 2008; Hoskins, Doyle et al. 2009). Die
Interpretation der Ergebnisse ist jedoch sehr schwierig und kann flir andere AAA-
Enzyme abweichen. Deshalb wurden die erhaltenen Daten unter Verwendung
alternativer Modelle analysiert (Abbildung III.8).
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Abbildung III. 8: Inhibition von Wildtyp-Spastin durch die inaktive E442Q-Mutante.

Die enzymatische Aktivitdt von 5,9 - 107 M Spastin (vertikale, gestrichelte Linie) wurde mit
steigenden Konzentrationen an inaktivem Enzym gemessen. Die Datenpunkte (Kreuze) wurden mit
dem Modell gefittet, das flir Schema 2 aufgestellt wurde (Nachbar-Inhibition; schwarze Linie). Fur
Vergleiche wurden hypothetische Modelle (graue Linien) erstellt, die annehmen, dass eine, zwei
oder drei inaktive Mutanten-Untereinheiten die Aktivitdt des Hexamers auf ein basales Niveau
reduzieren (Extrapolation der Daten in den unendlichen Bereich).

Frihere Publikationen Uber Spastin schlagen eine Hexamer-Struktur flir das
aktive Enzym vor. Obwohl es umfangreiche strukturelle Daten und eine ausge-
pragte Homologie zu anderen AAA-ATPasen gibt, welche die Hexamer-These
stitzen, fehlen aussagekraftige experimentelle Daten (White, Evans et al. 2007;
Roll-Mecak und Vale 2008). Mit Hilfe der erhaltenen Daten kann noch keine
genaue Aussage dariber getroffen werden, auf welcher Oligomerisationsstufe
ATP-Hydrolyse stattfindet. Trotzdem liefert diese Arbeit ein Gerlst flr die
Aufklarung des Mechanismus. Einige Publikationen beziehen ihre Modelle auf
eine zufallsbedingte Assemblierung von Monomeren zu Hexameren (Martin,
Baker et al. 2008; Hoskins, Doyle et al. 2009). In diesem Fall beschreibt die
Binomialverteilung die Wahrscheinlichkeit fur den Einbau einer entsprechenden
Anzahl an mutierten Untereinheiten in das Hexamer (siehe Methoden, Gleichung
15). In einem Modell, das starke Kooperativitat ber den gesamten oligomeren
Ring zeigt, wirde eine bestimmte Anzahl an mutierten Untereinheiten den
Hydrolysegrad von Wildtyp-Einheiten im Hexamer auf einen basalen Wert
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reduzieren. Die erhaltenen Daten zeigen eindeutig, dass dies fur Spastin nicht
zutrifft (Abbildung IIL.8, graue Linien zeigen Inhibitionsvorgange durch 1, 2 und
3 inaktive Untereinheiten pro Hexamer). Alternativ kénnte eine lineare Aktivi-
tatskombination von Wildtyp-Untereinheiten in Ringstrukturen mit 0, 1, 2,..5
mutierten Untereinheiten auftreten, die mit den erhaltenen Daten konsistent
sind. Tatsachlich kénnen die Daten unter der Pramisse gut angenahert werden,
dass Hexamere, bestehend aus 6 Wildtyp-Untereinheiten 100%, Ringe aus 5
Wildtyp-Untereinheiten und einer Mutante 35%, solche aus 4 Wildtyp- und 2
E442Q-Untereinheiten ebenfalls 35% Aktivitat etc. aufweisen (30% bei einem
Verhaltnis von 3:3, 30% bei 2:4, 28% bei 1:5). Hinter dieser Kombination steckt
jedoch keine Systematik und somit ist eine derartige Analyse wenig
aussagekraftig. Deshalb lag der Fokus im Aufstellen eines Modells, welches das
beobachtete Phanomen verstandlich erklart. Die Problematik konnte schlieBlich
durch folgende Gedankengdnge geklart werden: das Modell ist unter der
Annahme gliltig, dass Interaktionen zwischen benachbarten Untereinheiten
(kooperatives Verhalten) dominieren (siehe Gleichung 12-14 im Methodenteil).
Dieses Modell akzeptiert zufdllige Arten von Nachbarschaften (Wildtyp oder
Mutante), geht jedoch von unterschiedlichen Dissoziationskonstanten aus (Wt >
Wt > 2 Wt, Wt > Mut > Wt + Mut,...). Weiterhin wird angenommen, dass eine
Wildtyp-Einheit als Nachbar eines weiteren Wildtyps vollstandige, als Nachbar
einer mutierten Untereinheit allerdings reduzierte Aktivitat aufweist. Wie in den
experimentellen Methoden beschrieben, umfasst das vorgestellte Modell eine
Naherung, die erflllt ist, solange die absolute Spastin-Konzentration hoch genug
ist, dass das Monomer/Oligomer Gleichgewicht auf die Seite der Oligomere
gezogen wird. Tatsachlich deutet die Abhangigkeit der ATPase-Aktivitat von der
Enzymkonzentration (Abbildung III.9) darauf hin, dass die Experimente unter
gesattigten Spastin-Konzentrationen durchgefiihrt worden sind. Somit sollte sich
der Hauptteil von Spastin im aktiven, oligomeren Zustand befunden haben.

Die quantitative Analyse der durchgefiihrten Experimente fiihrte zu folgenden
Ergebnissen: in Gegenwart von 2 pM Mikrotubuli lag in Wildtyp (0,59 pM)/
E442Q-Mischansatzen die durchschnittliche Umsatzrate fir Wildtyp-Unterein-
heiten, die durch weitere Wildtyp-Einheiten flankiert wurden bei Kt wt>wt = 3,45
+ 0,06/s. Die Hydrolyserate von Spastin-Wildtyp mit E442Q-Nachbarn wurde
stark reduziert und betrug lediglich 0,30 + 0,02/s. Der apparente Ky Wert bei
flankierten Wildtyp-Spezies lag bei Kqwewe = 1,12 - 107 + 8,3 - 10° M, bei
benachbarten Wildtyp/E442Q-Einheiten dagegen bei Ky wesmut = 2,54 - 107 + 2,6 -
10° M. In Abwesenheit von Mikrotubuli sahen die erhaltenen Graphen sehr
ahnlich aus und konnten deshalb mit demselben Modell angenahert werden. Bei
einer Wildtyp-Konzentration von 1,2 uM lag die beste Annaherung bei Keat, weswt =
1,92 + 0,01/s, Keat, wesmut = 0,08 £ 0,02/s, Kgweswe = 1,49 - 107 £ 1,26 - 107 M
und Kgwesmee = 9,9 - 10° + 8,4 - 10° M. Die mit Hilfe des verwendeten Modells
erhaltenen Daten Ketwe-wt fUr Spastin in An- und Abwesenheit von Mikrotubuli
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zeigten im Bereich der Standardabweichung relativ hohe Werte. Die wichtigste
Aussage liegt jedoch darin, dass die erhaltenen Werte denen aus direkten
Messungen gleichen (3,45/s vs. 3,83/s mit Mikrotubuli und 1,92/s vs. 0,78/s
ohne Mikrotubuli). Der Kgwewi-Wert von = 149 nM stimmt mit der
halbmaximalen Aktivierungskonstante aus den ATPase-Tests bei Einsatz
unterschiedlicher Spastin-Konzentrationen uberein (Abbildung III.9). Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass die aus dem eingesetzten Modell
erhaltenen Werte aussagekraftig sind.

spastin concentration [nM] Abbildung III. 9: Abhdngigkeit
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II1.2.4 Kopplung zwischen ATP-Hydrolyse und
Severing-Aktivitat

Im nachsten Schritt wurde Uberprift, ob die beobachteten Inhibitionserschei-
nungen in Wildtyp/Mutante-Mischpopulationen auch auf die mechanische
Severing-Aktivitat von Spastin zutreffen. Zu diesem Zweck wurde eine mikros-
kopisch basierte Severing-Studie durchgefuhrt.

0:29 min 0:39 min 0:49 min

\
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4

Abbildung III. 10: Severing-Aktivitidt von Spastin.

ALEXA555-markierte Mikrotubuli wurden an die Oberflache eines Deckglases gebunden und mit
300 nM Spastin und 1 mM ATP inkubiert. Es ist zu beachten, dass die entstandenen Liicken im
Filament nicht durch End-Depolymerisation sondern ausschlieBlich durch Briiche entstanden sind.

0:59 min 1:09 min

1:19 min

Um die Daten analysieren zu kdnnen, wurden fiir unterschiedliche Mischpopu-
lationen (Wildtyp/Mutante) die Zeiten vom Start der Reaktion (Zugabe von
Spastin und ATP in die Flusskammer) bis zum Auftreten von Severing-Ereignis-
sen gemessen. Diese sogenannte Pre-Severing Lag-Phase muss von der Phase
unterschieden werden, in der Mikrotubuli durch eine Vielzahl von Brlichen
abgebaut werden (Burst-Phase). Severing trat erst nach einer bestimmten
Zeitspanne ein und setzte sich danach sehr rasch Uber den gesamten
Mikrotubulus fort. Deshalb wurde bei der Analyse der Fokus auf die Pre-Severing
Phase gelegt. Fur die Analyse wurde die Anzahl an Brlichen pro Zeit auf die
initiale Lange an registrierten MT normiert. Es ist zu beachten, dass durch die
Severing-Aktivitat die Lange der Mikrotubuli reduziert wird, bis nur noch kleine
Fragmente vorhanden sind. Da zahlreiche geschnittene Fragmente den Halt an
die Oberflache verlieren und wegdiffundieren, kénnen im Hintergrund weiterhin
Severing-Ereignisse auftreten. Zur Analyse wurden die Pre-Severing Zeiten bei
unterschiedlichen Mischverhadltnissen von Wildtyp zu Mutante bewertet. Das
Histogramm in Abbildung III.11 zeigt die Zeiten, bei denen Severing-Ereignisse
registriert wurden. Die Verteilung ist dabei GauB-férmig. Die Mitte der GaufB3-
Verteilung lieferte eine Pre-Severing Zeit, deren reziproker Wert die Pre-Severing
Rate ergab.
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Abbildung III. 11: Einfluss
der inaktiven E442Q-
Mutante auf die
Severing-Aktivitat.
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Sehr auffallig war die Beobachtung, dass der Wildtyp (0,47 uM) flir das Auftreten
erster Severing-Ereignisse 46 £ 22 s bendtigte. Dieses Phanomen deutet darauf
hin, dass die Kopplung zwischen ATP-Hydrolyse und Severing sehr ineffizient ist.
Das Beobachtungsvolumen betrug etwa 160 ym - 160 pm - 0,2 pm, was
~ 5- 10" m? entspricht. Somit lag die maximale Anzahl an Spastin-Monomeren
in einem Beobachtungfeld bei etwa 10°. Nimmt man fiir die katalytische Aktivitat
einen Wert von ket = 4/s, so lage die Anzahl an hydrolysierten ATP-Molekllen im
Beobachtungsvolumen innerhalb von 46 Sekunden in einem Bereich zwischen
107 und 108, Tatsachlich konnten in diesem Beobachtungsvolumen zwischen 1
und 100 Severing-Ereignisse registriert werden. Es ist somit nicht auszuschlies-
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sen, dass die verwendete Studie systematische Fehler erzeugte (zum Beispiel
durch den Einsatz von Paclitaxel). Zudem kdnnte trotz der Verwendung von
Pluronic®-F127 als Passivierungs-Co-Polymer ein entsprechender Anteil an
Spastin an der Oberflache des Deckglases kleben bleiben. Andererseits zeigen
publizierte Daten, dass Severing erst nach Verstreichen mehrerer Sekunden
eintritt (Hartman und Vale 1999; Roll-Mecak und Vale 2005; White, Evans et al.
2007). Um die Kooperativitat von Spastin in Severing-Messungen bestimmen zu
kdénnen, wurden steigende Konzentrationen von E442Q zu einer konstanten
Menge an Wildtyp hinzugefugt. Interessanterweise wurde durch die inaktive
Mutante lediglich die Pre-Severing Phase beeinflusst, wahrend der nachfolgende
Severing-Vorgang nicht beeintrachtigt wurde. Um den Einfluss der E442Q-
Mutante auf die Severing-Aktivitat von Wildtyp-Spastin naher zu analysieren, lag
der Fokus deshalb auf der Pre-Severing Lag-Zeit. Die Messungen zeigten, dass
mutierte Untereinheiten die Severing-Aktivitat von Spastin noch drastischer
reduzieren, als in den durchgefihrten enzymatischen Tests bereits registriert
werden konnte. Die Pre-Severing Rate einer konstanten Menge an Wildtyp-
Protein, welche gegen die Konzentration an eingesetzter Mutante geplottet
wurde, konnte mit dem Modell, das bereits flir die Bestimmung der
enzymatischen Raten herangezogen wurde, angenahert werden (Abbildung
ITI1.11B). In der Severing-Studie war die Inhibition der Wildtyp-Aktivitat deutlich
starker ausgepragt, so dass die ATP-Umsatzrate im UberschuB an mutierter
Untereinheit gegen 0 (Aktivitat) extrapoliert. Weniger als 5% E442Q reduzierten
die Severing-Aktivitat um 50%. Diese Beobachtungen sind konsistent mit der
Aussage, dass die Kopplung zwischen ATP-Hydrolyse und Severing-Aktivitat sehr
schwach ausgepragt ist.

III.2.5 Oligomerisierung von Spastin

Kenntnisse Uber die Oligomerisierung von Spastin kdénnten Hinweise daflr
liefern, ob das erstellte Modell tatsachlich legitim ist. Deshalb wurde Uberprift,
unter welchen Umstanden Spastin héhere Formen ausbilden kann. Um aussage-
kraftige Ergebnisse zu erhalten wurden Cross-Linking Experimente, Ultrazentri-
fugationslaufe und elektronenmikroskopische Strukturanalysen durchgefihrt.
Dieses breite Methodenspektrum brachte hervor, dass es sich bei Spastin um ein
sehr komplexes Oligomerisierungsmuster handelt. Die Daten, die mit Hilfe der
unterschiedlichen Methoden erhalten wurden, werden im Folgenden kompri-
miert zusammengefasst: unter zahlreichen Bedingungen lag das Spastin-Protein
als Monomer vor. Cross-Linking Untersuchungen zeigten, dass mit erhohter
Proteinkonzentration eine Dimer-Fraktion dominant ist. Hohere Oligomerformen
traten nur bei der E442Q-Mutante in Gegenwart von ATP auf. Die Auswertung
der Ultrazentrifugationslaufe deutet darauf hin, dass Spastin in Form von
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Trimeren oder Tetrameren vorliegt. Die Analyse mikroskopischer Bilder zeigte
eine deutliche Dominanz von Ringstrukturen. In Cross-Linking Experimenten
wurde Spastin mit der gewilinschten Konzentration in Gegenwart von 1 mM ATP
inkubiert. Cross-Linking wurde durch Zugabe von 20 uM EDAC/NHS induziert,
nach 15-minultiger Inkubation abgestoppt und anschlieBend auf einem SDS-Gel
analysiert (Abbildung 1III.9). Das Gel zeigt mit zunehmender Protein-
konzentration eine Zunahme an gekoppeltem Enzym. Dabei reduzierte sich bei
einer Protein-Konzentration von 200 nM der Anteil an Monomer drastisch.
Parallel zu dieser Abnahme konnte eine zunehmende Dimer-Fraktion mit einem
Molekulargewicht von = 85-kDa detektiert werden. Massenspektroskopische
Untersuchungen bestatigten, dass es sich bei dieser Fraktion um eine Kombina-
tion aus zwei Spastin-Monomeren handelt. Im analysierten Konzentrations-
bereich konnten keine héheren Oligomer-Formen registriert werden, mdglicher-
weise aufgrund von Léslichkeitsproblemen nach durchgefihrter TCA-Fallung. Bei
Einsatz hdéherer Proteinkonzentrationen im pM-Bereich konnte eine zusatzliche
Spezies erkannt werden, die sich in einem Bereich > 200-kDa bewegte (siehe
Punkt 1III.3.12). Analyseprogramme konnten allerdings nicht eindeutig
bestatigen, dass es sich dabei um Hexamere handelt. Aus den elektronen-
mikroskopischen Bildern konnte jedoch eindeutig abgeleitet werden, dass es sich
bei den ringférmigen Strukturen um Hexamere handelt. Die Bildung von Dimeren
im Zug der durchgefihrten Cross-Linking Experimente deutet auf die Wichtigkeit
von Dimer-Interaktionen fir die Ausbildung des aktiven Hexamers hin. Aus den
Datenpunkten konnte ein Kp = 100-175 nM abgeleitet werden. Die Konzen-
trationsabhangigkeit der Kopplung von Spastin-Untereinheiten deckt sich dabei
mit der Konzentrationsabhangigkeit der ATPase-Rate (Abbildung III.9). Analysen
mit der Ultrazentrifuge ergaben, dass neben einer Monomer-Spezies auch
diverse hohere Formen existent sind (Abbildung III.13A). In Gegenwart sowie in
Abwesenheit von 1 mM ATP sedimentierte ATTO488-markiertes Protein mit einer
Svedberg-Konstante von 3,1. Befand sich dagegen 1 mM ATP-yS im Ansatz, so
resultierte dies in einem breiten Peak mit einem Maximum bei 4,3 S. Es ist gut
vorstellbar, dass es sich bei dem breiten Signal um die Summe zweier Spezies
handelt. Die Laufe wurden mit Spastin-Konzentrationen von 0,1 und 1 uM
durchgefliihrt. Die E442Q-Mutante lieferte in Gegenwart von ATP Svedberg-Werte
von 3,1 S und 6,4 S. Die Analyse der Sedimentationsgeschwindigkeiten mit dem
Software-Paket UltraScan (Demeler 2005) lieferte molare Massen von 44-48 kDa
(3,1 S-Spezies), 65-70 kDa (4,3 S-Spezies) und 123-125 kDa (6,4 S-Spezies).
Die auftretende Spezies bei 6,4 S konnte auch in 50/50-Mischpopulationen von
ATTO488-Wildtyp und unmarkierter Mutante registriert werden. Der Anteil an
héheren Oligomeren belief sich dabei auf ungefdhr 5% des maximalen
Fluoreszenzsignals. Da der Wildtyp alleine in keinem der durchgefihrten Laufe
héhere Oligomere bildete, ist die Beobachtung ein Indiz dafiir, dass Mutante und
Wildtyp miteinander assemblieren kdnnen. Die aus den Svedberg-Einheiten (4,3
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und 6,4 S) berechneten molekularen Massen kdénnten wesentlich héher liegen,
da das beschriebene Modell von einer starken Dynamik wahrend des AUZ-Laufs
ausgeht. Da es keine quantitativen Informationen hinsichtlich der Dimerisierung
und Hexamerisierung von E442Q gibt, wirde die Anwendung eines dynamischen
Analysemodells wenig aussagekraftige Resultate liefern. Die analysierten Daten
zeigen zwei essentielle Punkte: zum einen ist die inaktive E442Q-Mutante in der
Lage Multimere zu bilden, die aus mindestens drei Untereinheiten bestehen.
Zweitens kdnnen Wildtyp und mutierte-Untereinheiten co-assemblieren. Interes-
sant ist die Erkenntnis, dass der Wildtyp in Ultrazentrifugationslaufen keine
héheren Strukturen lieferte, wahrend im Cross-Linking Experiment stabile
Dimere registriert werden konnten. Dies deutet darauf hin, dass das Dimer sehr
instabil ist und schnell in Monomere zerfallt. In einem letzten Schritt wurde die
Oligomerisierung auf der Ebene der Elektronenmikroskopie untersucht. Die
Proben wurden dabei auf Karbon-Gitter pipettiert und durch Uranylformiat fixiert.
Langere Inkubationszeiten flihrten dabei zu einer drastisch erhéhten Dissoziation
héherer Formen zu Monomeren (Abbildung II1.12).

E442Q Spastin + 1 mM ATP

(B)

Abbildung III. 12: Instabilitdt der Hexamer-Ringstrukturen.

Nach Verdinnung der Spastin-Probe in den submikromolaren Bereich wurden Hexamerstrukturen
instabil und zeigten Zerfallserscheinungen. (A) Kurze Zeit nach der Verdinnung der Protein-
Konzentration konnten noch hauptsachlich homogene ringférmige Strukturen detektiert werden,
wahrend (B) nach 5 Minuten gedffnete Ringe und Zwischenstufen dominierten. (C) Zu spateren
Zeitpunkten konnten nur noch einzelne Spastin-Untereinheiten beobachtet werden. Horizontaler
MaBstab = 100 nm.

(A)

Somit kann abgeleitet werden, dass die Dissoziationsrate im Bereich von
Sekunden bis wenigen Minuten liegt. Analog zu den AUZ-Laufen konnten im Fall
von Wildtyp-Spastin ausschlieBlich Monomere und somit keine stabilen
Oligomere registriert werden. Nur die mutierte E442Q-Version lieferte in
Gegenwart von 1 mM ATP zahlreiche homogene Ringstrukturen (Abbildung
I1.13B, oberer Abschnitt). Der Grad der Oligomerisierung war erneut von der
Proteinkonzentration abhangig. Die Hexamerisierung war ausgepragt, wenn
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hochkonzentriertes Protein (30 uM) eingesetzt wurde. Bei Proteinkonzentrationen
im submikromolaren Bereich dominierten dagegen inhomogene oder getffnete
Ringstrukturen, die entweder Abbaufragmente von Hexameren oder
Zwischenstufen darstellten (Abbildung III.13B, unterer Abschnitt). Diese
Beobachtungen bestatigen, dass oligomere Formen sehr instabil sind und rasch
in Monomere zerfallen kdnnen. Die Struktur-Mittelung (Partikel-Averaging)
zahlreicher Ringstrukturen verdeutlicht, dass die erstellten Spastin-Klassen aus
jeweils 6 Untereinheiten bestehen.

Abbildung III. 13: Oligomeri-
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II1.3 Ergebnisse — Strukturelle Analyse

II1.3.1 Herstellung der Spastin-Konstrukte und
Proteinexpression

Das flr Spastin codierende Gen wurde aus dem pet28a-Vektor in einen
pGEX6P2-Vektor transferiert. AnschlieBend erfolgte die Amplifikation der GFP-
DNA aus dem eGFP-Plasmid. Die Basensequenz von GFP wurde an den N-
Terminus von Spastin gekoppelt, so dass ein Fusionsprotein konstruiert wurde,
bestehend aus dem grun-fluoreszierenden Protein GFP und A227-Spastin.

Spastin-Konstrukt
\ / SpestinKonsirut

Region fiir Klonie- Region fiir Klonie-
rung und Expression rung und Expression

f1 origin f1 origin
P pGEX6P-2 lack-Gen Ampicilin- pGEX6P-2 + Spastin facl-Gen
Resistenzgen § 4900 bp Resistenzgen 6067 bp
pBR322 origin pBR322 origin
B GFP
—
//// Spestindonstrul
Region fiir Klonie- GFP Region fiir Klonie-
rung und Expression rung und Expression
f1 origin 1 origin
Ampicilln- PGEX6P-2 + Spastin lacl-Gen Ampicillin- PGEX6P-2 + GFP + Sp [ /acl-Gen
Resistenzgen 6067 bp Resistenzgen 6781 bp
pBR322 origin pBR322 origin

Abbildung III. 14: Konstruktion der pGEX6P2-Plasmide.

(A) Im ersten Schritt wurde das Spastin-Gen in den pGEX6P2-Vektor kloniert. Vektor-DNA und
Spastin-PCR Produkt wurden mit den beiden Restriktionsenzymen BamHI und Notl geschnitten.
(B) Im zweiten Schritt erfolgte der Transfer des Fluoreszenzmarkers GFP an den N-Terminus von
Spastin. Geschnitten wurde mit dem Restriktionsenzym BamH]I.

(Abbildungen modifiziert nach Gieseke 2008)
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II1.3.2 Insertion von Spastin und GFP in den
PGEX6P2-Vektor

Die PCR-Amplifikation des Spastin- und GFP-Gens resultierte in DNA-Produkten,
die eine GroBe von 1167 bp respektive 714 bp zeigten. Die Sequenz flr Spastin
wurde in den pGEX6P2-Vektor kloniert und erfolgreiche Insertion durch
Restriktionsverdau Uberprift. Die DNA von gepickten Klonen wurde sequenziert
um sicher zu gehen, dass das Plasmid das Spastin-Insert mit der entsprech-
enden Basensequenz ohne mutative Bereiche tragt. Das GFP-Gen wurde durch
Schneiden mit dem Restriktionsenzym BamHI in den pGEX6P2-Spastin-Vektor
kloniert und ebenfalls durch Sequenzanalyse auf Korrektheit Gberprift.

A

\S
xO
K
O

&°
K P

Abbildung III. 15: Uberpriifung der PCR-Produkte.

(A) PCR-Amplifikation der Spastin-DNA sowie des GFP-Gens aus dem eGFP-Plasmid. Die Spastin-
Sequenz umfasst 1167 bp, wahrend GFP eine GréBe von 714 bp aufweist.

(B) Linke Seite: Testverdau des pGEX6P2 Spastin-Plasmids mit den Restriktionsenzymen BamHI
und Notl. Rechte Seite: Restriktionsverdau der pGEX6P2 GFP-Spastin DNA unter Einsatz des
Enzyms BamHI. Nach komplettiertem Verdau zeigen die Proben jeweils zwei Banden, die dem
geschnittenen Vektor und dem daraus entfernten Insert entsprechen. Der pGEX6P2-Vektor hat
eine GroBe von 4900 bp, GFP umfasst 714 bp und Spastin weist 1167 bp auf. Zudem wurde ein
Kontroll-Vektor (pGEX6P2 GFP-Spastin) mit einer GroBe von 6781 bp visualisiert.
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II1.3.3 Aufreinigung der Spastin-
Fusionskonstrukte

Alle Spastin-Konstrukte enthielten einen N-terminalen GST-Tag, so dass fur die
Proteinaufreinigung eine Affinitatschromatographie unter Einsatz von Glutathion-
Sepharose Saulenmaterial eingesetzt wurde. Die Elutionsfraktionen zeigen auf
dem SDS-Gel (Abbildung III.16) jeweils eine deutliche Bande im GréBenbereich
von 70-kDa, die dem Fusionsprotein GST-Spastin (27,5 + 42,5-kDa) entspricht.
Um den Reinheitsgrad von Spastin weiter zu erhéhen, wurde ein Kationenaus-
tauscher eingesetzt. Spastin hat einen sehr hohen isoelektrischen Punkt, der bei
9,6 liegt. In diesem Fall stellt der starke Ionenaustauscher Sulfopropyl(SP)-
Sepharose ein sehr effizientes Mittel zur Abtrennung von Fremdproteinen dar. Da
der GST-Tag zur Dimerisierung neigt und somit Messungen beeintrachtigen
kdénnte, wurde der Affinitats-Tag durch Einsatz der PreScission-Protease entfernt.
Nach dem Verdau wurde das Protein erneut mit Glutathion-Sepharose inkubiert.
Wahrend der abgetrennte GST-Tag an das Saulenmaterial binden konnte, befand
sich das unfusionierte Spastin nach Zentrifugation im Uberstand. A227-Spastin
hat eine GréBe von 42,5-kDa und konnte auf dem SDS-Gel als reines Protein
identifiziert werden. A227-Spastin wurde in dieser Form in Messungen
eingesetzt.
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Abbildung III. 16: Aufreinigung von A227-Spastin.

Spuren 1/2: Glutathion-Sepharose, Spur 3: Marker, Spuren 4/5: SP-Sepharose, Spuren 6/7:
Schneiden des Fusionsproteins mit PreScission-Protease, Spuren 8/9: Elutionsfraktionen mit
abgekoppeltem GST (27-kDa), Spuren 10-13: Uberstand zeigt das unfusionierte Spastin-Protein
bei 42,5-kDa (12% SDS-Polyacrylamid-Gel).
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Bis zu diesem Abschnitt wurden Interaktion der Spastin-Untereinheiten im
Hexamer und Einfluss der Walker B-Mutante auf die ATPase-Aktivitat von
Wildtyp-Untereinheiten mit Hilfe kinetischer Modelle beleuchtet. Ein weiteres Ziel
dieser Arbeit bestand darin, die Funktionsweise von Spastin auf der Ebene von
Einzelmolekllen zu studieren. Zu diesem Zweck wurde GFP-Spastin eingesetzt,
um die Arbeitsweise des Proteins mittels Fluoreszenzmikroskopie analysieren zu
kdénnen.

II1.3.4 Bewegung von GFP-Spastin am
Mikrotubulus

Bisher wurde das Verhalten von Spastin beim Abbauprozess der Mikrotubuli nicht
visualisiert, so dass in diesem Bereich noch keine Daten zur Verfliigung standen.
Deshalb wurden TIRF-Experimente unter Einsatz spezifischer Flusskammern
durchgeflihrt, deren Aufbau in Abbildung III.17 schematisch dargestellt ist.

Evanescent field
Microtubule :lr::igdy GFP Spastin «
\ N Pluronic
o\ F-127

/

JRRNRRBINRIIANI IR RIS BRI

Glass

Abbildung III. 17: Flusskammer-Studien.

Dargestellt ist ein mit ALEXA555-markierter Mikrotubulus (rot), der lber Anti-B-Tubulin Antikdrper
(blau) an die Oberflache immobilisiert ist. Die Anregung durch totale interne Reflexion ermdglicht
die Beobachtung von GFP-gekoppelten Einzelmolekilen (grin).

Unter Einsatz geringer Proteinkonzentrationen konnten Spastin-Einzelmolekdile
detektiert werden, die nach Bindung an den Mikrotubulus eine Bewegung am
Filament zeigten (Abbildung III.18A). Zur Uberprifung der Fortbewegungsart
wurden sehr geringe GFP-Spastin Konzentrationen im Bereich zwischen 5 und 10
nM eingesetzt, da unter diesen Bedingungen kein Schneiden der Mikrotubuli-
Filamente beobachtet werden konnte. Somit konnte die Bewegung fluores-
zenzmarkierter Spastin-Molekile Uber einen langen Zeitraum studiert werden.
Die Bewegung fluoreszierender Spastin-Moleklle wurde mittels selbst
geschriebener Software ermittelt (OpenBox, MatLab). Die MSD-Werte zeigten
eine lineare Abhangigkeit von der Zeit, was flr diffusive Prozesse charak-
teristisch ist. Eine interessante Frage bestand darin, ob Spastin eine Praferenz
fir eines der beiden Mikrotubulus-Enden aufweist. Durch Partikel-Tracking
Analysen konnte abgeleitet werden, dass keine derartige Praferenz besteht, so
dass Spastin einen ungerichteten Bewegungsvorgang am Mikrotubulus bevorzugt
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(Abbildung 1III.18C). Zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten wurden
Einzelmolektlle im GFP-Kanal mit einem Zeitintervall von 229 ms gemessen. Nur
sehr wenige Moleklle zeigten langere Diffusionszeiten, die sich Uber mehrere
Sekunden erstreckten. Die meisten Partikel verlieBen das Filament sehr zlgig.
Das Histogramm (Abbildung III.18B) zeigt die berechneten Diffusions-
koeffizienten der analysierten Einzelmolekile. Ein exponentieller Fit der
Datenpunkte fihrte zu einem gemittelten Diffusionskoeffizienten flir Spastin von
0,0126 + 0,0013 ym?/s (Datenanalyse, siehe Punkt 1.4.2.2).
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Abbildung III. 18: GFP-Spastin diffundiert am Mikrotubulus entlang.

(A) Bilderfolge eines Videos mit GFP-Spastin (grin). Neun Bilder eines TIRF-Videos mit detek-
tiertem GFP-Spastin wurden Uber einen Mikrotubulus (rot) gelegt. Das Zeitintervall zwischen zwei
Bildern betragt 1 s. Das Molekul bindet an den Mikrotubulus (Bild 1), diffundiert eindimensional am
Filament entlang (Bilder 2-8) und dissoziiert (Bild 9). MaBstab = 5 pm.

(B) Die ermittelten Diffusionskoeffizienten wurden in ein Histogramm importiert. Aus dem expo-
nentiellen Kurven-Fit erhdlt man einen gemittelten Diffusionskoeffizienten, D, von 0,0126 um?/s;
<x?> = 2:D-+.

(C) GFP-Spastin zeigt eine ungerichtete Bewegung entlang des Mikrotubulus, ohne Praferenz fir
das Plus- oder Minus-Ende.
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II1.3.5 Konzentrationsabhangigkeit der GFP-
Spastin Severing-Aktivitat

In diesem Abschnitt wurden unterschiedlich hohe Konzentrationen an GFP-
Spastin in die Flusskammern pipettiert und die Reaktionen durch 1 mM ATP
gestartet. Die Aufnahmen erfolgten mit Hilfe eines TIRF-Mikroskops mit einem
Zeitintervall von 10 s. Durch ein integriertes O-Radikalfanger-System und der
kurzen Belichtungszeit wurden Ausbleichprozesse reduziert. Unter Einsatz
reduzierter Konzentrationen erschienen die GFP-Spastin Moleklle als deutlich
sichtbare fluoreszierende Partikel, die spezifisch auf dem Mikrotubulus verteilt
waren (Abbildung III.19). Dabei gab es Unterschiede in der Fluoreszenz-
intensitat, was auf diverse Oligomer-Formen hinwies, welche spater mittels
Photobleaching-Experimenten untersucht wurden (Punkt III.3.11). Damit unter
Detektion von Einzelmolekllen Briche registriert werden konnten, wurden flr die
Einzelmoleklilmessungen Mischungen aus GFP-Spastin und unmarkiertem
Spastin eingesetzt. Bei Variation der Konzentrationen wurde stets ein molares
Verhaltnis GFP-Spastin zu unmarkiertem Spastin von 1:2 eingestellt. Bei der
Inkubation von Mikrotubuli mit einer finalen Spastin-Konzentration von 150 nM
wurde das komplette Mikrotubuli-Netzwerk vor Beendigung des 10-minutigen
Films abgebaut. Innerhalb einer Minute nach Start der Reaktion wurden Brliche
und Lucken sichtbar (Abbildung III.19B). Dabei war signifikant, dass mehrere
Einzelmoleklle an spezifische Stellen gebunden haben, welche im spateren
Verlauf Licken aufwiesen (Abbildung III.19A/B).
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Abbildung III. 19: Lokalisation von GFP-Spastin am Mikrotubulus wahrend des Schneide-
prozesses.

(A) Der Kymograph zeigt auf dem Mikrotubulus diffundierende GFP-Einzelmolekile. Es ist zu er-
kennen, dass Spastin frequentiert an spezifische Stellen bindet (gelbe Pfeile). MaBstab = 5 um.

(B) Der griine Kanal (linker Abschnitt) zeigt GFP-Spastin, der rote (zentraler Abschnitt) ALEXA555-
gekoppelte Mikrotubuli. Der rechte Abschnitt zeigt eine Kombination beider Kandle. GFP-Spastin
bindet mit hoher Frequenz an Stellen, die im spateren Verlauf durch Schnitte oder Knicke
gekennzeichnet sind. MaB3stab = 5 um.

Um die Auswirkung der Spastin-Konzentration auf die Schnittrate zu unter-
suchen, wurden Flusskammer-Messungen mit erhéhten Konzentrationen (0 nM,
150 nM, 200 nM, 250 nM, 300 nM, 400 nM, 600 nM und 1000 nM) durchgefihrt
(Abbildung III.20). Die Severing Frequenz wurde bestimmt, indem die Schnitte
manuell gezahlt und die Anzahl an registrierten Schnitten durch die Gesamtdauer
des Severing-Vorgangs sowie die initiale Lange der analysierten Mikrotubuli
dividiert wurde. In Abwesenheit von GFP-Spastin (0 nM) konnte kein Severing
beobachtet werden. Die berechnete Severing Frequenz betrug bei 150 nM Protein
2,2 - 107 Schnitte/(um - s) und erreichte im studierten Konzentrationsbereich
einen maximalen Wert von 78,9 - 10 Ereignissen/(um - s) bei Einsatz von 1000
nM Protein. Mit erhéhter Proteinkonzentration konnte ein sukzessiver Anstieg der
Severing Frequenz beobachtet werden. Zahlreiche Kontrollexperimente wurden
durchgefuhrt um sicher zu stellen, dass Severing ausschlieBlich durch Spastin
hervorgerufen  wurde. Unspezifische Abbauprozesse, ausgelést durch
Photoschdaden konnten somit ausgeschlossen werden. Im Zuge der Kontrollen
konnten sowohl in Abwesenheit von GFP-Spastin als auch in Anwesenheit der
hydrolysedefizienten Mutante E442Q keine Severing-Ereignisse registriert
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werden. Diese Resultate demonstrieren, dass Severing spezifisch durch Spastin
und nicht durch mdgliche Protein-Kontaminationen oder Photoschaden induziert
wurde. In Abwesenheit von ATP und Anwesenheit des nicht hydrolysierbaren
Analogons AMPPNP konnten in der Severing-Studie keine Schnitte mehr
beobachtet werden (Abbildung III.20B). Zusammenfassend ist festzuhalten, dass
aufgereinigtes GFP-Spastin aktiv ist und unter ATP-Hydrolyse Mikrotubuli
schneidet. Somit konnten wertvolle Daten auf der Ebene von Einzelmolekilen
gesammelt werden.
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Abbildung III. 20: Quantitative Analyse des Mikrotubuli-Severing Prozesses.

(A) Linke Seite: Berechnung der Severing Frequenz von Spastin in Gegenwart von 1 mM ATP. Die
Konzentration von Spastin variierte dabei von 0 bis 1000 nM mit den Zwischenschritten 150, 200,
250, 300, 350, 400 und 600 nM. Die Datenpunkte zeigen die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Messungen, die vertikalen Balken die Standardabweichung. Rechte Seite: Zeitreihe von ALEXA555-
markierten Mikrotubuli mit einer finalen Spastinkonzentration von 400 nM. Die Zeit zwischen zwei
Bildern betragt 10 s. Der dargestellte Mikrotubulus-Kymograph zeigt zahlreiche Severing-
Ereignisse. Vertikaler MaBstab = 40 s, horizontale MaBstab = 2 ym.

(B) Kontrollexperimente zeigen, dass Severing Spastin-spezifisch und unter Hydrolyse von ATP
erfolgt. Analysiert wurde das Verhalten des Wildtyps in Gegenwart von 1 mM ADP (grin) und 1 mM
AMPPNP (blau) sowie der Mutante E442Q in Anwesenheit von 1 mM ATP (gelb). Die Datenpunkte

zeigen die Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen, die vertikalen Balken die Standard-
abweichungen.
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In den durchgeflihrten Messungen konnte bei keiner getesteten Konzentrations-
stufe Depolymerisation von einem der beiden Mikrotubulus-Enden registriert wer-
den. Im Unterschied zu Katanin wurden bei Spastin somit ausschlieBlich
Severing-Ereignisse beobachtet. Nachdem gezeigt werden konnte, dass Spastin
diffusive Bewegung am Mikrotubulus ausiibt, wurde der Fokus auf die Interaktion
zwischen Spastin und seinem Substrat gelegt. Dabei sollte die Frage geklart
werden, auf welche Art und Weise die Interaktion zwischen beiden Partnern
realisiert wird. Zahlreiche Mikrotubuli-bindende Proteine interagieren Uber
elektrostatische Wechselwirkung mit Filamenten, indem eine positiv geladene
Protein-Domane an eine negativ geladene Tubulin-Region bindet (Lakamper und
Meyhofer 2005; Helenius, Brouhard et al. 2006; Zanic, Stear et al. 2009; Ramey,
Wang et al. 2011). Bei diesem Segment handelt es sich um eine Abfolge
zahlreicher negativ geladener Glutaminsaurereste, auch bekannt als E-Hook
(Paschal, Obar et al. 1989).

II1.3.6 Elektrostatische-Interaktionsstudien

Um den Effekt des negativ geladenen E-Hooks von Tubulin auf die Interaktion
mit Spastin zu studieren wurden Bindungs- sowie Blindelungsmessungen durch-
geflihrt. Dabei kam die mutierte Spastinversion E442Q zum Einsatz, von der
bekannt ist, dass sie zur Bindelung von Mikrotubuli befahigt ist (Salinas, Carazo-
Salas et al. 2005). Als Substrat fir Spastin wurde unbehandeltes, natives Tubulin
mit Subtilisin verdautem Tubulin (bei dem der E-Hook fehlt) verglichen. Nach
erfolgreichem Verdau konnte auf dem SDS-Gel eine GroBenverschiebung der mit
Subtilisin verdauten Tubulineinheiten gegentber unbehandeltem Tubulin erkannt
werden (Abbildung III.21B). In TIRF-Experimenten war im Fall von nativem
Tubulin eine starke Bilndelung der Mikrotubuli-Filamente zu erkennen, die
spezifisch auf GFP-Spastin zurlckgefihrt werden konnte. Wurden dagegen
verdaute Mikrotubuli mit GFP-Spastin inkubiert, so hat das Protein die Fahigkeit
zur Bindung an sein Substrat verloren (Abbildung III.21C). Um die Vorgange
genauer analysieren zu kdénnen, wurden die fir TIRF-Messungen hergestellten
Proben mit Hilfe des Elektronenmikroskops untersucht. In Gegenwart
unbehandelter Mikrotubuli war eine starke Dekoration der Filamente mit Spastin-
Ringstrukturen zu erkennen. Interessanterweise scheinen die Strukturen als
Cross-Linker zu fungieren, indem sie mehrere Mikrotubuli miteinander
verknipfen koénnen (Abbildung V.4). Daraus resultierte der beobachtete
Blndelungseffekt. Wurden dagegen E-Hook lose Mikrotubuli nach Subitilisin-
Verdau eingesetzt, so lagen die Ringstrukturen neben den Mikrotubuli und die
Bldndelung der Filamente blieb aus (Abbildung III.21C). Spastin bevorzugt somit
die Bindung an Bereiche, die von nativem Tubulin dominiert werden. Dies ist ein
Indiz daflir, dass der negativ geladene E-Hook fir die Interaktion zwischen
Spastin und Mikrotubuli essentiell ist.
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Abbildung III. 21: Effekt des E-Hooks auf die Bindung von Spastin an Mikrotubuli.

(A) Elektronenmikroskopische Bilder zeigen die Dekoration unbehandelter Mikrotubuli (Kontrolle)
mit Spastin-Ringstrukturen. Nach dem Einsatz von Subtilisin kann aufgrund einer starken Abnahme
der Spastin-Bindefahigkeit keine Dekoration mehr beobachtet werden. MaBstab = 100 nm.

(B) Native- (Kontrolle) und mit Subtilisin-behandelte MT wurden auf einem SDS-Gel analysiert.
Aufgrund der Abkopplung des C-terminalen Abschnitts tritt im Fall von verdauten Mikrotubuli eine
Verschiebung zu einem geringeren Molekulargewicht auf. Dies ist ein Indiz fur erfolgreichen
Verdau. Natives Tubulin hat ein Molekulargewicht von 55-kDa.

(C) TIRF-Bilder von GFP-Spastin Molekiilen, die an unbehandelte/verdaute Mikrotubuli gebunden
sind. Im Kontrollansatz mit nativem Tubulin bindet GFP-Spastin mit hoher Effizienz an ALEXA555-
markierte Mikrotubuli. Wird der E-Hook entfernt, so binden nur noch vereinzelte Spastin-Moleklle
an Filamente. MaBstab = 5 pm.

II1.3.7 Einfluss von Ionen auf den Bindevorgang

Um den Interaktionsprozess weiter analysieren zu koénnen, wurden Binde-
analysen mit Spastin in Puffern durchgefihrt, die unterschiedlich hohe
Salzkonzentrationen aufwiesen. Mit Hilfe von TIRF-Messungen und der an-
schlieBenden Analyse erstellter Kymographen konnte gezeigt werden, dass
Spastin/MT-Bindung durch hohe Salzkonzentrationen beeintrachtigt wird
(Abbildung III.22). Bei einer Salzkonzentration von 80 mM NaCl war die
ermittelte Bindefrequenz maximal und lag bei 24,21 + 3,02 Ereignissen/(10 pm -
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60 s), wahrend in Gegenwart von 300 mM NaCl nur noch marginale Bindung
stattfand (1,61 £ 0,82 Ereignisse/(10 pm - 60 s)). Neben der Bindefrequenz
wurde auch die Bindedauer der Partikel am Mikrotubulus studiert. Hinsichtlich
dieses Parameters hatte eine erhdhte Salzkonzentration keinen derartig
drastischen Einfluss, jedoch war auch hier eine Tendenz zu geringeren Inter-
aktionsdauern bei hdheren NaCl-Konzentrationen zu erkennen. Die maximale
Interaktionsdauer konnte bei 80 mM NaCl registriert werden, der minimale Wert
lag bei 4,19 £+ 0,12 s unter Einfluss von 300 mM NaCl (siehe Abbildung III.22B).
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Abbildung III. 22: Bindefrequenz und Interaktionsdauer hangen von der Ionenstirke ab.
(A) Linke Seite: Kymographen zeigen den Einfluss erhdhter NaCl-Konzentrationen auf die
Interaktion zwischen Spastin und Mikrotubuli. Die Konzentration von GFP-Spastin betrug 50 nM.
Die horizontale Achse entspricht der Distanz, die vertikale Achse der Zeit. Horizontaler MaB3stab =
5 pm, vertikaler MaBstab = 30 s. Rechte Seite: Tabelle mit den errechneten Werten fir Binde-
frequenz und Interaktionsdauer unter den angegebenen Salzbedingungen.

(B) Histogramme zeigen die Verteilung der analysierten Partikel nach ihrer Bindedauer. Aus dem
exponentiellen Fit konnte die durchschnittliche Dauer, <t>, der Partikelinteraktion ermittelt
werden.
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II1.3.8 Einfluss geladener Aminosauren auf die
Mikrotubuli-Bindung

Durch die bisherigen Experimente konnte gezeigt werden, dass Spastin Uber
elektrostatische Interaktionen an Mikrotubuli bindet. Domain-Mapping Experi-
mente brachten hervor, dass die MTBD-Domane flr den Bindeprozess essentiell
ist (White, Evans et al. 2007). Mit der Erkenntnis, dass Ladungen beim
Bindevorgang eine wichtige Rolle spielen, wurde die Sequenz der MTBD-Domane
genauer studiert und auf eine mdgliche Anhaufung positiv geladener Amino-
sauren hin analysiert (Abbildung III.23A). Dabei ist eine Kombination aus drei
Lysinen sehr auffallig. Um die Bedeutung dieser basischen Triade fir den MT-
Interaktionsprozess zu beleuchten, wurden TIRF- und Cosedimentations-
messungen mit der MTBD-Domane durchgefuhrt. Neben Wildtyp-MTBD (MTBD-
K3°%KK) kam auch eine Version zum Einsatz, in der die Lysinreste durch
Glutaminreste (MTBD-Q*'°QQ) ersetzt wurden, wodurch der basische Charakter
eliminiert wurde. Um eine Visualisierung der beiden Konstrukte zu ermdglichen,
wurden diese an das Fluoreszenzprotein GFP gekoppelt. Somit konnte mit Hilfe
des Fluoreszenzmikroskops die Auswirkung der Mutationen auf den Binde-
charakter studiert werden. In Gegenwart von 100 nM Wildtyp-MTBD ist eine
effiziente Bindung an Mikrotubuli zu erkennen, welche im Fall der mutierten
Version (MTBD-Q°'°QQ) komplett verloren gegangen ist (Abbildung III.23A).
Cosedimentationsstudien bestatigten dieses Resultat (Abbildung II1.23B).
Wé&hrend MTBD-K3'°KK (2 pM) mit Mikrotubuli (2 uM) cosedimentieren kann, ist
dies bei der mutierten Version nicht mdglich. Das eingesetzte Protein kann nur
im Uberstand detektiert werden, so dass keine Bindung an Mikrotubuli
stattgefunden hat. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass flr die
Interaktion zwischen Spastin und Mikrotubuli eine Lysin-Triade in der MTBD-
Domadne essentiell ist. Durch die positiven Ladungen der Lysinreste kann
wahrscheinlich eine sehr effiziente Wechselwirkung mit dem negativ geladenen
Tubulin C-Terminus (E-Hook) stattfinden.
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Abbildung III. 23: Eine Lysin-Triade ist fiir die Interaktion mit Mikrotubuli entscheidend.

(A) Sequenz der MTBD-Domane. Auffallig ist eine Region, in der es zu einer Anhaufung mehrerer
Lysinreste kommt (blau dargestellt). Um den Einfluss dieser basischen Triade auf den Interaktions-
prozess analysieren zu kénnen, wurde eine Mutante hergestellt (MTBD-Q3°QQ), in der die
Lysinreste durch Glutaminreste ersetzt wurden (rot dargestellt).

(B) Cosedimentationsmessungen mit MTBD-Wt und der mutierten Version. MTBD-Wt cosedimen-
tiert mit Mikrotubuli, wahrend MTBD-Q3°QQ nur im Uberstand erscheint. P = Pellet,
S = Uberstand. GFP-MTBD weist ein Molekulargewicht von 33,3-kDa auf.

(C) TIRF-Messungen mit den beiden MTBD-Versionen. Der rote Kanal zeigt mit ALEXAS555-
markierte Mikrotubuli, der grine Kanal GFP-MTBD Fusionsprotein. Nur der Wildtyp dekoriert mit
hoher Effizienz Mikrotubuli, wahrend bei MTBD-Q3°QQ nur wenige Molekiile an Mikrotubuli binden.
MaBstab = 5 pm.
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Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass Spastin Uber positive Ladungen in der
MTBD-Domane mit dem negativ geladenen C-Terminus von Tubulin interagiert
und nach Bindung diffusive Bewegung am Filament zeigt. Eine weitere wichtige
Frage besteht darin, ob Spastin beim Severing-Prozess spezifische Bereiche auf
dem Mikrotubulus erkennt. Es ist gut vorstellbar, dass das Protein defekte Stellen
identifizieren und daraus resultierend hochfrequentiert an solche Segmente
binden kann, um den Schneidevorgang forcieren zu kénnen. TIRF-Messungen
gaben erste Hinweise darauf, dass Spastin gehauft an Regionen bindet, an denen
im weiteren Verlauf Schnitte und Briiche entstehen (siehe Abbildung III.19).

II1.3.9 Spastin erkennt Defekte im Mikrotubulus

Um herauszufinden, ob Spastin spezifische Stellen am Mikrotubulus bevorzugt
bindet, wurden GMPCPP-Elemente in das Filament eingebaut. Zu diesem Zweck
wurden segmentierte-Mikrotubuli mit hellen GMPCPP-Nukleationskeimen und
schwach markiertem GDP-Tubulin eingesetzt. Studien haben gezeigt, dass 96%
der erzeugten GMPCPP-Mikrotubuli bei der in vitro Polymerisation aus 14 Proto-
flamenten bestehen (Hyman, Chretien et al. 1995). Zudem flhrt die Polymeri-
sation von Mikrotubuli unter Einfluss von Taxol zum Erhalt von 12 bis 13 Proto-
flamenten (Arnal und Wade 1995). Deshalb enthalten die hergestellten
Segment-Mikrotubuli einen Protofilament-Ubergang an den Grenzen zwischen
GMPCPP- und GDP-Tubulin. Durch diesen Ansatz sollten auf kontrollierte Art und
Weise Defekte in das Mikrotubulus-Filament eingebaut werden. Die segmentier-
ten Mikrotubuli wurden mit geringen Konzentrationen an GFP-Spastin versetzt
und mittels TIRF-Messungen analysiert. Experimente zeigten, dass GFP-Spastin
bevorzugt an Ubergidngen bindet und dort oftmals Cluster-Bildung hervorruft
(Abbildung III.24A/B). Spastin-Molekiile blieben in dieser Region flr langere Zeit
gebunden, bis Severing-Ereignisse auftraten. Um Briche detektieren zu kénnen,
wurde flr das Experiment eine finale Spastin-Konzentration von 400 nM einge-
setzt. FUr die quantitative Analyse wurden die Severing-Ereignisse direkt an den
Grenzen bestimmt und mit der Anzahl an Schnitten am restlichen Mikrotubulus
verglichen. Die Analyse ergab, dass die Schnitt-Rate an den GTP/GDP-Tubulin
Grenzen zumeist um den Faktor = 3 hoher lag. Fir das Experiment wurden 87
Schnitte registriert und den entsprechenden Abschnitten zugeordnet. 72% der
Severing-Ereignisse konnten dabei an der Grenze zwischen GMPCPP- und GDP-
Tubulin registriert werden, lediglich 28% der Schnitte erfolgten im GDP-
Restfilament (Abbildung III.24C). Dies ist ein Indikator daflir, dass Spastin
bevorzugt an Bereiche bindet, in denen ein Protofilament-Ubergang auftritt.
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Abbildung III. 24: GFP-Spastin schneidet bevorzugt an Grenzen zwischen GTP- und GDP-
Tubulin.

(A) Der rote Kanal zeigt segmentierte Mikrotubuli vor dem Auftreten von Schnitt-Ereignissen. Der
GFP-Spastin Ausschnitt ist eine Z-Projektion von gebundenen GFP-Spastin Partikeln (400 nM)
innerhalb von 30 s (griin). Spastin lagert sich bevorzugt an GTP/GDP-Grenzen an, wodurch es in
diesen Regionen zu Cluster-Bildungen kommt. Der in gelber Farbe hervorgehobene Bereich wurde
zusatzlich vergroBert dargestellt. MaBstab = 5 pm, MaBstab (VergroBerung) = 2,5 um.

(B) Reprasentatives Beispiel: gezeigt ist ein Mikrotubulus mit 4 GMPCPP-Nukleationskeimen (rot).
Es ist zu erkennen, dass Schnitte primar an den Grenzen zwischen GTP/GDP-Tubulin entstehen. Die
Kanale sind bei der Verbindung bewusst leicht versetzt dargestellt, um eine bessere Visualisierung
zu ermoéglichen.

(C) Quantitative Analyse von Schnitt-Ereignissen an den GMPCPP/GDP-Tubulin Grenzen. Die Y-
Achse stellt den prozentuellen Anteil an registrierten Severing-Ereignissen im GMPCPP-
Ubergangsbereich oder GDP-Tubulin Segment dar. Die manuell gezéhlten Ereignisse im jeweiligen
Abschnitt wurden durch die Gesamtanzahl an registrierten Schnitten dividiert. Das in die Balken
eingebundene Rechteck gibt die Gesamtanzahl an gezahlten Mikrotubuli sowie die im
entsprechenden Segment gezahlten Schnitte wieder.
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Eine weitere interessante Frage bestand darin, welche Morphologie Mikrotubuli
zeigen, die durch Spastin geschnitten wurden. Fur den Fall, dass spezifische
Stellen stark frequentiert geschnitten wurden, kénnte man erwarten, dass kleine
Bruchstiicke entstehen, die keine groBflachigen Zerstérungsmuster zeigen. Da
das Protein haufig spezifische Stellen angreift, erwartet man zudem gerade
Enden, da das Filament vom Enzym wie mit einem Messer gerade von oben nach
unten geteilt wirde. Wirde Spastin dagegen unspezifische Regionen fiir den
Severing-Prozess bevorzugen, so erwartet man zahlreiche Licken im Mikrotubu-
lus und starker versetzte Enden.

II1.3.10 Morphologie geschnittener Mikrotubuli

In einem weiteren Experiment wurde die Morphologie der Mikrotubuli-Enden
untersucht, die durch Schnitte erzeugt wurden. Die Analyse fand auf der Stufe
der Elektronenmikroskopie statt. Mikrotubuli wurden dabei entweder mit ATP und
Spastin oder mit Protein in Kombination mit AMPPNP eingesetzt. Zusatzlich
wurde eine Negativkontrolle (Mikrotubuli ohne Enzym) mikroskopisch untersucht.
Die Proben wurden auf ein Karbongitter pipettiert und durch Negative-Staining
fixiert. Die Auswertung ergab, dass Mikrotubuli im ATP-Ansatz eine 3-fach hdhere
Anzahl an Enden pro Langeneinheit aufzeigten als die beiden analysierten
Kontrollansdatze. Dieses Ergebnis demonstriert, dass das eingesetzte Spastin
aktiv war und in Gegenwart von ATP Mikrotubuli in kleine Fragmente zerlegen
konnte. Interessanterweise gab es keinen Unterschied hinsichtlich der Morpho-
logie der untersuchten Mikrotubuli-Enden. Unter allen getesteten Bedingungen
waren die Enden stumpf, lediglich in einigen Féllen ragten einzelne Proto-
flamente heraus. Vergleicht man dieses Ergebnis mit dem Severing-Muster von
Katanin (siehe Punkt IV.3.7), so treten keine signifikanten Unterschiede auf.
Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass Spastin und Katanin lGber ahnliche
Mechanismen Schnitte am Mikrotubulus herbeifiihren kédnnen. Das frequentierte
Auftreten von Bruchsticken mit geraden Enden ist ein weiterer Indikator dafur,
dass Spastin spezifische Bereiche am Mikrotubulus erkennt und dort Severing
ermoglicht.
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Abbildung III. 25: Spastin erzeugt stumpfe Enden an Mikrotubuli.

(A) Das EM-Bild zeigt Enden von negativ gefarbten Mikrotubuli nach Inkubation mit: (rot) 150 nM
Spastin in Kombination mit 2 mM ATP, (blau) kein Spastin (Kontrolle).

(B) Quantifizierung der Mikrotubuli-Enden pro Langeneinheit. Vergleicht man das Ergebnis des
Ansatzes Spastin + 2 mM ATP mit dem von Spastin ohne ATP oder der Negativkontrolle (nur
Mikrotubuli), so ist die Anzahl an Enden um den Faktor von = 3 erhéht. Nummern in den Balken
geben die Anzahl an ausgewerteten Mikrotubuli sowie die Anzahl an studierten Feldern an.
Datenpunkte stellen Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen dar, vertikale Linien sind die
zugehorigen Fehlerindikatoren. MaBstab = 25 nm.

III.3.11 Nukleotid-Abhangigkeit der Bindung,
Bewegung und Hexamerisierung von Spastin

Es wurde bereits gezeigt, dass Bindung und Hydrolyse von ATP fir Hexameri-
sierung und Severing-Aktivitat von Spastin essentiell sind. Um die Bindung,
Diffusion und Oligomerisierung naher untersuchen zu kénnen, wurde GFP-Spastin
in unterschiedlichen Nukleotidzustéanden (ATP, ATP-yS und AMPPNP) analysiert.
Zudem wurden in Gegenwart der oben genannten Nukleotide Photobleaching-
Studien durchgefiihrt, um eine Aussage Uber bevorzugte Oligomerstrukturen
machen zu kénnen. Um Bindung und Diffusion genauer analysieren zu kdnnen,
wurden Kymographen von Mikrotubuli erstellt und Bindungsorte sowie
Interaktionsdauern von Spastin-Molekilen studiert. In Anwesenheit von ATP
dissoziierte GFP-Spastin nach Bindung sehr schnell vom Mikrotubulus (Abbildung
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ITI.26A). Nur sehr wenige Moleklle zeigten langere Diffusionszeiten, die sich
Uber viele Sekunden erstreckten. Die meisten Partikel verlieBen das Filament
sehr zugig. In Anwesenheit von ATP konnte eine Interaktionszeit von 10,07 s
bestimmt werden. In Gegenwart von AMPPNP zeigte GFP-Spastin eine sehr
starke Bindung und nur vereinzelt Diffusionsbewegungen. Die meisten Molektle
waren statisch und verharrten fir die gesamte Aufnahmezeit am Mikrotubulus,
so dass die gemittelte Bindedauer sehr ausgepragt war und bei 253,69 s lag.
Dieser Wert stellt eine Untergrenze dar, weil die Aufnahme nach 300 s beendet
wurde. Da AMPPNP als ATP-Analogon nicht hydrolysiert werden kann, erfolgten
unter Einfluss dieses Nukleotids erwartungsgemalB keine Severing-Ereignisse. In
Gegenwart von ATP-yS trat analog zu ATP Diffusion auf und die analysierte
Bindedauer nimmt mit 55,68 s eine Position zwischen der von ATP und AMPPNP
ein (siehe Tabelle in Abbildung III.26).

ATP-yS AMPPNP

nucleotide  MT-interaction [s] binding-frequency [#/10um-60s]

ATP 10.07 : N =173 22.72:N=173
ATP-yS 55.68: N =82 2124 :N=82
AMPPNP  253.69: N =20 13.39 : N =20

Abbildung III. 26: Die Dynamik von GFP-Spastin hangt vom Nukleotid-Status ab.

(A) Kymographen von 50 nM Spastin in Gegenwart von 1 mM ATP, 1 mM AMPPNP und 1 mM ATP-
vS. Vertikaler MaBstab = 30 s, horizontaler MaBstab = 5 uym. Die Tabelle zeigt die errechneten
Werte flir Bindefrequenz sowie Interaktionsdauer unter den angegebenen Nukleotidbedingungen.
(B) Ausschnitte aus den Kymographen zeigen Diffusion von GFP-Spastin Einzelmolekilen entlang
Taxol stabilisierter Mikrotubuli (1 mM ATP / 1 mM ATP-yS / 1 mM AMPPNP). Vertikaler MaBstab =
10 s, horizontaler MaBstab = 1 pm.

Um den Einfluss von Nukleotiden auf die Oligomerisierung von GFP-Spastin
studieren zu kdénnen, wurden Photobleaching-Experimente durchgefihrt. In
Gegenwart von 2 mM ATP sind klare Ausbleichstufen zu erkennen, die manuell
gezahlt werden konnten (Abbildung III.27A). Abbildung III.27B zeigt Histogram-
me, in denen die analysierten Einzelmolekile den diversen Ausbleichstufen
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zugeordnet wurden. Photobleaching wurde zudem in Anwesenheit von AMPPNP
und ATP-yS durchgefuhrt. Auch unter Einfluss von ATP-yS konnten eindeutige
Schritte beobachtet werden. Unter Einsatz von AMPPNP war es sehr schwierig,
alle Ausbleichstufen registrieren zu kénnen, da wesentlich mehr GFP-Molekile
aneinander gekoppelt waren. In diesem Fall bestand die Problematik haufig
darin, dass mehrere GFP-Komponenten gleichzeitig ausgeblichen sind. Um
trotzdem aussagekraftige Daten zu erhalten wurde die letzte GFP-Ausbleichstufe
herangezogen und nach oben skaliert, bis das Fluoreszenzmaximum erreicht
wurde. Die Analyse der Histogramme ergab, dass in Anwesenheit von ATP
Monomere, hinsichtlich ATP-yS eine Kombination aus Dimeren/Tetrameren und in
Gegenwart von AMPPNP Hexamere die dominanten Oligomer-Formen wider-
spiegeln.
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Abbildung III. 27: Photobleaching und Analyse der Fluoreszenzintensitiaten von GFP-
Spastin.

(A) Beispiele fir Einstufen-Bleaching in Anwesenheit von 2 mM ATP, Zwei- und Vierstufen-
Bleaching unter 2 mM ATP-yS und Sechsstufen-Bleaching in Gegenwart von 2 mM AMPPNP. Uber
den Spektren sind die entsprechenden Kymographen der untersuchten Mikrotubuli dargestellt.

(B) Verteilung der Ausbleichereignisse pro Spastin-Komplex in Anwesenheit von 2 mM ATP, 2 mM
ATP-yS und 2 mM AMPPNP. Die dominante Anzahl an ermittelten Ausbleichereignissen entspricht
1/Komplex fir ATP, 2 und 4/Komplex fir ATP-yS und 6/Komplex fir AMPPNP. Die dunkelroten
Balken heben die dominanten Spezies hervor.
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Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass diverse Zwischenstufen bei
der Oligomerisierung von Spastin existieren. In Anwesenheit des langsam
hydrolysierbaren ATP-Analogons ATP-yS konnten zwei dominante Strukturen de-
tektiert werden. Analytische Ultrazentrifugationslaufe mit Spastin zeigten bereits,
dass unter Einfluss von ATP-yS Zwischenstufen entstehen kénnen (siehe Punkt
II1.2.5). Das im Zuge der Photobleaching-Studien frequentierte Auftreten von
Dimeren und Tetrameren ist ein Indiz daflir, dass Zwischenstufen bei der Bildung
von Spastin-Ringstrukturen eine groBe Rolle spielen kdnnten.

II1.3.12 Detektion moglicher Zwischenstufen im
Oligomerisierungsprozess von Spastin

Um herauszufinden, ob Spastin tatsachlich eine bevorzugte Zwischenstufe auf
dem Weg zum aktiven Hexamer bildet, wurden Cross-Linking Experimente
durchgefihrt. In Kombination dazu erfolgten Strukturanalysen mittels TEM, um
die aus den Cross-Linking Versuchen erhaltenen Daten auf optischer Ebene lber-
prifen zu kénnen. In Cross-Linking Experimenten wurde unmarkiertes Spastin
eingesetzt, um eine madgliche unspezifische Interaktion zwischen GFP-Kompo-
nenten ausschlieBen zu kénnen. Es wurden bei einer konstanten EDAC/NHS Kon-
zentration von 20 pM steigende Mengen an Spastin eingesetzt. Die Inkubation
sehr geringer Mengen an Spastin (25-100 nM) mit EDAC zeigt auf dem SDS-Gel
eine Bande, welche einem Monomer entspricht (My = 45-kDa). Im Fall héherer
Proteinkonzentrationen im Bereich von 150 bis 200 nM tritt eine zusatzliche
Bande in Erscheinung, die ein Molekulargewicht von 90-kDa aufweist. Dies ist ein
Indikator fir die Ausbildung einer stabilen Dimer-Population. Wird die Protein-
konzentration weiter erhéht, so ist eine starke Abnahme der Bandenintensitat im
Monomer- und Dimer-Bereich zu beobachten, wahrend gleichzeitig eine
dominante Spezies im hochmolekularen Bereich erscheint. Aufgrund des hohen
Molekulargewichts von > 200-kDa konnte die GréBe dieser Population durch Gel-
Analyseprogramme nicht genau ermittelt werden. Um trotzdem verlassliche
Daten zu erhalten, wurde die Probe mittels EM strukturell untersucht. Auf den
untersuchten elektronenmikroskopischen Bildern sind zahlreiche homogene
Ringstrukturen mit einer zentralen Pore zu erkennen, die sich nach dem Partikel-
Averaging als Hexamere herausstellten. Die Analyse der weiteren Ansatze mittels
TEM konnten die Daten aus den Cross-Linking Experimenten bestatigen. So ist
auf den EM-Bildern mit sehr geringer Spastin-Konzentration hauptsachlich eine
Monomer-Spezies, im Fall hoéherer Konzentrationen dagegen eine Dimer-
Population dominant. Zusammenfassend zeigen die erhaltenen Resultate, dass
Spastin in der Lage ist, auf dem Weg vom Monomer zum aktiven Hexamer eine
Zwischenstufe in Form eines Dimers auszubilden.
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Abbildung III. 28: Struktur und Oligomerisierung von Spastin.

(A) SDS-Gel mit quervernetzten Spastin-Untereinheiten bei unterschiedlichen Proteinkonzentra-
tionen (von links nach rechts ansteigend). Das Gel zeigt mit steigenden Mengen an Spastin einen
Ubergang vom Monomer (iber ein Dimer zum aktiven Hexamer. Spuren 1/8: Standard, Spur 2:
kein Spastin, Spur 3: 0,2 UM Spastin, Spur 4: 0,4 uM Spastin, Spur 5: 0,6 UM Spastin, Spur 6: 0,8
UM Spastin, Spur 7: 1 uM Spastin.

(B) Drei Ansatze mit 0.2, 0.6 und 1 uM Spastin wurden gleichzeitig mittels TEM Uberprift und ein
Partikel-Averaging durchgefiihrt. Diese Mittelung zeigt, dass im Ansatz mit geringer Spastin-
Konzentration eine Monomer-Spezies, im mittleren Konzentrationsbereich ein Dimer und im
hochkonzentrierten Bereich eine Hexamer-Population dominant ist. MaBstab = 10 nm.

Photobleaching und Cross-Linking Experimente lieferten wichtige Hinweise auf
den Oligomerisierungsgrad von Spastin unter Einfluss verschiedener Nukleotide
und Einsatz variabler Proteinkonzentrationen. Da die Experimente ohne Mikrotu-
buli durchgefiihrt wurden, konnten damit noch keine Informationen Uber den
Einfluss verschiedener Nukleotide auf den Bindegrad von Spastin am
Mikrotubulus-Filament erhalten werden.

Um eine genaue Aussage Uber das molare Bindeverhaltnis von Spastin zu Tubulin
treffen zu koénnen, wurden Cosedimentationsmessungen durchgefiihrt. Diese
Methode ermdglicht eine effiziente Trennung des an Mikrotubuli assoziierten
Proteins von ungebundenem Spastin. Die Menge an cosedimentiertem Spastin
hangt dabei primar von seinem Oligomerisierungsgrad ab. Photobleaching-
Experimente haben bereits gezeigt, dass Oligomerisierung durch Nukleotide
beeinflusst wird (siehe Punkt II1.3.11). Um die Interaktion zwischen Spastin und
Mikrotubuli genau untersuchen zu kénnen, wurden Cosedimentationsmessungen
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in Kombination mit ADP, ATP und ATP-yS durchgefluhrt. Dabei kam sowohl der
Wildtyp als auch die mutierte Version E442Q zum Einsatz. FlUr die durchgefihrten
Laufe wurde Spastin mit variablen Konzentrationen von 0 bis 4,5 uM eingesetzt.
Die Tubulin-Konzentration blieb dabei konstant und belief sich auf 1 pM.
Abbildung III.29A zeigt ein typisches SDS-Gel eines Cosedimentationslaufs mit
Spastin. In Gegenwart von 1 mM ADP betragt das molare Bindeverhaltnis von
Wildtyp-Spastin zu Tubulin 1,37:1. Das Resultat zeigt, dass unter dieser
Bedingung hauptsachlich Spastin-Monomere an Tubulinen binden. Wird die
Reaktion dagegen mit dem langsam hydrolysierbaren ATP-Analogon ATP-yS
durchgefihrt, so bindet jeweils ein Spastin-Dimer an eine Tubulin-Einheit.
Dementsprechend liegt das molare Verhaltnis zwischen Wildtyp und Tubulin bei
2,09:1. Neben Spastin-Wildtyp wurde auch die hydrolysedefiziente Mutante
E442Q in die Messungen miteinbezogen. Wahrend in Anwesenheit von ADP
primar Monomere an Mikrotubuli binden, liegt in Gegenwart von ATP-yS das
molare Verhaltnis von Enzym zu Tubulin bei 2,27:1. Wurde die Mutante unter
Einfluss von ATP mit Mikrotubuli inkubiert, so resultierte dies in einer steigenden
Menge an gebundenem Enzym. Unter dieser Bedingung konnte ein molares
Verhaltnis Spastin zu Tubulin von = 3:1 registriert werden. Abbildung III.30B
zeigt eine komprimierte Zusammenfassung der Daten. Ausgehend von elektro-
nenmikroskopischen Experimenten hatte man erwarten kdénnen, dass E442Q in
Gegenwart von ATP hauptsachlich als Hexamer und nicht in Form eines Trimers
an das Filament bindet. Diese Diskrepanz wird ausfuhrlich unter Punkt V.3.7
behandelt.
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Abbildung III. 29: Bestimmung der Spastin-Bindekapazitat am Mikrotubulus unter
Einfluss verschiedener Nukleotide.

Um den Bindegrad analysieren zu kénnen, wurden in Gegenwart von ADP, ATP oder ATP-yS stei-
gende Spastin-Konzentrationen (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 uyM) zu einer konstanten MT-
Konzentration von 1 pM gemischt. An Mikrotubuli assoziiertes Protein wurde von ungebundenem
Enzym durch Zentrifugation separiert.

(A) Reprasentatives SDS-Gel einer Cosedimentationsmessung mit Spastin.

(B+C) Die Proteinmengen in Pellet und Uberstand wurden mit dem Programm Image] quantifiziert
und die Spastin-Konzentration im Pellet als Funktion gegen die detektierte Proteinmenge im
Uberstand dargestellt. Der Bindegrad der Mutante E442Q wurde in Gegenwart von ADP (blau), ATP
(schwarz) und ATP-yS (grun) analysiert, wahrend beim Wildtyp ADP (blau) und ATP-yS (griin) zum
Einsatz kamen. Die finale Konzentration der verwendeten Nukleotide lag bei jeweils 1 mM.
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nucleotide ADP : ATP-ys: ATP
tubulin [uM] 1 A
spastin in pellet [uM] 1,30 : 2,21 : 2,70
spastin subunits/tubulin-dimer 1,30/1 :2,21/1 : 2,701
oligomer monomer : dimer : trimer
nucleotide ADP : ATP-yS

tubulin [uM] 1 L

spastin in pellet [uM] 1,37 : 2,09

spastin subunits/tubulin-dimer 1,371 : 2,091
oligomer monomer : dimer

Abbildung III. 30: Zusammenfassung der Cosedimentationsmessungen.
Komprimierte Wiedergabe der aus den Cosedimentationsmessungen erhaltenen Daten fiir E442Q
(oben) und Wildtyp-Spastin (unten).

II1.3.13 Oligomerisierungs- und ATPase-Studien
kiinstlicher Dimere

Photobleaching, Cross-Linking und Cosedimentationsexperimente deuten darauf
hin, dass eine Dimer-Struktur im Zuge des Spastin-Oligomerisierungsvorgangs
eine wichtige Zwischenstufe einnimmt. Um die Bedeutung des Dimers fur die
Hexamerisierung naher zu analysieren, wurde mit Hilfe einer stabilen Coiled-Coil
(cc)-Struktur (Bornschlogl und Rief 2008) ein kinstliches Dimer, bestehend aus
zwei gekoppelten Spastin-Untereinheiten, hergestellt. Nach der Aufreinigung
wurde das Protein auf einem SDS-Gel Uberprift und die GréBe analysiert. Befand
sich das Reduktionsmittel 2-Mercaptoethanol im Probenpuffer, so konnte Protein
mit einem Molekulargewicht von 47-kDa detektiert werden, das einer Monomer-
Einheit entspricht. In Abwesenheit des Reduktionsmittels trat eine Verschiebung
der Proteinbande zu einem héheren Molekulargewicht auf. Das Protein kam im
GroBenbereich von 90-kDa zum Stehen, so dass eine Dimer-Spezies abgeleitet
werden konnte (Abbildung III.31A). Nach dem Erhalt von reinem Protein wurden
analytische Experimente eingeleitet. Im ersten Schritt wurden mit dem Coiled-
Coil Spastin Konstrukt Cosedimentationsmessungen durchgefiihrt (Abbildung
ITI.31A). Damit sollte Uberprift werden, ob das Protein generell in der Lage ist,
MT-Filamente binden und schneiden zu kénnen. In Abwesenheit von Nukleotiden
befindet sich sowohl der Wildtyp als auch die E442Q-Mutante im Pellet, wodurch
Cosedimentation mit Mikrotubuli bestatigt werden konnte. Das Coiled-Coil Kon-
strukt ist somit in der Lage, Filamente zu binden. Befanden sich Wildtyp und ATP
im Ansatz, so konnten Mikrotubuli im Uberstand registriert werden. Dies ist ein
Indiz dafiir, dass das generierte cc-Spastin Konstrukt die Fahigkeit zum
Schneiden von Mikrotubuli besitzt. Im nachsten Schritt wurde die Struktur von
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cc-Spastin mit Hilfe des Elektronenmikroskops untersucht. Ohne Nukleotid
konnten sehr viele Dimer-Strukturen beobachtet werden. Wurde dagegen ATP in
Kombination mit cc-E442Q Spastin eingesetzt, so traten die flir Hexamere
charakteristischen Ringstrukturen in Erscheinung. Diese Beobachtungen zeigen,
dass das generierte Konstrukt tatsachlich in der Lage ist, aktive Hexamer-
strukturen auszubilden. Dies impliziert, dass drei Dimere zu einem funktions-
fahigen Hexamer gekoppelt werden kdénnen. Somit konnten die Resultate aus
den Cross-Linking und Photobleaching-Studien in der Hinsicht bestatigt werden,
dass die Dimer-Spezies eine wichtige Zwischenstufe auf dem Weg zum Hexamer
darstellt.

PS PS

Abbildung III. 31: Generierte Coiled-Coil Dimere bilden Hexamere, welche zum Severing
befadhigt sind.

(A) Cosedimentationsmessungen mit cc-Spastin Wildtyp und der mutierten Version E442Q. Ohne
ATP cosedimentieren Wildtyp und Mutante mit Mikrotubuli. In Gegenwart von ATP schneidet der
Wildtyp Mikrotubuli, so dass eine Tubulin-Fraktion im Uberstand registriert werden kann. Befindet
sich 2-Mercaptoethanol im Probenpuffer, so ist eine Monomer-Bande (47-kDa) sichtbar, unter
nativen Bedingungen dominiert eine Dimer-Population (90-kDa).

(B) Elektronenmikroskopisches Bild von cc-Spastin E442Q, welches Ringstrukturen prasentiert.
Partikel-Averaging zeigt Hexamere. MaB3stab = 100 nm.

(C) Fehlt ATP im Ansatz, so dominieren Dimere. Auf der linken Seite ist eine Auswahl von Dimeren
dargestellt, auf der rechten Seite befinden sich 4 Klassen nach dem Partikel-Averaging. MaBstab =
10 nm.
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Im nachsten Schritt wurde das hergestellte Coiled-Coil Spastin-Konstrukt auf
kinetischer Ebene analysiert. Zu diesem Zweck wurde das Protein mit Hilfe
gekoppelter enzymatischer Tests und Variation der MT- und ATP-Konzentration
studiert. Die Resultate sollen anschlieBend mit Daten verglichen werden, die
unter Einsatz von delta227-Spastin erhalten wurden. Dadurch soll der Einfluss
des Dimers auf die ATP-Umsatzrate analysiert werden. Um Verwechslungen zu
vermeiden, wird das konventionelle Spastin-Protein im folgenden Abschnitt als
.delta227-Spastin® bezeichnet, wahrend flr das klnstlich generierte Konstrukt
die Bezeichnung , Coiled-Coil Spastin® Verwendung findet.

A coiled-coil spastin
T best it (Hill coeff. = 1.8) .

| t

delta227-spastin

Michaelis-Menten

best fit (Hill coeff. = 0.8)

no microtubules
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Abbildung III. 32: ATPase-Tests von Coiled-Coil Spastin mit variablen Konzentrationen
an ATP und Mikrotubuli.

(A) ATPase-Rate in Abwesenheit von Mikrotubuli. Wahrend delta227-Spastin eine basale Hydro-
lyserate von = 1 ATP/s aufweist (inneres Bild), erreicht das Coiled-Coil Konstrukt selbst ohne
Mikrotubuli eine maximale Umsatzrate von = 4 ATP/s.

(B) Die Umsatzrate von cc-Spastin erfahrt durch Mikrotubuli keine Stimulierung. Selbst in Abwe-
senheit der Filamente kann maximaler ATP-Umsatz registriert werden. Dies steht im Gegensatz zur
ATP-Umsatzrate von delta227-Spastin, welche durch Mikrotubuli stimuliert wird (inneres Bild).
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Um die erhaltenen Messwerte des klinstlich erzeugten Dimers besser interpre-
tieren zu kénnen, wurden die erhaltenen Daten mit den ATP-Hydrolyseraten von
delta227-Spastin verglichen. Fir diesen Zweck wurden die Messdaten mit Hilfe
der Michaelis-Menten oder der Hill-Gleichung gefittet.

e ATP-Titration

Die ATP-Titration wurde flr delta227-Spastin sowohl in Gegenwart als auch in
Abwesenheit von MT durchgeflhrt. Fir das Dimer-Konstrukt wurde dagegen eine
ATP-Titrationsstudie ohne Mikrotubuli durchgefihrt. Die ATP-Titration von
delta227-Spastin ohne MT kann sowohl mit dem Hill-Modell mit h = 0,93 £ 0,15
als auch mit dem Michaelis-Menten-Modell genahert werden. Damit tritt in
Reaktionsansatzen ohne Mikrotubuli keine Kooperativitat auf. Im Gegensatz dazu
zeigen ATP-Titrationsanalysen von delta227-Spastin mit Mikrotubuli (h = 2,1
0,2) sowie Coiled-Coil Spastin ohne MT (1,86 = 0,22) eindeutiges Kooperativi-
tatsverhalten. Aus den Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass in Bezug auf
delta227-Spastin ATP nur in Anwesenheit von MT kooperatives Verhalten
auslésen kann. Dagegen tritt bei der Coiled-Coil Variante Kooperativitat auch
ohne Mikrotubuli-Filamente auf.

¢ MT-Titration

Ein signifikanter Unterschied zwischen Coiled-Coil Spastin und delta227-Spastin
besteht darin, dass die ATP-Umsatzrate des kinstlichen Dimers keine
Stimulierung durch Mikrotubuli erfahrt. Der Datensatz von Wildtyp-Spastin lasst
sich sowohl mit der Michaelis-Menten als auch mit der Hill-Gleichung gut
beschreiben. Bei den in Abwesenheit von Mikrotubuli erfolgten Messungen konnte
keine Kooperativitat beobachtet werden. Der berechnete Hill-Koeffizient lag bei
1,28 *+ 0,28. Vergleicht man den Wert mit Messdaten aus Mikrotubuli-
Titrationsstudien, so tritt ein signifikanter Unterschied in die Richtung auf, dass
der Hill-Koeffizient h einen Wert von 2,2 = 0,4 annimmt. Dies ist ein Indikator
dafur, dass durch Hinzugabe von MT kooperatives Verhalten induziert wird. Im
Gegensatz dazu konnten in Titrationsexperimenten mit dem fusionierten Dimer-
Konstrukt von MT unabhangige ATP-Umsatzraten beobachtet werden. Flr cc-
Spastin wurde in Abwesenheit von MT eine maximale Rate von 4,65 ATP/s
ermittelt. Das Konstrukt benétigt somit fir maximale Aktivitat keine Mikrotubuli.

Die unterschiedlichen Verhaltensmuster der Coiled-Coil Variante und delta227-
Spastin werden unter Punkt V.4 ausfihrlich diskutiert.
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I11.4 Methoden; Spastin-Projekt

II1.4.1 Primer fur Amplifikationen

Folgende Formel wurde herangezogen, um die Schmelztemperatur zu
bestimmen:

Th=649+41-[(y-G+2z-C-164)/ (W-A+Xx-T+y -G+ 2z 0]

(w, X, y und z spiegeln dabei die Anzahl der Basen A, T, C, G in der Basen-
sequenz wider).

Forward-Primer fiir KKCK-Spastin (pGEX6P2-Vektor)

5'-AATAATGGATCCAAGAAATGCAAGATGAGTGGAGCTGTTCCAAAAAGAAAAGA
CCCCTTAACACAC-3’

Tm = 73,46°C
Reverse-Primer fiir KKCK-Spastin (pGEX6P2-Vektor)

5-AATAATGCGGCCGCCTATCTCAAACAGTGGTATCTCCAAAGTCCTTGTTCCAACGT
ATGTACGC-3’

Tm = 75,98°C
Forward-Primer fiir GFP (pGEX6P2 Spastin-Vektor)
5'-AATAATGGATCCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC-3’
Tm = 69,77°C
Reverse-Primer fiir GFP (pGEX6P2 Spastin-Vektor)

5'-CCTGCGGGATCCGGGTGCTCCTGGTGCTCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG
AGTGATCC-3’

Tm = 69,51°C

Notl

BamHI
Stop-Codon
GAPGAP-Linker
KKCK
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Forward-Primer fiir Spastin-MTBD
5'-GAAGAACCATGGAAAGCGGACTGTCAATGG-3'
Tm = 65,16°C

Reverse-Primer fiir Spastin-MTBD

5'-GAAGAAGGATCCTTAATCAGATTCGCCAGATTTG-3'

Tm = 65,54°C
e Ncol
e BamHI

II1.4.2 Proteinexpression im bakteriellen System
und Aufreinigung

II1.4.2.1 Expression und Proteinaufreinigung

Aus einer Glyzerinkultur wurde eine Ubernachtkultur hergestellt, die auf eine
ODgoo Vvon 0,2 verdinnt wurde. Dazu wurde selektives LB®™-Medium mit einer
finalen Konzentration von 20 pg/ml Carbenicillin (AppliChem) verwendet. Zellen
wurden in einem Schittelinkubator (180 rpm, New Brunswick Scientific) bei 37°C
hochgezogen. Erreichte die ODgoo der Zellen einen Wert von 0.6, so wurde die
Inkubator-Temperatur auf 20°C reduziert. Bei Erreichen einer ODgyp von 0,8
wurde die Expression des Proteins mit 0,5 mM IPTG (Sigma-Aldrich) induziert
und die Kultur Gber Nacht inkubiert. Die optische Dichte wurde mit Hilfe eines
Photometers (DU® 730, Beckman Coulter) bei einer Wellenldange von 600 nm
bestimmt. Flr das Ernten der Bakterienzellen wurde der Ansatz bei 1500 x g flr
20 Minuten und 4°C zentrifugiert (Rotanta 460 R, Hettich). Nach dem
Resuspendieren der Zellen in Puffer 2 erfolgte der Transfer der Suspension in ein
steriles 50 ml Falcon-GefaB. Nach erneuter Zentrifugation (4°C, 1500 x g, 10
Minuten) wurde der Uberstand entfernt, das Pellet gewogen und die Zellen
entweder bei -20°C eingefroren oder zur sofortigen Extraktion in vorgeklihltem
Puffer 2 resuspendiert. Zur Zellsuspension wurden pro 10 Gramm Pellet 3000 U
Lysozym (Applichem), eine Protease-Inhibitor-Cocktail Tablette (Roche) hinzuge-
figt und der Ansatz auf Eis gelagert. Um die Ausbildung unspezifischer
Disulfidbriicken zu unterbinden, wurde DTT (1 mM) benutzt. Alle folgenden
Schritte wurden entweder auf Eis, in der Kihlkammer oder in einer auf 4°C
vorgeklhlten Zentrifuge durchgefuhrt. Die resuspendierten Zellen wurden in
einer vorgeklUhlten French® Pressure Zelle (Fisher Scientific) aufgebrochen und
Zelltrimmer bei 50000 x g und 4°C fir 40 Minuten vom Proteintberstand
getrennt (Optima™ L-90K, Beckman Coulter). Wahrend des Zentrifugationslaufs
wurde Glutathion-Sepharose Saulenmaterial (GE Healthcare) gewaschen und mit
Puffer 2 aquilibriert. Dazu wurden 500 pl Saulenmaterial auf 500 ml Expressions-
ansatz eingesetzt. Das Saulenmaterial wurde in einer vorgekihlten Tischzentri-
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fuge (PerfectSpin 24 R, PEQLAB) bei 4°C und 1000 x g fur 5 Minuten pelletiert
und der Uberstand verworfen. Das Glutathion-Sepharose S&ulenmaterial wurde
1-mal mit H,O gewaschen und anschlieBend 3-mal mit Puffer 2 aquilibriert. Der
Proteintiberstand aus der Ultrazentrifuge wurde mit einem 0,2 pm Filtropur
Spritzen-Filter (Sarstedt) sterilfiltriert und in Kombination mit dem Saulen-
material fir 1 Stunde auf einem Uberkopfroller im Kihlraum inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde der Ansatz gewaschen. Dazu wurde der Ansatz
bei 4°C mit 1000 x g fir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig
abgenommen und das Pellet in 10 ml Puffer 2 resuspendiert. Der Ansatz wurde
erneut zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das in 1 ml Puffer 2
resuspendierte Saulenmaterial in ein steriles 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 Uberfuhrt.
Dieser Waschvorgang wurde so lange wiederholt bis der Uberstand im Bradford-
Test keine Blaufarbung mehr aufwies. Damit konnte sichergestellt werden, dass
keine unspezifischen Proteine co-eluiert werden. Fur den Elutionsvorgang wurden
10 mM reduziertes Gluthation (Sigma-Aldrich) in Puffer 2 verwendet. Je nach
Probenvolumen wurde das Saulenmaterial mit einem Volumen zwischen 500 und
1000 pl Puffer 3 resuspendiert, fir 2 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Eppendorf-GefaB lberfihrt und die
Elution so lange wiederholt bis mit dem Bradford-Test kein Protein mehr nachge-
wiesen werden konnte.

I11.4.2.2 Kationenaustauscher-Chromatographie

Um einen sehr hohen Reinheitsgrad zu erhalten, wurde GST-Spastin Fusions-
protein zusatzlich Uber eine Sulfopropyl-Saule (SP-Sepharose, Volumen = 1 ml,
GE Healthcare) aufgereinigt. Die aus der Affinitatschromatographie erhaltenen
Proteinfraktionen wurden auf die Kationenaustauscher-Saule appliziert, die zuvor
mit Puffer 2 aquilibriert wurde. Nach dem Beladen der Sdule mit Protein erfolgte
ein Waschschritt mit Puffer 2 (3-faches Saulenvolumen). Die Elution von Spastin
wurde durch einen Hochsalzpuffer mit 0,3 M NaCl (Puffer 1) realisiert. Alle
Wasch- und Elutionsschritte wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min durchge-
fahrt.

I11.4.2.3 Abspaltung des Affinitats-Tags

Um den GST-Tag vom Spastin abtrennen zu kdnnen, wurde ein spezifisches
Enzym - die PreScission-Protease (GE Healthcare) — zum Proteinansatz hinzuge-
fiugt. Diese Protease erkennt und schneidet eine spezifische Sequenz, die das
Ende des GST-Tags markiert. Nach dem Verdau stand Spastin ohne Fusions-Tag
zur Verfigung. Auf 5 mg in Puffer 1 geléstes Protein wurden 50 U PreScission-
Protease hinzugegeben und der Ansatz flir 5 Stunden bei 4°C inkubiert. Das
geschnittene Protein wurde erneut mit Glutathion-Sepharose Saulenmaterial
behandelt. Wahrend der abgetrennte GST-Tag an das Saulenmaterial bindet,
befindet sich das unfusionierte Spastin-Protein nach Zentrifugation im Uberstand.
Die proteinhaltigen Fraktionen wurden aliquotiert, mit flissigem Stickstoff
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schockgefroren und im -80°C-Schrank gelagert. Zur Analyse der Reinheit des
Proteins wurde 1 Aliquot auf einem SDS-Gel analysiert.

Losungen
Puffer 1

50 mM HEPES (pH 7,4)
300 mM NaCl

5 mM MgCl,

5% Glyzerin (v/v)

1mM DTT

Puffer 2

50 mM HEPES (pH 7,4)
150 mM NaCl

5 mM MgCl,

5% Glyzerin (v/v)

1 mM DTT

Puffer 3

50 mM HEPES (pH 7,4)
150 mM NaCl

5 mM MgCl,

5% Glyzerin (v/v)

1 mM DTT

10 mM reduziertes Glutathion

II1.4.3 Chemische Konjugation von Proteinen mit
Fluorophoren

Fir die Analyse des Spastin-Oligomerisierungsgrads mittels analytischer
Ultrazentrifuge (Proteom-Lab XL-A, Beckman Coulter) wurde das Protein nach
Affinitats- und Kationenaustauscher-Chromatographie kovalent an den Maleimid-
Farbstoff ATTO488 (ATTO-TEC) gekoppelt. Da im Spastin-Konstrukt ein KKCK-
Motiv zur Verfligung stand, konnte der Farbstoff spezifisch und definiert an den
N-Terminus von Spastin gebunden werden. Fur die chemische Konjugation
musste zunachst DTT aus dem Ansatz entfernt werden, da dieses Reduktions-
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mittel die Kopplung zwischen Cystein und Maleimid-Komponente beeintrachtigen
wilrde. Unter Einsatz der Gelfiltrationssaule Illustra NAP-5 (GE Healthcare) er-
folgte das Umpuffern mit Puffer 1 (ohne Glyzerin), der anstelle von DTT 1 mM
TCEP (Sigma-Aldrich) enthielt. Danach wurde das Protein mit einem zweifach
molaren Uberschuss an ATTO488 inkubiert und die Reaktion bei 4°C iber 20
Minuten fortgesetzt. Zum Abstoppen des Reaktionsprozesses wurden 10 mM DTT
zum Ansatz hinzugegeben. Zur effizienten Abtrennung von Uberschissigem
Farbstoff wurde der Ansatz erneut auf eine Gelfiltrationssaule (NAP-5) appliziert.
Aufgrund des héheren Molekulargewichts der Protein/Farbstoff-Komponente war
eine sehr gute Separation von freiem Farbstoff mdglich. ATTO488-Spastin wurde
entweder sofort in analytische Ultrazentrifugationslaufe eingesetzt oder aliquo-
tiert, schockgefroren und im -80°C Schrank gelagert.

II1.4.4 Analytische Ultrazentrifugation (AUZ2Z)

In der analytischen Ultrazentrifuge kann das Sedimentationsverhalten von
Makromolekilen verfolgt werden. Dabei finden unterschiedliche optische
Detektionssysteme Verwendung. Dazu gehdren die Lichtabsorption und/oder die
Interferenz. Weiterhin kann in die Interferenzoptik ein zusatzlicher Fluoreszenz-
detektor eingebaut werden. Dieser registriert Fluoreszenzsignale, die von
Probenmolekililen ausgehen, wenn sie mit Laserlicht der entsprechenden Wellen-
lange angeregt werden. Dies erlaubt dem Experimentator, die Entwicklung der
Probenkonzentration gegen die Achse des Rotationsprofils zu beobachten. In
Abhangigkeit von der Rotationsgeschwindigkeit bildet sich ein ,selbstformender"
Dichtgradient heraus. Alternativ kdnnen vorgeformte Dichtegradienten (zum
Beispiel Saccharose oder Glyzerin) eingesetzt werden. Mit Hilfe der analytischen
Ultrazentrifuge kdénnen zwei Arten von Experimenten durchgeflihrt werden:
Sedimentationgeschwindigkeits- und Sedimentationsgleichgewichtsexperimente.

e Sedimentationsgeschwindigkeitsanalysen versuchen die vollstdndige Zeit-
reihe der Sedimentation zu interpretieren. So kénnen Aussagen Uber Form
und molare Massen der getrennten Molekile getroffen werden. Die Auflésung
der GroBe skaliert etwa mit dem Quadrat der Partikel-Radien. Durch eine
Anpassung der Rotor-Geschwindigkeit kdnnen MolekllgréBen zwischen 100-
Da und 10-GDa analysiert werden. Die Sedimentationsgeschwindigkeit kann
auch flUr das Studieren reversibler chemischer Gleichgewichte zwischen
makromolekularen Spezies verwendet werden.

e Sedimentationsgleichgewichtsexperimente befassen sich ausschlieBlich mit
dem finalen Gleichgewichtszustand, der sich am Ende des Experiments
eingestellt hat. In dieser Phase ist die Sedimentation durch Auftrieb aus-
geglichen, die dem Konzentrationsgradienten entgegengesetzt ist. Daraus
ergibt sich ein Konzentrationsprofil. Sedimentationsgleichgewichtsvertei-
lungen im Zentrifugationsfeld werden durch die Boltzmann-Verteilung charak-
terisiert. Diese Variante der Ultrazenrifugation erlaubt keine Aussagen Uber
die Form von Molektlen, sondern gibt vielmehr Hinweise auf die molare Masse
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von Makromolekilen. Im Fall chemischer Reaktionsgemische kdnnen weiter-
hin Aussagen Uber chemische Gleichgewichtskonstanten gemacht werden.

Zusammengefasst liefern die beiden experimentellen Versionen im Rahmen der
Ultrazentrifugation folgende Informationen: Form, Konformationsanderungen und
GrdéBenverteilung makromolekularer Proben kdnnen analysiert werden. Flr
Makromolekille, die sich in einem chemischen Gleichgewicht mit unterschied-
lichen nichtkovalenten Komplexen befinden, kénnen Anzahl und Stdchiometrie
der Komplex-Untereinheiten sowie deren Gleichgewichtskonstanten bestimmt
werden.

Spiegelf_fi'f‘_rff??f’l%m
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Abbildung III. 33: Aufbau und Funktionsweise einer analytischen Zentrifuge.

Die analytische Ultrazentrifuge verwendet sehr hohe Zentrifugalkrafte (>> 100.000 x g), um
héhermolekulare Molekiile oder Organellen, die sich nur marginal in ihrer Dichte unterscheiden,
separieren zu kdénnen. (i) Die zu analysierende Probe wird in eine Probenzelle pipettiert, die analog
zu einem Zentrifugenrdhrchen einen permanenten rechten Winkel zur Rotationsachse aufweist.
(ii) Die Messzelle wird in eine zylindrische Vertiefung an der Rotorseite gegeben und mit einer
Referenzzelle ausgeglichen, die das gleiche Gewicht aufweist. Der Rotor wird dann auf eine Spindel
gesetzt, die mit dem Motor gekoppelt ist. (iii) Der Reaktionsraum ist mit einer Vakuumpumpe
ausgestattet, um Luftreibung zu verhindern. Geklhlt wird mit einem integrierten Kihlmantel,
welcher sicherstellt, dass eine konstante Temperatur aufrecht erhalten bleibt und Uberhitzung
ausgeschlossen wird. Der Fortschritt des Experiments wird durch das Passieren eines Lichtstrahls
durch ein im unteren Teil der Zelle lokalisiertes Quarzfenster beobachtet. Zusatzlich passiert Licht
ein durchlassiges Glasfenster im oberen und unteren Bereich der Zelle und verlasst durch ein
weiteres Fenster die Kammer, wo es durch Umlenkspiegel zum Detektor geleitet wird. Molekule im
Ansatz diffundieren dabei zentripetal (zur Achse hin), wahrend L6sung und Ldsungsmittel
ineinander diffundieren. (iv) Im dargestellten Beispiel sind zwei molekulare Spezies dargestellt.
Eine leichtere davon wandert schneller und weiter (zum Zentrum hin), wdhrend die dichtere
Fraktion dahinter bleibt. Die Dichteanderung im Grenzgebiet zwischen den beiden Regionen
(mittleres Diagramm) flhrt zur Beugung des Lichts, das die Probenzelle passiert. Die daraus
resultierende Uberlagerung angrenzender Signale (Schlieren-Optik) wird durch einen Peak am
Ubergangspunkt angezeigt. Héhe und Position dieses Impulses sind Indikatoren fiir Menge und
molekulares Gewicht der eingesetzten Komponente. (Abbildung modifiziert nach Freifelder, 1983).
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II1.4.4.1 Probenvorbereitung

Fur die analytische Ultrazentrifugation wurde A227-Spastin eingesetzt, welches
Uber eine Cystein-Komponente mit ATTO488 gekoppelt wurde (siehe Punkt
II1.4.3). Die Experimente wurden in einer Beckman ProteomLab XL-A Zentrifuge
durchgefihrt, die mit einem Fluoreszenzdetektor ausgestattet war (Aviv
Biomedical). Die Proteinkonzentration variierte dabei zwischen 0,1 und 1 yM
Spastin in BRB80-Puffer, das Probenvolumen betrug jeweils 350 ul. Die
Sedimentation der Ansatze - in Gegenwart oder Abwesenheit von Nukleotid -
wurde bei 142000 x g fir 3 Stunden und 20°C beobachtet. Die Daten wurden mit
Hilfe des Programms SedView (Hayes und Stafford 2010) visualisiert, die weitere
Analyse erfolgte mit dem Software Paket UltraScan (Demeler 2005). Um das
Molekulargewicht der Proben nach der Einstein-Relation (die in das Programm
UltraScan implementiert ist) bestimmen zu kénnen, wurden deren Sedimenta-
tionsgeschwindigkeiten bericksichtigt. Es muss beachtet werden, dass die
Einstein-Relation nur korrekte Resultate liefert, so lange die zu analysierenden
Partikel wahrend des gesamten Laufs stabil sind.

II1.4.5 Kooperativitat der Oligomerisierung

I11.4.5.1 Oligomerisierungsgleichgewicht

Die Assoziation von Spastin wurde mit Hilfe eines Dimer-Modells beschrieben. Ein
Modell, das sich auf die Verknlpfung von vier Untereinheiten fokussiert, liefert
eine wesentlich komplexere Formel. Dagegen kann ein Modell flr sechs
miteinander interagierende Untereinheiten aufgrund seiner Komplexitat nicht
mehr analytisch geldést werden. Durch die Definition

Kg = Cwiwt,eq/Cwieq UNd der Bedingung
Cwt,total = Cwt,eq T 2 Cwiwt,eq

(Gleichung 1)

Mit Cwiorai—KONzentration von Wildtyp-Enzym, cwt.q — Konzentration der Wildtyp-
Monomere im Gleichgewicht, cwwwteq — Konzentration der Wildtyp-Dimere im
Gleichgewicht folgt, dass

Cwiwteq = 1/8 * (4 * Cwiotal + 1/ Kyg - V[1 + 8 - Cwttotal Kal/Ka)
(Gleichung 2)

Um den ATP-Umsatz annahern zu kénnen, wurde der rechte Abschnitt der Formel
mit 2 - Ket,we Multipliziert - dabei wurde nur eine der Untereinheiten bertcksich-
tigt. In der Praxis waren Naherungen, die mit Hilfe von Gleichung 1 und der
hyperbolischen Variante (Gleichung 2) durchgefihrt wurden, kaum voneinander
zu unterscheiden.
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II1.4.5.2 Steady-State ATPase-Kinetik

Um die Steady-State Kinetik von Spastin und Mischungen, bestehend aus
Wildtyp und Mutante, zu verstehen, wurden mehrere Ansatze verfolgt. Zum
einen wurden die Daten mit Hilfe der Michaelis-Menten Gleichung visualisiert,
zum anderen kam das Hill-Modell zum Einsatz, welches Kooperativitat
beschreibt. Das Hill-Modell wurde schlieBlich mit dem praxisbezogeneren Adair-
Modell verglichen. Das Fitten der Daten erfolgte mit der Software IgorPro
(Wavemetrics, Portland OR, U.S.A.), die Statistik wurde mit der Software
GraphPad Prism (Graphpad, La Jolla, CA, U.S.A.) erstellt. Die Michaelis-Menten
Gleichung wurde herangezogen um zu Uberprifen, ob nichtkooperative-Modelle
die experimentellen Daten erklaren kédnnen (Fersht 1984):

I(obs = kcat * Cs /(KO.S + CS)
(Gleichung 3)

keat — katalytische Konstante, cs — Substrat-Konzentration, Kos — halbmaximale
Aktivierungskonstante.

Um Rohdaten anndhern zu koénnen, wurde die Hill-Gleichung in ihrer
hyperbolischen Form (nicht logarithmisch) (Segel 1975) eingesetzt. Dieses Hill-
Modell beschreibt h fortlaufende Bindungsereignisse flr ein Enzym mit h
kooperativen Stellen als einen Schritt mit einer zusammengefassten
Assoziationskonstante K’ = ¢ + ¢s" /cesn (Ce — Konzentration von freiem Enzym im
Gleichgewicht, cs — Substrat-Konzentration, ces» — Konzentration des gesattigten
Enzym-Substrat-Komplexes im Gleichgewicht).

Es muss beachtet werden, dass die Assoziationskonstante K' die Einheit [M]"
aufweist. FlUr den Fall, dass nur der vollstdndig besetzte Enzym-Substrat-
Komplex aktiv ist, folgt flir die Umsatzrate pro Untereinheit Kops,

Kobs = kcat'CES,h / CE, total
(Gleichung 4)

(Ceotal — Enzymkonzentration). Beachtet man die Definition von K’, so erhalt man
fUI" kobs

(Hill-Gleichung):
Kobs = kcat'CSh/ (K, + CSh)
(Gleichung 5)

h - Hill-Koeffizient. Die halbmaximale Aktivitdt, cs = Ky2, ist bei einer
Substratkonzentration von Ky, = (K)®" erreicht.

Im Allgemeinen kdénnen Uber den Hill-Koeffizienten keine Aussagen Uber die
Anzahl an interagierenden Untereinheiten getroffen werden, weil das Modell die
Abfolge der Substratbindungsereignisse nicht berlcksichtigt. Somit schlieBt das
Modell zeitgleich Aktivitat, welche durch partiell mit Substrat bestlckten
Intermediaten hervorgerufen wird, aus. Das Adair-Modell (Schema 1)
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berlicksichtigt diese Problematik, indem es Substratbindung als sequentiellen
Prozess (Adair und Field 1925) betrachtet

S S S S
E<sES <= ES; .. <= ES .. = ES,
Ks.1 Ks.z2 Ks,i Ksn

SCHEMA 1: ADAIR-MODELL

Dieses Modell basiert darauf, dass die Konzentrationen jeder Zwischenstufe
durch die rekursive Verwendung der sequentiellen Dissoziationskonstante Ks;
berechnet wird. Diese Konstante wird anschlieBend mit der katalytischen
Konstante jeder besetzten Stufe (kp;) multipliziert. Daraus resultiert (Segel
1975):
Kobs = ((Kp,1 Cs* / (Ks,1)) + (k2 Cs* / (Ks,1 Ks2)) + ...
+ (Kp,n cs" / (Ks,1 Ks,2 ... Ksn))) /
(1 + Csl/ KS,l + Csz/ (KS,1 KS,Z) +... + Csn/ (K5,1 K5,2 KS,n))

(Gleichung 6)
Gleichung 6 zeigt, dass das Modell zu 2 - n freien Parametern flihrt, die ohne

zusatzliche Informationen beziglich der Raten und Substrat-Bindungsaffinitaten
zu kaum verlasslichen Daten flhrt.

I11.4.5.3 Inhibition durch Substrat-Analoga

Kompetitive Hemmung wurde nach Schema 2 beschrieben (linke Seite) und mit
Hilfe der folgenden Gleichung angenahert (Fersht 1984):

Kobs = Kcat = Cs / (CS + Ks - (1 + CI/KI))
(Gleichung 7)

¢; - Konzentration des Inhibitors, Ky - Michaelis-Menten Konstante, K; -
Inhibitionskonstante.
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SCHEMA 2: KOMPETITIVE INHIBITION

Nicht-kompetitive Hemmung wurde nach Schema 2 beschrieben (rechte Seite)
und mit folgendem Term gefittet (Fersht 1984):

kobs = Cs (CI kcat,I + K; kcat) / ((KI + CI) ) (KS + CS))
(Gleichung 8)

Das Konzept von Gleichung 6 kann sowohl fur die sequentielle Substratbindung
als auch flr Substrat-Analoga verwendet werden. Vernachlassigt man die Werte
in der Potenzreihe, fuhrt dies zu einer Vereinfachung, welche analog zur Hill-
Simplifizierung ist. Abhangig davon, ob sich ATP und ATP-yS gegenseitig
kooperativ beeinflussen, gilt flir die Naherungsgleichung
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Kobs = Keat (Csh/ (1+ a/ K1) / (Ku + Csh)
(Gleichung 9a)
oder

kobs = kcat ' (CS/ (1 + CIh/ KI)) / (KM + CS)
(Gleichung 9b)

In der Praxis lieferten die beiden Modelle sehr &hnliche Ergebnisse, weil die
genaherten Hill-Koeffizienten nahe 1 lagen.

II1.4.5.4 Mutanten-Inhibition

Die Inhibition von Spastin durch mutierte Untereinheiten wurde durch die Zugabe
steigender Konzentrationen an Mutante zu einer konstanten Konzentration an
Wildtyp beobachtet. In Gegenwart der Mutante erfolgte eine Abnahme der
Aktivitat von Wildtyp-Untereinheiten (Punkt III.2.3). Dies ist ein starker Indikator
fir auftretende Wildtyp-Mutanten Interaktion. Das folgende Modell geht davon
aus, dass jede Wildtyp-Untereinheit durch einen Nachbarn beeinflusst wird
(Schema 3). Strukturelle Daten deuten darauf hin, dass die aktive Form von
Spastin eine hexamere Ringstruktur darstellt (Roll-Mecak und Vale 2008). Das
vorgestellte Modell ist jedoch nicht auf diese Annahme reduziert. Es bendtigt
lediglich mindestens zwei miteinander interagierende Untereinheiten (bevorzugt
Nachbar-Interaktion) sowie einen unterschiedlichen Effekt abhangig davon, ob
der Nachbar links oder rechts vom Wildtyp lokalisiert wird. Die Orientierung
zwischen Wildtyp und Nachbarn wird im Folgenden durch die Verwendung eines
Pfeils " > " dargestellt (Wt > X bedeutet: Wt = Wildtyp-Untereinheit, X = Spezies,
welche die rechte Nachbarposition einnimmt). Schema 2 zeigt die Grundlage flr
die Berechnung der Aktivitat einer Wildtyp-Untereinheit an einer spezifischen
»Stelle®, abhangig vom rechts lokalisierten Nachbarn.

site._neighbor ATP  ADP +P; G
_Sh 14
Kswewt (5 A7, 6%/ or

i P Kcat we=wt
--Lf
6X or
™\ site_ neighbor ATP  ADP + P, /Y
Ks,wt=Mut (\\a 9 I ' W
wildtypé::";f 3 x| or
" upunit Kcat,we=Mut
mu!ams
irrelevani \

SCHEMA 3: NACHBAR-INTERAKTIONSMODELL

Fur die Aktivitat pro ,Stelle" gilt

Kobs = (Keat,weswt = Cweswt + Keat,wesmut * Cwesmut) / Cwitotal

(Gleichung 10)

Keat,we>x — katalytische Konstante der Wildtyp-Untereinheiten mit Nachbar X, cwesx
- Konzentration der Wildtyp-Untereinheiten mit Nachbar X im Gleichgewicht. Es
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muss beachtet werden, dass Mutanten an der entsprechenden , Stelle" als inaktiv
betrachtet werden. Fir die gesamte Wildtyp-Konzentration, Cwt total, gilt

Cwitotal = 2'Cwe>wt + CwisMut T CMutswt + Cwe

(Gleichung 11)

mit cmue-wt — Konzentration von Wildtyp mit einer benachbarten Mutante im
Gleichgewichtszustand, cwt - Konzentration von Wildtyp-Monomer im Gleich-
gewicht. Unter Berlcksichtigung des Massenwirkungsgesetzes flr die Nachbar-
Formation,

Ka,wt>wt = Cwiswt / CWt2
Ka,wtsmut = Cwesmut / Cwe * Cumut
Ka,Mut>Wt = CMmut>wt / Cwt * CMut

Ka,Mut>Mut = CMut>Mut / CMut2

wird aus Gleichung 10

Kobs = (Keatweswi * Cwi Kaweswe + Keawismut * Cuvut Kawesmuy) /(2 Cwe - Ka,weswe + Cmut
(Ka,wesmut + Kamutswe) + 1)
(Gleichung 12)

Aufgrund der bimolekularen Natur der Assoziationsvorgange fur Wildtyp >
Wildtyp sowie Mutante > Mutante Nachbar-Formation, ist es nicht moglich, die
freien Gleichgewichtskonzentrationen von Wildtyp und Mutante aus dem Nenner
zu streichen. Um eine Annaherung zu erhalten, galt

Cwt = Cwttotal = 2 Cwi>wt = Cwe>Mut = CMut>Wt,
CMut = Cmuttotal = 2 CMut>Mut = CwesMut = CMut>wt,

sodass Gleichung 12 folgendermaBen modifiziert werden konnte

Kobs = (Keaywowt * Kawewt * (Cwitotal - 2 CWt2 Kawewt) ~CmutCwi- 2+ K- (Keawowt: Kaweswe + Keatwismut:
Ka,Wt>Mut) - 2 CMutZ kcat,Wt>Mut Ka Mut>Mut Ka,Wt>Mut + CMut,total ' kcat,Wt>Mut ' Ka,Wt>Mut ) /
(1 + CMut,totaI'z'K -2- CMut2 Ka,Mut>Mut 2:K - CMut'CWt'Z'K ) (2K + 2 Ka,Wt>Wt) +
2 Kawewt * (Cwtotal - 2 CWt2 Kawewr)
(Gleichung 13)
mit
2:K = Ky wesmut + Ka Mut>wt

Fir die Annahme des unbegrenzten Einsatzes von Wildtyp und Mutante
schrumpft die Konzentration der Monomere gegen 0 (Gleichung 1 und 2). Als
Konsequenz nehmen alle Bereiche von Gleichung 13, welche freie Monomer-
Konzentrationen enthalten den Wert 0 ein. Deshalb kann Gleichung 13 bei hohen
Enzymkonzentrationen folgendermaBen angendhert werden

Kobs = (Kcat,we>wt*Cwt,total” Ka,weswt + Keat,wesMut”Cvut,total® Ka,wesmut) /
(2 cwe,tota” Ka,wtswt + 2 Cumuttota- K + 1)

(Gleichung 14)
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Es ist zu beachten, dass dieses Modell zu jenem mit kompetitierenden Substraten
(Cha 1968) ahnlich ist, welches in folgender Form (K4 = 1/K;) flr die
Anndherungsprozeduren verwendet wurde:

Kobs = (Keat,weswit- Cwtotall Ko wiswt + Keatwismut: Cuut total/ K-l)
(2 CWt,totaI/Kd,Wt>Wt + CMut,totaI/(z'K_l) + 1)
(Gleichung 15)

Hier muss in Betracht gezogen werden, dass die Fitting-Prozeduren mdgliche
Unterschiede zwischen Kj wismut Und Ka mueswe Vernachlassigen.

II1.4.5.5 Alternatives Modell

Eine zuféllige Anordnung von Kombinationen aus Wildtyp und Mutanten in
Hexamer-Einheiten kann durch die binomiale Verteilung beschrieben werden. Die
Wahrscheinlichkeit fur das Eingliedern von k Mutanten in das Hexamer kann
durch folgenden Term ausgedriickt werden

P9 = () ph(1-p)®¥

. 6!
mit (ﬁ) = kl(6-Kk)!’
scheinlichkeit flr die Eingliederung einer mutierten Untereinheit. Fur den Fall,
dass eine bestimmte Anzahl an mutierten Untereinheiten (Kjmt = 1, 2, ... oder 5
pro Hexamer) in der Lage ist, die Aktivitat der verbleibenden Wildtyp-
Untereinheiten auf ein basales Niveau, Ketwt+mu, 2zU reduzieren, lage die
beobachtete Rate bei

dem Binomialkoeffizienten und p = cmu/(Cwt + Cwut), der Wahr-

Kobs = Z(K < Kiimit) Keatwe / (K (6 K)-p*-(1-p)™) + Z(k = Kiimit) Keat,wemut /
(k-(6 K)-p*(1-p)©™)

(Gleichung 16)

Die Werte zahlreicher Wildtyp-Mutanten-Mischungen wurden bestimmt und fur
die Erstellung von Prognosen verwendet.
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II1.4.6 Dm Kinesin-1 Neck Coiled-Coil (DmK1cc)

Um den Einfluss des Dimers auf Hexamerisierung und Funktionalitdt von
humanem Spastin zu untersuchen, wurde ein kinstliches Dimer durch Fusion der
Neck Coiled-Coil Komponente von Kinesin-1 (D. melanogaster) mit Spastin-A227
und einem flexiblen Linker erzeugt. DmK1 ist ein doppelképfiges Motorprotein,
das sich prozessiv vom Minus- zum Plus-Ende des Mikrotubulus bewegt und
dabei seine Fracht transportiert (Landschulz, Johnson et al. 1988; Vale 2003).
Die Kopfe sind durch eine doppelhelikale Coiled-Coil Sequenz miteinander
verbunden. Diese Verbindung muss eine hohe mechanische Stabilitat aufweisen
und eine Motor-Regulation durch geladene Seitenketten zulassen. Trotz der
relativen Steifigkeit von DmK1cc hat es eine ahnliche mechanische Stabilitat wie
der weichere LZ10 (Bornschlogl, Woehlke et al. 2009). Das DmK1cc kann in zwei
Segmente unterteilt werden. Segment 1 ist hoch konserviert und stellt eine
domanenartige Unterstruktur dar. Sie wird durch einen N-terminalen,
hydrophoben ,Kragen" und einem stark geladenen EKEK-Motiv charakterisiert.
Das ist fur eine Coiled-Coil Struktur untypisch und wirkt sich vermeintlich
destabilisierend auf das Segment 1 aus. Insgesamt wird die Stabiliat von
Segment 1 nur erreicht, wenn die geringe Stabilitat der EKEK-Region durch den
hydrophoben ,Kragen™ kompensiert wird und eine kooperative Wechselwirkung
zeigt. Dabei liefert sie eine beachtliche thermodynamische Stabilitat von 14 kBT
(kB = Boltzmann-Konstante, T = Temperatur). Segment 2 stellt eine kurze,
Coiled-Coil ausbildende Sequenz dar.

I@ men Iélése ment ||§| Abbildung III. 34: Sequenz der Dm
Seg e t g Kinesinl-Neck Coiled-Coil Struktur.
AEEWKRRYEKEKEKN

a d a d a d a d a d Die C-terminale Halfte (Segment II)
zeigt ein kanonisches ,Knob-into-Holes"

,.;:: - A Y 4 ‘J‘ Modell, wéhrend in Segment I
L V ¥ N ‘J g 0 unregelmé&Bige Aminosauren auftreten.

{ j}, ':-“ B ) (Abbildung modifiziert nach Bornschlogl,
) L o N Woehlke et al. 2009)

Der gesamte DmK1cc agiert trotz der Unterteilung in zwei Segmente als Einheit,
die entweder gefaltet oder offen ist. Insgesamt kann DmK1cc seine strukturelle
Integritat selbst bei groBer Krafteinwirkung aufrechterhalten. Durch diese
spezielle Eigenschaft und aufgrund der Tatsache, dass das Faltungsverhalten von
DmK1cc bereits Uber hochauflésende Kraftspektroskopie ausreichend untersucht
worden ist, wurde dieses Konstrukt fur die kinstliche Kopplung zweier Spastin-
Monomere gewahlt. Klonierung und Herstellung der Coiled-Coil Spastin Bacmid-
DNA wurden von Susanne Link realisiert.
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I11.4.6.1 Vergleich der Verhaltensweisen von Coiled-Coil
Spastin mit delta227-Spastin

Um die erhaltenen Messwerte des kiinstlich erzeugten Dimers besser inter-
pretieren zu koénnen, wurden die Daten mit den ATP-Hydrolyseraten von
delta227-Spastin verglichen. Fur diesen Zweck wurden die erhaltenen Messdaten
mit Hilfe der Michaelis-Menten (siehe Gleichung 3) oder der Hill-Gleichung (siehe
Gleichung 5) gefittet.
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IV Katanin-Projekt
IV.1 Einleitung

IV.1.2 Aufbau und Mechanismus von Katanin

Katanin ist ein Hetero-Dimer, bestehend aus einer 60-kDa Domane mit kata-
lytischer Aktivitat und einer 80-kDa Untereinheit, die regulatorische Aufgaben
wahrnimmt (McNally und Vale 1993). Katanin besitzt ein hochkonserviertes 230
Aminosauren umfassendes AAA-Modul, so dass es zur Klasse der AAA-ATPasen
gehort. Katanin stellt, aufgrund seiner Fahigkeit Mikrotubuli schneiden zu kén-
nen, ein ,zellulares Schwert" dar. Diese Funktion gab dem Protein den Namen
Katanin, abgeleitet vom japanischen Samurai-Schwert ,Katana“. Orthologe von
p60-Katanin sind im Menschen, in Drosophila, C.elegans und Arabidopsis
prasent. Ausgehend von TEM-Daten und einem Vergleich mit anderen AAA-
Proteinen schlugen Hartman et al. (Hartman, Mahr et al. 1998) ein Modell vor, in
dem Katanin in seiner aktiven Form als Oligomer arbeitet. Der Nachweis daflr
gelang mittels FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) unter Einsatz
markierter Katanin-Untereinheiten. Daflir wurde eine Mischung aus CFP-p60 und
YFP-p60 als Donor/Akzeptor-Paar verwendet und deren Interaktion durch De-
tektion des Energietransfers analysiert (Hartman und Vale 1999). Damit p60-
Katanin ein stabiles Oligomer bilden konnte, haben die Autoren eine hydrolyse-
defiziente Mutante von p60 (E334Q) eingesetzt. Die Studien haben ergeben, dass
die gemessene ATPase-Rate bei Mikrotubuli-Konzentrationen zwischen 2 und 10
MM maximal ist, bei héheren MT-Konzentrationen jedoch eine Inhibition erfahrt
(Hartman, Mahr et al. 1998). Hartman und Vale konnten auch bei der Oligo-
merisierung und dem Mikrotubuli-Severing eine analoge Abhangigkeit der
ATPase-Aktivitat von der Mikrotubuli-Konzentration feststellen. Werden die Daten
zusammengefligt, so kann folgendes Modell (Abbildung IV.1) aufgestellt werden:
Mikrotubuli stellen eine Plattform dar, auf der Katanin durch Bindung von ATP
oligomerisieren kann. Nachdem sechs Monomere zu einem aktiven Hexamer
assembliert sind, kommt es zur Stimulierung der ATPase-Aktivitat. Nach der
Hydrolyse von ATP und der anschlieBenden Freisetzung von ADP erfahrt das
Hexamer eine Konformationsanderung, die zur Destabilisierung von Tubulin-
Tubulin-Kontakten innerhalb des Mikrotubulus-Fragments fihrt. ADP-Katanin hat
eine geringere Affinitat sowohl fir Katanin-Untereinheiten als auch fir Tubulin-
Dimere. Dies hat einen Zerfall des Komplexes zur Folge, so dass freigesetzte
Katanin-Untereinheiten flur neue Oligomerisierungsprozesse zur Verfigung
stehen (Recycling) (Hartman und Vale 1999). Dieses Modell beinhaltet mehrere
Regulationsmoéglichkeiten: (i) der Nukleotid-Austausch kénnte das Beladen von
p60 mit ATP regulieren, (ii) die Zuganglichkeit zu den Mikrotubuli kénnte durch
die Abkopplung schutzender MAPs erfolgen. (iii) Protein-Segmente, die fur den
Oligomerisierungsvorgang essentiell sind, kénnten durch regulatorische Faktoren
blockiert werden, (iv) weiterhin kénnten andere Faktoren ATP-Hydrolyse und
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Severing stimulieren respektive inhibieren. Zudem kdnnte die ubiquitar auftre-
tende p80-Untereinheit eine fundamentale Rolle einnehmen. Die in vivo Funktion
der p80-Untereinheit ist weiterhin nicht vollstandig geklart jedoch nimmt man
an, dass sie fur Targeting und Regulation wichtig ist. Die N-terminale WD40-Do-
mane von p80 ist tatsachlich in der Lage ein generiertes p80WD40-GFP Fusions-
protein zu Interphasen-Chromosomen zu leiten (Hartman, Mahr et al. 1998).
Studien von McNally et al. (McNally, Buster et al. 2002) demonstrierten, dass
sowohl p60 als auch die C-terminale p80-Domane Mikrotubuli in vitro binden
kdnnen. Zudem erhoht die Interaktion der beiden Untereinheiten (p60 und p80)
die Affinitat des Komplexes zu Mikrotubuli und stimuliert gleichzeitig den Mikro-
tubuli-Severing Prozess.

MT + ATP  ADP

Abbildung IV. 1: Modell fiir den Severing-Vorgang durch Katanin.

Zur Vereinfachung wurde lediglich ein Protofilament des Mikrotubulus dargestellt. T, DP und D
reprasentieren den ATP-, ADP + P;- und ADP-Zustand.

(Abbildung modifiziert nach Hartman und Vale 1999)

IV.1.3 Funktion von Katanin innerhalb der Zelle

IV.1.3.1 Katanin in Caenorhabditis elegans Meiose

Die Funktion von Katanin in der M-Phase wurde am sorgfaltigsten wahrend der
Oocyten-Meiose in C.elegans untersucht. Tatsachlich wurden die Gene, die
C.elegans Katanin p60 (mei-1) und p80-Untereinheiten (mei2) codieren, in
einem Screening-Test flir embryonale letale Mutanten - somit vor der Ent-
deckung des Mikrotubuli-Severing Vorgangs - identifiziert (Mains, Kemphues et
al. 1990). Null-Mutationen in mei-1 und mei-2 stdéren dabei den Aufbau der
meiotischen Spindel und flihren dazu, dass Mikrotubuli eine unorganisierte Masse
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um die Chromosomen aufbauen (Clandinin und Mains 1993; Clark-Maguire und
Mains 1994; Srayko, O'Toole E et al. 2006). In hypomorphen Katanin-Mutanten
(in denen Katanin zwar prasent, jedoch weniger aktiv ist) bilden sich bipolare
Spindel aus, welche jedoch abnormal elongiert sind und Defekte in Orientierung
und Dynamik am Oocyten-Cortex zeigen (McNally, Audhya et al. 2006).
Treffenderweise flhrt der Verlust der Katanin-Aktivitat in diesem System zu
weniger, jedoch langeren Spindel-Mikrotubuli, was durch folgendes Modell erklart
wird: die durch Katanin herbeigefiihrten Severing-Ereignisse erhéhen die Anzahl
und Dichte der Mikrotubuli in der Spindel durch Entstehung zahlreicher kurzer
Polymere, die wiederum als Stellen fiir neues Mikrotubulus-Wachstum fungieren
(Roll-Mecak und Vale 2006; Srayko, O'Toole E et al. 2006). Katanin aus
C.elegans kommt vermehrt an meiotischen Chromosomen und Spindel-Polen vor,
was daflr spricht, dass Amplifikation von Mikrotubuli hauptsachlich an diesen
spezifischen Orten erfolgt (Clark-Maguire und Mains 1994; Srayko, Buster et al.
2000). Es gibt auch Hinweise darauf, dass Katanin mit y-Tubulin bei der
Herstellung der Spindel-Pole zusammenarbeitet, da Katanin y-Tubulin
Doppelmutanten einen gleichzeitigen Verlust von Mikrotubuli-Polymeren zeigen
(McNally, Audhya et al. 2006). Die Funktion von C.elegans Katanin wahrend der
Meiose ist allerdings nicht auf die Amplifikation der Mikrotubuli begrenzt. Aktuelle
Studien haben gezeigt, dass es den Aufbau der bipolaren Spindel, unabhangig
von seiner Severing-Aktivitat, unterstitzt. Fur diesen Vorgang scheint eine
sekunddre Rolle bei der Bindelung der Mikrotubuli-Filamente entscheidend zu
sein (McNally und McNally 2011). C.elegans Katanin wird am Ende der Meiose
abgebaut und spielt in diesem Organismus bei der Mitose keine Rolle (Lu und
Mains 2007). Bei Vertebraten gibt es Hinweise darauf, dass sowohl Katanin als
auch ein Katanin-adhnliches Protein am Aufbau der mitotischen Spindel in
Vertebraten-Zellen beteiligt sind, allerdings in einem weitaus geringeren Umfang
als in der C.elegans Meiose (Buster, Zhang et al. 2007; Sonbuchner, Rath et al.
2010).

IV.1.3.2 Katanin im Nervensystem

Eine neuronale Funktion fir Katanin wurde erstmals in kultivierten Ratten-Neuro-
nen gezeigt, in denen die Inhibition von Katanin-p60 einen Uberwuchs der Axone
umfasste und einen Zuwachs an Zentrosomen-assoziierten Mikrotubuli sowie
verlangerte Filamente im Zellkérper und Axon verursachte (Ahmad, Yu et al.
1999). Von diesen Daten ausgehend wurde postuliert, dass Katanin das Axon-
Wachstum durch die Freisetzung von Mikrotubuli von den Zentrosomen her
stimuliert. Die durch Katanin geschnittenen kurzen Segmente werden entlang der
ldnger ausgepragten Mikrotubuli zum Axon transportiert, wo sie als Baueinheiten
fir neue Mikrotubuli fungieren. Betrachtet man den potentiell méglichen zer-
stérerischen Einfluss eines unkontrollierten Severing-Vorgangs innerhalb des
Neurons, so ist es nicht Uberraschend, dass die Funktion von Katanin auf
verschiedenen Ebenen stark reguliert wird. Der am besten charakterisierte Regu-
lator ist tau. Tau gehdrt zu den Axon-spezifischen Mikrotubuli-assoziierten Protei-
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nen und schitzt den Mikrotubulus vor dem Abbau durch Katanin (Qiang, Yu et al.
2006). Es gibt Daten die belegen, dass Katanin durch Phosphorylierung Mikro-
tubuli-bindender Doménen innerhalb von tau auf axonalen Mikrotubuli aktiviert
wird. Dieser Vorgang resultiert in der MAP-Freisetzung vom Mikrotubulus (Qiang,
Yu et al. 2010). Diese Beobachtung flhrte zu Spekulationen, dass eine falsche
Regulierung von Katanin zur Tauopathie beitragen kénnte - beispielsweise der
Alzheimer-Erkrankung - welche mit einer Hyperphosphorylierung von tau einher-
geht (Baas, Karabay et al. 2005). Eine aktuelle Studie zeigt, dass Katanin durch
das schitzende Neuropeptid (NAP) inhibiert wird, wodurch im Tier-Modell diverse
Symptome der Alzheimer-Krankheit reduziert werden konnten (Sudo und Baas
2011). Zusatzlich zu seiner Regulierung durch tau wurde entdeckt, dass Katanin
selektiv acetylierte Mikrotubuli angreift, welche hauptsachlich im Axon vorkom-
men (Sudo und Baas 2010). Der Expressionsgrad von Katanin verandert sich
wahrend der neuronalen Entwicklungsphase dramatisch. Wahrend in Phasen des
schnellen Axonwachstums maximale Katanin-Produktion erreicht wird, tritt da-
nach ein starker Riickgang auf (Karabay, Yu et al. 2004).

IV.1.3.3 Mikrotubuli-Severing in der Zellmigration

Eine neue Funktion Mikrotubuli-schneidender Enzyme brachten Analysen im
Bereich der Zell-Migration hervor. Die Inhibition von Katanin-p60 flhrte zur
Inhibition der neuronalen Migration (Toyo-Oka, Sasaki et al. 2005), wahrend die
Inhibition von Katanin-p80 die Bewegung von kultivierten Ratten-Epithelzellen
verlangsamte (Sudo und Maru 2008). Eine aktuellere Studie zeigt, dass Katanin-
p60 in Metastasen (Prostata-Krebs) anomal exprimiert wird. Zudem flhrt die
Uberexpression in den Krebszellen zu einer verstirkten Motilitdt (Ye, Lee et al.
2012). Es ist modglich, dass Katanin die Zellmotilitdt dadurch férdert, indem es
Mikrotubuli vom Zentrosom freisetzt und deren Transport zur Vorderkante der
Zellbewegung begunstigt. Tatsachlich konnte die Freigabe zentrosomaler Mikro-
tubuli fir einige in die Migration involvierten Zelltypen beobachtet werden (Abal,
Piel et al. 2002). Einen starken Kontrast stellt die Abreicherung von Katanin-p60
in Drosophila Zellen dar. Dieser Vorgang resultiert in einer deutlichen Zunahme
der Motilitatsrate, so dass Katanin auch als negativer Regulator der Zell-
Migration fungieren kann. In diesem Fall bindet Katanin an den Zellkortex und
fuhrt Depolymerisationen an Mikrotubuli Plus-Enden durch, welche die kortikale
Seite einnehmen (Zhang, Grode et al. 2011). Das humane Katanin-ahnliche
Protein KATNAL1 zeigt ein ahnliches Bindemuster und hat einen vergleichbaren
Einfluss auf die Zell-Migration in Brustkrebs-Zellen (Zhang, Grode et al. 2011).
Dadurch bestiinde die Mdglichkeit, dass das Protein antagonistisch zu Katanin-
p60 arbeitet und der Verlust der gegenseitigen Regulation zur Metastasenbildung
fUhren kdnnte. Fur kortikales Katanin wurde ein Weg flr die stimulierende
Wirkung auf die Depolymerisation von Mikrotubuli Plus-Enden vorgeschlagen,
welcher sehr ahnlich zur Rolle von Kinetochor-Katanin in der Mitose sein durfte.
Durch das Entfernen der stabilisierenden EB1-Schutzkappen von den Plus-Enden
der Mikrotubuli wird die Depolymerisation durch Kinesin-13 induziert. Das
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Drosophila Kinesin-13 (KIp10A) bindet an polymerisierenden Plus-Enden und
fordert die Depolymerisation hauptsachlich am Zellkortex (Mennella, Rogers et
al. 2005). Auf welchem Weg Drosophila Katanin und humanes KATNAL1l die
Bewegungsfahigkeit der Zellen reduziert, ist unbekannt. Dieser Prozess kdnnte
allerdings die Funktion der kleinen GTPase Rac erfordern. Rac wird durch die
Polymerisation von Mikrotubuli aktiviert. Katanin kédnnte durch die Unterdrickung
der Mikrotubuli-Polymerisation an der Vorderkante der Zellbewegung Rac lokal
inhibieren (Best, Ahmed et al. 1996; Waterman-Storer, Worthylake et al. 1999).
Konsistent mit diesem Modell ist die Beobachtung, dass RNAi-induzierte
Abreicherung von Katanin sowohl den Umfang als auch die Frequenz des
Membran-Uberhangs in Drosophila S2-Zellen erhdht (Zhang, Grode et al. 2011).

IV.1.3.4 Katanin in hoheren Pflanzen

Das Arabidopsis Katanin-codierende Gen (ATKN1) wurde urspringlich in einem
Screening-Test flr Ethyl-Methansulfonat-induzierte Mutationen identifiziert, die
eine reduzierte mechanische Starke des Halms herbeifihren (Burk, Liu et al.
2001). Der Verlust der Halmfestigkeit in ATKN1-Mutanten geht mit einer um-
fassenden Anderung der Pflanzen-Morphologie einher. Diese pleiotropischen
Auswirkungen resultieren aus Defekten in der Zellmorphogenese und Biosyn-
these der Zellwand, die durch die Stérung der Anordnung kortikaler Mikrotubuli
verursacht wird. In Arabidopsis Wildtyp-Zellen bilden Mikrotubuli parallele
Anordnungen unterhalb der Plasmamembran, die unter anderem die Ablagerung
von Cellulose kontrollieren. Mutationen in ATKN1, die eine Funktionsstérung zur
Folge haben, verzégern die Ausbildung der kortikalen Mikrotubulus Anordnung,
wahrend Uberexpression von ATKN1 kortikale Mikrotubuli erzeugt. Diese
formieren sich zu dichten Blindeln, welche letztendlich depolymerisieren (Burk,
Liu et al. 2001; Stoppin-Mellet, Gaillard et al. 2003). Zellanalysen erlaubten
einen detaillierten Einblick in die Vorgange, wie sich die kortikalen Mikrotubuli-
Anordnungen in Pflanzenzellen bilden und trugen Katanin eine wichtige Funktion
in diesem Prozess zu. Die Studien haben gezeigt, dass die Mehrheit der
kortikalen Mikrotubuli in einem Winkel von etwa 40° aus Zweigen bereits
existierender Filamente entstanden sind (Chan, Calder et al. 2003; Shaw,
Kamyar et al. 2003; Murata, Sonobe et al. 2005). Diese neu formierten
Mikrotubuli, die durch die y-Tubulin Ringkomplexe nukleiert werden, l6sen sich
dann von der Ursprungsstelle ab und bewegen sich davon weg. Dieser Vorgang
wird wahrscheinlich Uber Filamentbewegungen realisiert. Mutationen in ATKN1
verhindern nahezu vollstdndig die Prozedur des Ablésens, was die Hypothese
nahrt, dass diese Bewegungsformen durch Katanin geférdert werden. Dieses
Modell wird durch die Beobachtung gestltzt, dass GFP-ATKN1l enthaltende
Ansammlungen haufig an Stellen detektiert werden, an denen Severing erfolgt
(Nakamura, Ehrhardt et al. 2010). In diesem System besitzt Katanin eine
Doppelfunktion: (i) als Baueinheiten, an denen Mikrotubulus-Wachstum statt-
findet und (ii) zur Entfernung der Schutzkappen vom Mikrotubulus Minus-Ende,
was in Hinblick auf die Filamentbewegung erforderlich ist.



IV Katanin-Projekt 137

IV.1.4 Zielsetzung

Obwohl Katanin bereits vor Uber zwei Dekaden identifiziert wurde, gab es auf
biophysikalischer Ebene nur langsame Fortschritte. Ein Hauptgrund daflr liegt in
der sehr instabilen Form des exprimierten Enzyms, so dass sich Aufreinigungs-
prozesse als sehr aufwandig herausstellten. Zurlckliegende Studien haben
gezeigt, dass Katanin die aus der ATP-Hydrolyse freigesetzte Energie flir den
Severing-Prozess einsetzt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die ATP-
Umsatzrate des Enzyms durch Mikrotubuli stimuliert wird (McNally und Vale
1993; Hartman, Mahr et al. 1998). Strukturanalysen, bestehend aus elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen von p60 und p60/p80 (Hartman, Mahr et al.
1998), Gelfiltration und FRET, zeigten, dass Katanin ein kurzlebiges Hexamer in
Gegenwart von Mikrotubuli und ATP ausbildet (Hartman und Vale 1999). Zudem
konnte demonstriert werden, dass der Nukleotid-Status und das Mikrotubulus-
Filament einen wichtigen Einfluss auf den Oligomerisierungsgrad von Katanin
haben (Hartman und Vale 1999). Es gibt jedoch noch zahlreiche unbeantwortete
Fragen hinsichtlich der Arbeitsweise von Katanin. Deshalb sollte in dieser Arbeit
fluoreszenzmarkiertes Katanin hergestellt und mit Hilfe eines TIRF-Mikroskops
studiert werden. Katanin konnte aufgrund der nicht zur Verfligung stehenden
posttranslationalen Modifikationen und den in E.coli Zellen fehlenden Faltungs-
helfern nicht funktional erhalten werden. Deshalb sollte das Bac-to-Bac®
Baculovirus-Expressionssystem fiir die Expression von Vollldangen-Katanin und
seiner Mutante E309Q eingesetzt werden. Mit Hilfe von Einzelmolekilmessungen
sollte der Bindevorgang und das Bewegungsmuster des Enzyms analysiert
werden. Um Aussagen uber den Oligomerisierungsgrad machen zu kdnnen,
sollten mittels Photobleaching und Cross-Linking Versuchen potentielle Zwischen-
stufen stabilisiert und ein Modell flir die Assemblierung von Untereinheiten
aufgestellt werden. Ein weiteres Ziel lag in der Charakterisierung des
Vollldngenkonstrukts. Durch den Vergleich mit Katanin-Versionen aus anderen
Organismen sollten signifikante Domanen auf ihre jeweilige Funktion hin
Uberprift werden. Dabei lag der Fokus auf der Bindefdhigkeit an Mikrotubuli und
auf dem Oligomerisierungsverhalten der einzelnen Domanen. Das Domanen-
Mapping sollte zur Aufklarung des biochemischen Mechanismus von Katanin
herangezogen werden.
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IV.2 Ergebnisse — Domanen-Mapping

IV.2.1 Herstellung der Katanin-Konstrukte und
Proteinexpression

Die Katanin-codierende Genregion wurde in einem ersten Schritt in den
pFastBac™1-Vektor kloniert. AnschlieBend erfolgte die Amplifikation von GFP-
DNA aus dem eGFP-Plasmid. Die Basensequenz von GFP wurde an den N-
Terminus von Katanin gekoppelt, so dass ein Fusionsprotein konstruiert wurde,
bestehend aus dem grun-fluoreszierenden Protein GFP und Volllangen-Katanin.

A Katanin-Konstrukt
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Abbildung IV. 2: Konstruktion der pFastBac™1-Plasmide.

(A) Im ersten Schritt wurde das Katanin-Gen in den pFastBac™1-Vektor kloniert. Vektor-DNA und
das Katanin-PCR Produkt wurden mit den beiden Restriktionsenzymen BamHI und Notl geschnit-
ten.

(B) Im zweiten Schritt erfolgte der Transfer des Fluoreszenzmarkers GFP an den N-Terminus von
Katanin. Geschnitten wurde mit dem Restriktionsenzym BamHI.

(Abbildungen modifiziert nach Gieseke 2008).
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IV.2.2 Insertion von Katanin und GFP in den
pFastBac™1-Vektor

Die PCR-Amplifikation des Katanin- und GFP-Gens resultierte in DNA-Produkten,
die eine GroBe von 1473 bp respektive 714 bp zeigten. Die Sequenz fur Katanin
wurde in den pFastBac™1-Vektor kloniert und erfolgreiche Insertion durch
Restriktionsverdau Uberprift. Die DNA von gepickten Klonen wurde sequenziert
um sicher zu gehen, dass das Plasmid das Katanin-Insert mit der entsprechen-
den Basensequenz ohne mutative Stellen tragt. Das GPF-Gen wurde durch
Schneiden mit dem Restriktionsenzym BamHI in den pFastBac™1-Katanin Vektor
kloniert und ebenfalls durch Sequenzanalyse auf Korrektheit Uberprift.

6000

Abbildung IV. 3: Uberpriifung der PCR-Produkte.

(A) PCR-Amplifikation der Katanin-DNA sowie des GFP-Gens aus dem eGFP-Plasmid. Die Katanin-
Sequenz umfasst 1473 bp, wahrend GFP eine GroBe von 714 bp aufweist.

(B) Linke Seite: Testverdau des pFastBac™1-Katanin Plasmids mit den Restriktionsenzymen
BamHI und Notl. Rechte Seite: Restriktionsverdau der pFastBac™1-GFP-Katanin DNA unter Einsatz
des Enzyms BamHI. Nach komplettiertem Verdau zeigen die Proben jeweils zwei Banden, welche
dem geschnittenen Vektor und dem daraus entfernten Insert entsprechen. Der pFastBac™1-Vektor
hat eine GréBe von 4775 bp, GFP umfasst 714 bp und Katanin weist 1473 bp auf.
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IV.2.3 Herstellung des rekombinanten Bacmid-
Plasmids

Um Protein in Sf9-Zellen exprimieren zu kdénnen, wurden pFastBac™1-Katanin
und pFastBac™1-GFP-Katanin Plasmide in den Baculovirus Shuttle-Vektor der
DH10Bac™ E.coli-Zellen transponiert. Die Rekombination der Transfer-Vektoren
mit der Bacmid-DNA wird durch eine stellenspezifische Transposition gewahr-
leistet. Erfolgreiche Rekombination konnte durch PCR-Analyse bestatigt werden.
Ein Beispiel flur eine derartige PCR-Analyse ist in Abbildung IV.4 gezeigt.
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Abbildung IV. 4: PCR-Analyse der Bacmid-DNA.

(A) Die PCR-Analyse der pFastBac™1-Katanin Bacmid-DNA, die das Vollldngenkonstrukt von
Katanin enthélt, wurde mit Hilfe des Primer-Paars M13_fw/M13_rev durchgefihrt. Die fiir das PCR-
Produkt erwartete GroBe liegt bei = 3800 bp.

(B) PCR-Analyse der pFastBac™1-GFP-Katanin Bacmid-DNA wurde ebenfalls mit Hilfe des Primer-
Paars M13_fw/M13_rev durchgefiihrt. Die flir das PCR-Produkt erwartete GroBe liegt bei = 4500
bp.
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IV.2.4 Aufreinigung der Katanin-
Fusionskonstrukte

Alle Katanin-Konstrukte enthielten einen N-terminalen FLAG®-Tag, so dass fur
die Proteinaufreinigung eine Affinitatschromatographie unter Einsatz von Anti-
FLAG® Saulenmaterial durchgefuhrt wurde (Abbildung IV.5). Auf dem SDS-Gel
zeigen die Elutionsfraktionen Katanin-Protein mit einem Molekulargewicht von
57-kDa. Aufgrund des sehr hohen Reinheitsgrads war der Einsatz zusatzlicher
Chromatographie-Verfahren nicht erforderlich und das Protein konnte in dieser
Form in Messungen eingesetzt werden.
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Abbildung IV. 5: Aufreinigung von Katanin.
Spuren 1/11: Marker, Spuren 2/3: Zell-Lysat, Spuren 4-6: Waschschritte, Spuren 7/8: Elution,
Spuren 9 /10: Saulenmaterial (12% SDS-Polyacrylamid-Gel).

IV.2.5 Identifikation der Mikrotubuli-bindenden
Domane von humanem Katanin

Um den molekularen Mechanismus von Katanin zu verstehen, wurden im ersten
Schritt die Funktionen einzelner Domanen analysiert. Auf der Basis eines
Aminosduresequenzvergleichs von humanem Katanin mit Versionen anderer
Organismen (C. elegans, Zugangscode S47861; Chlamydomonas reinhardetii,
Zugangscode AAF12877; D. melanogaster, @ Zugangscode AAF34687;
Strongylocentrotus purpuratus, Zugangscode AAC15706; Xenopus Ilaevis,
Zugangscode AAD53310) erfolgte eine Auftrennung in drei signifikante Domanen
(Abbildung 1V.6). Als DNA-Sequenzdatenbank wurde GenBank (NCBI)
herangezogen.
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Abbildung 1IV. 6: Vergleich der Aminosauren bekannter Katanin-p60 Konstrukte.

X. Laevis (XI), S. purpuratus (Sp), D. melanogaster (Dm), A. thaliana (At), C. reinhardtii (Cr) und
C. elegans (Ce). Identische und ahnliche Aminosduren sind durch einen schwarzen respektive
grauen Hintergrund hervorgehoben. Striche zwischen Aminosduren deuten Licken an. Die
Bindedoméane Kat2 ist durch einen gelben, die AAA-Domane (Kat3) durch einen grauen Balken
hervorgehoben.

Die erste Domane mit der Bezeichnung Katl umfasst die Aminosauren 1-55.
Dieser Abschnitt hat einen hohen Konservierungsgrad zu anderen Katanin-p60
Untereinheiten. Katl weist dabei eine 60%ige Sequenzhomologie zu Katanin aus
A. thaliana, X. leavis, S. purpuratus und D. melanogaster auf. Domane Kat2 (AS
56-181) umfasst ein Zwischenareal ohne signifikante Ahnlichkeit zu Katanin
anderer Organismen. Die Region Kat3 reprasentiert eine lange C-terminale
ATPase-Domane, die unter allen aufgelisteten p60-Einheiten hochkonserviert ist
(80%ige Homologie zu C. elegans, D. melanogaster und X. laevis Aminosaure-
sequenzen). Einzelne Domanen (Katl, Kat2 und Kat3) wurden als Fusions-
proteine in Kombination mit einem FLAG®-Tag hergestellt. Chimaren mit den
Kombinationen Katl12, Katl3 sowie Kat23 wurden ebenfalls im SF9-Insekten-
zellsystem exprimiert.
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Abbildung IV. 7: Verwendete Katanin-Konstrukte.

(A) Diagramm der generierten Konstrukte, bestehend aus Kombinationen von Domaéne 1
(AS 1-55), Domane 2 (AS 56-180) und Domane 3 (AS 181-491).

(B) Dokumentation der aufgereinigten Kat-Konstrukte auf einem SDS-Gel. Von links nach rechts:
Katl2, Katl, Kat2, Kat3, Kat13 und Kat23. Das rechte Gel zeigt das gereinigte Volllangenkonstrukt
Kat123 mit einer GréBe von 57-kDa. Um die Spezifitdt zu Uberprifen, wurde ein Western-Blot
unter Einsatz des Anti-FLAG® Antikérpers durchgefihrt.

Um die Bindedomane von humanem Katanin zu identifizieren, wurden Cosedi-
mentationsmessungen durchgeflihrt. Dabei wurden die hergestellten Katanin-
Konstrukte in Gegenwart von Taxol-stabilisierten Mikrotubuli inkubiert. Die Ana-
lyse der Uberstand- und Pellet-Fraktionen ergab, dass die Domanen-Kombina-
tionen Katl2 und Kat23 sowie die Einzeldomane Kat2 mit Mikrotubuli
cosedimentieren kdnnen. Weder Katl noch die C-terminale ATPase-Domane
(Kat3) sowie ihr Kombinationsprodukt Katl3 konnten mit Mikrotubuli inter-
agieren. Diese Resultate zeigen, dass die Bindedomane von Katanin im N-
terminalen Bereich des Proteins lokalisiert ist und die Aminosdauren 56-180
umfasst. Dagegen scheint die ATPase-Domane am C-Terminus keinen Einfluss
auf die Interaktion mit Mikrotubuli zu haben. Um die Dissoziationskonstanten der
MT-bindenden Konstrukte Katl2 und Kat2 bestimmen zu kdénnen, wurden



IV Katanin-Projekt 144

Cosedimentationsexperimente mit unterschiedlichen Konzentrationen an Tubulin-
Dimeren durchgefihrt. Die Konzentration variierte dabei zwischen 0 und 10 pM
mit den Zwischenstufen 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2 und 4 uM. Dagegen
wurde fur alle Messungen eine konstante Katanin-Konzentration eingesetzt, die
bei 1 uM lag. In Abbildung IV.8B wurde der Anteil an gebundenen Katanin-
Konstrukten gegen die Tubulin-Konzentration aufgetragen. Aus den erhaltenen
Daten konnte eine gemittelte Kp von 0,32 uM fur Katl2 und 0,30 uM fir Kat2
bestimmt werden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass Katanin mittels
Domane Kat2 an Mikrotubuli bindet. Interessanterweise sind Katl und die AAA-
Domane nicht am Mikrotubuli-Bindeprozess beteiligt.
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Abbildung IV. 8: Cosedimentationsanalysen mit den hergestellten Kat-Konstrukten.

(A) Reprasentatives Gelbild eines Cosedimentationsexperiments mit den diversen Katanin-Doma-
nen. Die Tubulin-Konzentration variierte von 0 bis 10 yM mit den Zwischenstufen 0.25, 0.5, 0.75,
1, 1.25, 1.5, 1.75, 2 und 4 pM. Die Konzentration der eingesetzten Katanin-Proteine war konstant
und lag bei 1 pM.

(B) Bestimmung der Dissoziationskonstanten (Kp) der Mikrotubuli-bindenden Konstrukte. Der
Graph zeigt einen Plot des prozentualen Anteils an gebundenem Kat-Konstrukt gegen die Konzen-
tration an Tubulin-Dimeren.
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IV.2.6 Oligomerisierung der generierten Kat-
Konstrukte

Um herauszufinden, ob das aufgereinigte Volllangenkonstrukt Kat123 in der Lage
ist Oligomere auszubilden, wurde die Struktur von Katanin auf der Ebene der
Elektronenmikroskopie untersucht. Es wurde gezeigt, dass die Walker B EQ-
Mutante in Gegenwart von ATP Ringstrukturen mit einem Durchmesser von etwa
12 bis 15 nm formt (Hartman und Vale 1999). Im Zuge dieser Arbeit konnten
besser aufgeldéste EM-Aufnahmen an der E309Q-Mutante angefertigt werden, die
zeigen, dass die Ringe aus sechs Untereinheiten bestehen. Ausgehend von
analysierten EM-Bildern kdnnen einzelne Monomere innerhalb der Ringstruktur
registriert werden (Abbildung IV.9). Eine genaue Strukturanalyse der Ringe
erfolgt unter Punkt IV.3.9.

Abbildung IV. 9: Struktur von humanem Katanin E309Q.

EM-Aufnahme von E309Q-Vollldngenkatanin in Gegenwart von 1 mM ATP. Katanin ist in der Lage,
Ringstrukturen zu bilden, deren Durchmesser zwischen 12 und 15 nm betrdgt. In das Bild eingefligt
ist eine 3-fache VergroBerung der detektieren Ringstrukturen. MafBstab GroBbild = 100 nm,
MaBstab Kleinbild = 15 nm.

Um Domanen identifizieren zu kdénnen, die in den Oligomerisierungsprozess
involviert sind, wurden die einzelnen Konstrukte auf ihren Oligomerisierungsgrad
hin untersucht. In einem ersten Schritt wurden die Molekilmassen der Domanen
mittels Gelfiltration analytisch bestimmt. Die N-terminale Katl und die ATPase-
Domane (Kat3) traten jeweils als Monomere auf. Im Gegensatz dazu wurden die
drei Konstrukte Katl2, Kat2 und Kat23, die das Mikrotubulus-Bindeareal
enthalten, in Form hdherer Strukturen von der Sdule eluiert (Abbildung IV.10).
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Abbildung IV. 10: Uberpriifung der Oligomerisierung durch analytische Gelfiltration.

(A) Gelfiltrationslaufe wurden mit allen erstellten Konstrukten durchgefiihrt. Mit Hilfe einer aus
Standardproteinen erstellten Eichkurve konnte das Molekulargewicht der applizierten Proben
ermittelt werden.

(B) Die berechneten Daten sind in einer Tabelle zusammengefasst. Konstrukte mit vorhandener
Bindedomane (Kat2) sind in der Lage, hbéhere Strukturen (Trimere) auszubilden, wahrend Kon-
strukte ohne Bindedomane als Monomere vorliegen.

Neben den Gelfiltrationsanalysen wurden in einem weiteren Schritt Cross-Linking
Experimente durchgefihrt. Dabei wurden 0,6 pM der entsprechenden Kat-
Proteine mit 20 pM EDAC/NHS versetzt und die Reaktionen nach 15 Minuten
durch Hinzufigen von 9 mM Glycin abgestoppt. Die Inkubationsansatze von
Katl2, Kat2 und Kat23 mit dem Cross-Linker zeigen auf dem SDS-Gel jeweils
eine Proteinbande, deren Molekulargewicht das Dreifache eines Monomers
entspricht. Im Fall von Katl12 kann eine Bande im Bereich von 60-kDa registriert
werden (Monomer = 19-kDa), hinsichtlich des Konstrukts Kat2 erscheint eine
ausgepragte Proteinbande im GréBenbereich von 40-kDa (Monomer = 13-kDa)
und das gekoppelte Kat23-Produkt weist ein Molekulargewicht im Bereich von
150-kDa auf (Abbildung 1IV.11). Dies ist ein Indikator daftir, dass die
Bindedomane hdéhere Formen, hdchstwahrscheinlich Trimere ausbilden kann.
Keine der anderen analysierten Konstrukte, denen die Kat2-Bindedomane fehlte,
konnten sich zu héheren Strukturen formieren. Zusammenfassend zeigen die
erhaltenen Resultate, dass Katanin in der Lage ist, Ringstrukturen auszubilden
und dass die identifizierte Mikrotubuli-Bindedomane (Kat2) in diesen Oligomeri-
sierungsvorgang involviert ist.
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Abbildung 1IV. 11: Oligomerisierung der Kat-Konstrukte.

Cross-Linking Analyse: Katl, Kat2, Kat3, Katl2 und Kat23 wurden entweder in Abwesenheit (-)
oder in Anwesenheit (+) des Cross-Linkers EDAC inkubiert. Die Ansatze wurden auf SDS-Gelen
analysiert. Rote Pfeile zeigen hdhere Strukturen, die spezifisch durch den Cross-Linker entstanden
sind. In der Studie wurden jeweils 0,6 UM Kat-Protein mit 20 uM EDAC/NHS versetzt.

IV.2.7 ATPase-Raten und Mikrotubuli-Severing
Aktivitat der Kat-Konstrukte

Mit Hilfe gekoppelter enzymatischer Tests in Kombination mit mikroskopischen
Severing-Messungen konnten sowohl die ATP-Umsatzraten als auch das
Severing-Verhalten der generierten Domanen-Proteine untersucht werden. Von
den eingesetzten Proteinen konnten nur solche ATP hydrolysieren, welche die
katalytisch aktive Domane Kat3 enthielten. Zu diesen Konstrukten gehérten
Katl3, Kat23 und Kat3 selbst. Konstrukte (Katl2, Katl und Kat2) ohne AAA-
Domane (Kat3) zeigten im gekoppelten enzymatischen Test keine messbaren
Umsatzraten. Die Absorptionsabnahme mit der Zeit, ein Indikator flir ATP-
Hydrolyseaktivitat, zeigt, dass Kat23 eine basale Aktivitdat aufweist, die in
Gegenwart von 2,5 pM Tubulin eine 7-fache Stimulierung erfahrt. Die Konstrukte
Katl3 und Kat3 weisen geringe ATPase-Aktivitaten auf, die aufgrund der
fehlenden Bindedomane nicht durch Mikrotubuli stimuliert werden koénnen
(Abbildung IV.12A). Diese Ergebnisse unterstitzen die aus Cosedimentations-
analysen erhaltenen Daten in der Hinsicht, dass die ATPase-Domane alleine nicht
in der Lage ist, eine Interaktion mit dem Mikrotubulus einzugehen. Mit Hilfe
mikroskopischer Experimente konnte eine Aussage Uber die Severing-Aktivitat
der hergestellten Domanen gemacht werden. Fluoreszenzmikroskopische Studien
zeigten, dass Kat23 Mikrotubuli schneiden kann. Keine der anderen Konstrukte,
denen entweder die katalytische oder die fir die Bindung erforderliche Kat2-
Domane fehlten, konnten Mikrotubuli abbauen (Abbildung IV. 12B).
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Abbildung IV. 12: ATPase-Raten und Mikrotubuli-Severing Aktivitat der generierten
Katanin-Konstrukte.

(A) ATPase-Aktivitat von jeweils 0,2 UM Katl, Kat2, Kat3, Katl2, Kat23 und Katl3 wurde Uber die
Absorptionsabnahme bei 340 nm in Abwesenheit oder in Gegenwart von 2 uM Tubulin-Dimeren
gemessen. Kat23 weist eine basale Aktivitat auf, die eine 7-fache Stimulierung durch Mikrotubuli
erfahrt. Die Konstrukte Kat3 und Katl3 zeigen jeweils eine geringe ATPase-Rate, die nicht durch
Mikrotubuli stimuliert wird. Gestrichelte Linien zeigen Messungen ohne, durchgezogene Linien
ATPase-Kurven in Gegenwart von Mikrotubuli.

(B) Severing von ALEXAS555-markierten, mit Taxol stabilisierten Mikrotubuli durch Kat23.
2 Minuten nach dem Start der Reaktion (ATP-Zugabe) wurden die meisten Mikrotubuli geschnitten.
Konstrukte, denen entweder Kat2 oder Kat3 fehlten, waren dagegen nicht in der Lage, Severing
auszulben. MaBstab = 5 pm.
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Diese Resultate zeigen, dass zwei Domanen flur die Funktionalitat von humanem
Katanin essentiell sind:

e cine N-terminale Bindedomane (AS 56-180), die zur Interaktion mit dem
Mikrotubulus befahigt und eine Funktion im Oligomerisierungsprozess
wahrnimmt

e eine C-terminale katalytische Domane (AS 181-491), die fur ATP-Bindung und
Hydrolyse erforderlich ist.

Bis zu diesem Abschnitt wurden die hergestellten Kat-Proteine analysiert. Eine
direkte mikroskopische Detektion der Proteine war aufgrund eines fehlenden
Fluoreszenzmarkers jedoch nicht maéglich. Um die Arbeitsweise von Katanin
mikroskopisch studieren zu kdnnen, wurden mit Hilfe eines GFP-Katanin
Fusionsproteins Analysen auf der Ebene von Einzelmoleklilen durchgefiuhrt, die
im Folgenden beschrieben werden. Da ab dem kommenden Kapitel ausschlieBlich
Vollldngen-Katanin in Messreihen eingesetzt wurde, wird die bis dahin benutzte
Bezeichnung ,Kat123" durch ,Katanin" ersetzt.

IV.3 Ergebnisse - Strukturelle Analyse

IV.3.1 Bewegung von GFP-Katanin am
Mikrotubulus

Einzelmolekilmessungen wurden analog zu Punkt III.3.4 (siehe Spastin-Kapitel)
durchgeflhrt.

Unter Einsatz geringer Proteinkonzentrationen konnten Katanin-Einzelmolekiile
beobachtet werden, die nach Bindung an den Mikrotubulus eine Bewegung am
Filament zeigten (Abbildung IV.13A). Wie bei Spastin wurde die Bewegung
fluoreszierender Katanin-Molekile mittels selbst geschriebener Software ermittelt
(OpenBox, MatLab). Die MSD-Werte zeigten eine lineare Abhangigkeit von der
Zeit, was fur diffusive Prozesse charakteristisch ist. Analog zu Spastin konnte bei
Katanin kein gerichteter Bewegungsprozess zu einem der beiden Mikrotubuli-
Enden registriert werden. Zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten wurden
Einzelmolekile im GFP-Kanal mit einem Zeitintervall von 229 ms gemessen. Wie
im Fall von Spastin zeigte nur eine geringe Anzahl an Molekilen langere
Diffusionszeiten, die sich Uber mehrere Sekunden erstreckten. Die meisten
Partikel verloren dagegen sehr schnell den Kontakt zum Filament. Das Histo-
gramm in Abbildung IV.13B zeigt die berechneten Diffusionskoeffizienten der
analysierten Einzelmolekile. Ein exponentieller Fit der Datenpunkte fuhrt zu ei-
nem gemittelten Diffusionskoeffizienten fiir Katanin von 0,0116 + 0,0014 pm?/s.
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Abbildung IV. 13: GFP-Katanin diffundiert am Mikrotubulus entlang.
(A) Bilderfolge eines Videos mit GFP-Katanin (griin). Neun Bilder eines TIRF-Videos mit detektier-

tem GFP-Katanin wurden Uber einen Mikrotubulus (rot) gelegt. Das Zeitintervall zwischen zwei

Das Molekil bindet an das Mikrotubulus-Filament (Bild 2), diffundiert

in ein Histogramm

Diffusionskoeffizienten, D, von

Bildern betragt 1 s.
eindimensional am Mikrotubulus entlang (Bilder 3-8) und dissoziiert (Bild 9). MaBstab = 5 pm.
importiert. Aus dem

(B) Die ermittelten Diffusionskoeffizienten wurden
exponentiellen Kurven-Fit erhdlt man einen gemittelten

0,0116 pm?/s; <x?>> = 2-Dt.
(C) GFP-Katanin zeigt eine ungerichtete Bewegung entlang des Mikrotubulus, ohne Praferenz flr

das Plus- oder Minus-Ende.

IV.3.2 Severing durch GFP-Katanin

In diesem Abschnitt wurden unterschiedlich hohe Konzentrationen an GFP-
Katanin in die Flusskammern pipettiert und die Reaktionen durch 1 mM ATP ge-
startet. Unter Einsatz geringer Proteinkonzentrationen erschienen die fluores-
zenzmarkierten Katanin-MolekUlle als deutlich sichtbare Partikel, die spezifisch
auf dem Mikrotubulus verteilt waren (Abbildung IV.14). Bei Einsatz von 20 nM

GFP-Katanin wurde das komplette Mikrotubuli-Netzwerk nach 20 Minuten
10 Minuten nach Start der Reaktion wurden Brliche und Licken

abgebaut.
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sichtbar (Abbildung IV.14B). Neben den Brichen konnten auch Depolymeri-
sationsereignisse am Ende der Mikrotubuli beobachtet werden. Da dieses
Phanomen bei Spastin nicht auftrat, wurde dieser Vorgang naher untersucht
(siehe Punkt IV.3.3).

Abbildung IV. 14: Lokalisation von GFP-Katanin auf dem Mikrotubulus wdhrend des
Schneideprozesses.

(A) Der Kymograph zeigt diffusive GFP-Einzelmolekiile auf dem Mikrotubulus. Es ist zu erkennen,
dass Katanin frequentiert an spezifische Stellen bindet (gelber Pfeil). MaBstab = 5 pm.

(B) Der griine Kanal (mittlerer Abschnitt) zeigt GFP-Katanin, der rote (linker Abschnitt) ALEXA555-
gekoppelte Mikrotubuli. Der rechte Abschnitt zeigt eine Kombination beider Kanadle. GFP-Katanin
bindet mit hoher Frequenz an Stellen, die im spateren Verlauf durch Schnitte oder Knicke
gekennzeichnet sind. Zudem ist auffallig, dass Katanin haufig an MT-Enden bindet, wodurch
Depolymerisation induziert wird. MaBstab = 5 um.

Um die Auswirkung der Katanin-Konzentration auf den Schneidevorgang zu
untersuchen, wurden TIRF-Messungen mit erhéhten Konzentrationen (0 nM, 25
nM, 50 nM, 75 nM, 100 nM und 200 nM) an GFP-Katanin durchgefihrt (Abbildung
IV.15A). In Abwesenheit von GFP-Katanin (0 nM) konnte kein Schneiden beo-
bachtet werden. Die berechnete Severing Frequenz betrug bei 50 nM Protein
11,3 - 103 Ereignisse /(um - s) und erreichte einen maximalen Wert von 23,2 -
1073 Ereignisse/(um - s) bei Einsatz von 100 nM Protein. Die maximal eingesetzte
Konzentration von GFP-Katanin betrug 400 nM und resultierte Uberraschender-
weise in einem RlUckgang der Severing Rate (Abbildung IV.15A). Im Rahmen
zahlreicher Kontrollmessungen konnten sowohl in Abwesenheit von GFP-Katanin
als auch in Gegenwart der hydrolysedefizienten Mutante E309Q keine Severing-
Ereignisse registriert werden (Abbildung IV.15B). Diese Resultate demonstrieren,
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dass Severing spezifisch durch Katanin und nicht durch Proteinverunreinigungen
oder Photoschaden induziert wurde. Ohne ATP und in Anwesenheit des nicht
hydrolysierbaren Analogons AMPPNP konnten im Severing-Test keine Schnitte

mehr beobachtet werden.
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Abbildung IV. 15: Quantitative Analyse des Mikrotubuli-Severing Vorgangs.

(A) Linke Seite: Berechnung der Severing Frequenz von Katanin in Gegenwart von 1 mM ATP. Die
Konzentration von GFP-Katanin variierte dabei von 0 bis 400 nM mit den Zwischenschritten 25, 50,
75, 100, 150 und 200 nM. Die Datenpunkte zeigen die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Messungen, die vertikalen Balken die Standardabweichungen. Rechte Seite: Zeitreihe von
ALEXA555-markierten Mikrotubuli mit 100 nM GFP-Katanin. Die Zeit zwischen zwei Bildern betragt
10 s. Der dargestellte Mikrotubulus-Kymograph zeigt zahlreiche Severing-Ereignisse. Vertikaler
MaBstab = 40 s, horizontaler MaB3stab = 2 uym.

(B) Kontrollexperimente zeigen, dass der Schneideprozess Katanin-spezifisch und unter Hydrolyse
von ATP erfolgt. Analysiert wurde das Verhalten des Wildtyps in Gegenwart von 1 mM ADP (grin)
und 1 mM AMPPNP (blau) sowie der Mutante E309Q in Anwesenheit von 1 mM ATP (gelb). Die
Datenpunkte zeigen die Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen, die vertikalen Balken die
Standardabweichungen.
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Messungen in den Flusskammern lieferten Hinweise darauf, dass humanes Kata-
nin in der Lage ist, Depolymerisation am Ende des Mikrotubulus zu induzieren.
Dieses Phanomen wurde im folgenden Abschnitt ndher beleuchtet.

IV.3.3 Mikrotubuli-Depolymerisation

Um analysieren zu kdnnen, ob das Plus- oder Minus-Ende des Mikrotubulus
schneller abgebaut wird, wurden polaritdtsmarkierte Mikrotubuli eingesetzt. Die
Auswertung der Messungen ergab, dass der Abbauprozess am Plus-Ende wesen-
tlich schneller erfolgte als am Minus-Ende (Abbildung IV.16A/B). Um den Effekt
der Katanin-Konzentration auf die Depolymerisation von Mikrotubuli zu unter-
suchen, wurden diese mit unterschiedlichen Konzentrationen an GFP-Katanin (0O,
25, 50, 75 und 100 nM) inkubiert. Die Depolymerisationsraten wurden mit Hilfe
erstellter Kymographen bestimmt. In Abwesenheit von Katanin trat eine mini-
male, basale Depolymerisation mit einer Rate von 0,075 + 0,017 nm/s auf. In
Gegenwart von 50 nM GFP-Katanin konnte am Plus-Ende eine maximale Depoly-
merisationsrate von 1,82 £ 0,29 nm/s registriert werden. Zudem war auffallig,
dass die Depolymerisationsrate am Minus-Ende stets geringer war als am dyna-
mischen Plus-Ende. Bei 50 nM Katanin betrug die Rate am Minus-Ende 0,41 %
0,08 nm/s. Uberraschenderweise konnte unter Verwendung héherer Katanin-
Konzentrationen eine Abnahme der Depolymerisationsrate beobachtet werden.
Vergleicht man die Pre-Severing Frequenz mit der Depolymerisationsrate, so gibt
es Unterschiede. Maximale Depolymerisation ist bei einer geringeren
Konzentration (50 nM) zu beobachten als die maximal bestimmte Pre-Severing
Frequenz (100 nM). Dies ist ein Indiz daflir, dass die Enden bei geringen
Konzentrationen ein primares Ziel flir Katanin darstellen. Es scheint, als hatte
Katanin unterschiedliche Bindungsaffinitaten flir Mikrotubuli-Enden und B-Gitter.
Auch in dieser Studie wurden zahlreiche Kontrollexperimente durchgefiihrt, um
die Spezifitat der Reaktion zu Uberprifen. Sowohl in Abwesenheit von GFP-
Katanin als auch in Gegenwart der Mutante E309Q konnten lediglich basale
Depolymerisationsraten bestimmt werden (Abbildung IV.16B). Die Messungen
wurden zudem ohne ATP sowie in Anwesenheit von AMPPNP durchgefthrt. Unter
beiden Bedingungen lag die berechnete Depolymerisationsrate im Bereich der
Negativkontrolle, in der ausschlieBlich Mikrotubuli eingesetzt wurden (0,091 %
0.038 nm/s ohne ATP und 0,103 + 0,049 nm/s mit AMPPNP).
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Abbildung IV. 16: GFP-Katanin depolymerisiert Mikrotubuli.

(A) Linke Seite: Die quantitative Analyse der Depolymerisation durch Katanin erfolgte Uber die
Bestimmung der Depolymerisationsraten am Plus- (0, 25, 50, 75 und 100 nM; rote Punkte) und
Minus-Ende (0, 25, 50, 75 und 100 nM; blaue Punkte). Die Messungen erfolgten in Anwesenheit
von 1 mM ATP. Die Punkte im Graphen geben die Mittelwerte aus 3 unabhangigen Messungen an,
vertikale Balken zeigen die Standardabweichungen. Rechte Seite: Zeitreihe von ALEXA555-
polaritatsmarkierten Mikrotubuli mit 50 nM GFP-Katanin. Das Symbol (+) zeigt das Plus-, (-)
dagegen das Minus-Ende des Mikrotubulus. Die Zeit zwischen zwei Bildern betragt 120 s. Der
dargestellte Mikrotubulus-Kymograph zeigt, dass Depolymerisation am Plus-Ende schneller erfolgt
als am Minus-Ende. Kymographen wurden herangezogen, um die Depolymerisationsraten zu
bestimmen. Dabei wurde die Verklirzung des Mikrotubulus auf At bezogen.

Vertikaler MaBstab = 8 min, horizontaler MaBstab = 2 pm.

(B) Kontrollexperimente zeigen, dass Depolymerisation Katanin-spezifisch und unter Hydrolyse von
ATP erfolgt. Analysiert wurde das Verhalten des Wildtyps in Gegenwart von 1 mM ADP (griin) und 1
mM AMPPNP (blau) sowie der Mutante E309Q in Anwesenheit von 1 mM ATP (gelb). Die
Datenpunkte zeigen die Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen, die vertikalen Balken die
Standardabweichungen.
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IV.3.4 Elektrostatische Interaktionsstudien

Um den Effekt des negativ geladenen E-Hooks von Tubulin auf die Interaktion
mit Katanin zu studieren, wurde eine Bindestudie mit interner Kontrolle
entwickelt. Daflr wurden Hybrid-Mikrotubuli hergestellt, die sowohl aus nativem
als auch aus E-Hook freiem Tubulin bestanden. Um eine Unterscheidung der
beiden Segmente herbeifihren zu kénnen, wurde der mit Subtilisin verdaute
Anteil an Tubulin - im Vergleich zum nativen Teil - mit einer groBeren Menge an
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt (Abbildung IV.17A). Bei einem niedrigen molaren
Verhaltnis von Katanin zu Tubulin (1:32) dekorierte das Protein hauptsachlich
native Bereiche am Filament, wahrend verdaute Segmente kaum gebunden
wurden (Abbildung IV.17B). Nach deutlicher Erhéhung der Konzentration an GFP-
Katanin (molares Verhaltnis Tubulin/Katanin 2:1) band das Protein gleichmaBig
an beide Regionen der Hybrid-Mikrotubuli, so dass eine vollstandige Dekoration
auftrat. Dies ist zugleich ein Indiz daflir, dass der Mikrotubulus trotz Abkopplung
des negativ geladenen E-Hooks weiterhin als Plattform flir Katanin fungieren
kann. Um den Effekt des E-Hooks auf die Bindung von Katanin quantifizieren zu
kénnen, wurden Cosedimentationsanalysen durchgefihrt. Bei einem
stochiometrischen Verhaltnis Katanin/Tubulin von 1:2 war die Bindung des
Enzyms an die unterschiedlichen MT-Segmente vergleichbar. Es ist gut
vorstellbar, dass unter dieser Bedingung die Bindepraferenz fur natives-Tubulin
~uberdeckt” wird. Wurden niedrigere Katanin-Konzentrationen eingesetzt, so
veranderte sich dieses Auswertungsbild analog zu den durchgefiihrten TIRF-
Messungen. Im Vergleich zur nativen Version interagierte wesentlich weniger
Protein mit Subtilisin-verdautem Tubulin. Fir die Bestimmung der Dissoziations-
konstanten wurde der Anteil des an Mikrotubuli-gebundenen Katanins gegen die
eingesetzten Tubulin-Konzentrationen aufgetragen. Der Fit der Bindungskurven
lieferte einen Kp von 0,4 uM flr natives Tubulin, im Fall von verdautem Tubulin
lag der Kp mit = 10 yM um den Faktor 22,5 hdher. Die erhaltenen Resultate
zeigen, dass Katanin bei der Bindung eine Praferenz fur natives Tubulin hat.
Zugleich ist jedoch zu erwahnen, dass der E-Hook flir die Bindung nicht absolut
essentiell ist, da bei Einsatz groBerer Mengen an Katanin eine nahezu
gleichmaBige Dekoration der beiden unterschiedlichen Segmente in Hybrid-
Mikrotubuli registriert werden konnte.
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Abbildung 1IV. 17: Bindung von Katanin an Hybrid-Mikrotubuli.

Die mit Subtilisin behandelten Mikrotubuli (ohne E-Hook) sind mit ALEXA555 markiert.

(A) TIRF-Bild von GFP-Katanin Molekiilen, die an Hybrid-Mikrotubuli gebunden sind. Dabei inter-
agiert Katanin bevorzugt mit nativen Tubulin-Segmenten. Der rote Kanal zeigt verdautes Tubulin
(ohne E-Hook), die Licken in den Filamenten stellen natives Tubulin dar. Im griinen Kanal wurde
GFP-Katanin detektiert. Molares Verhaltnis GFP-Katanin/Tubulin = 1:32.

(B) Bindekurven, die mit Hilfe von Cosedimentationsmessungen erhalten wurden. Dabei wurde
GFP-Katanin entweder mit nativem Tubulin (rot) oder mit Subtilisin-behandeltem Tubulin (schwarz)
inkubiert. Die Entfernung des E-Hooks reduziert die Bindeaffinitdt mindestens um den Faktor 22,5.
Molares Verhaltnis GFP-Katanin/Tubulin = 1:32.

IV.3.5 Einfluss von Salzen auf den Bindevorgang

Um den Interaktionsprozess zwischen Katanin und Mikrotubuli weiter analysieren
zu koénnen, wurden Bindungsanalysen in Puffern mit variablen Salzgehalten
durchgefihrt. Mit Hilfe von TIRF-Messungen und anschlieBender Analyse
erstellter Kymographen konnte gezeigt werden, dass hohe Salzkonzentrationen
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die Katanin/MT-Bindung beeinflussen. Bei einer Salzkonzentration von 80 mM
NaCl ist die ermittelte Bindefrequenz maximal und betragt 15,77 += 2,18
Ereignisse/(10 pm- 60 s), wahrend in Gegenwart von 300 mM NaCl nur noch
marginale Bindung stattfindet (1,93 + 0,62 Ereignisse/(10 um - 60 s)) (Abbildung
IV.18A). Neben der Bindefrequenz wurde auch die Bindedauer der Partikel auf
dem Mikrotubulus studiert (Abbildung IV.18B). Hinsichtlich dieses Parameters hat
eine erhdhte Salzkonzentration keinen derartig drastischen Einfluss, jedoch ist
auch hier eine eindeutige Tendenz zu geringeren Diffusionszeiten bei hdheren
NaCl-Konzentrationen zu erkennen.

A = 80 mM 160 mM = 300 mM [NaCl]
: NaCl concentration duration of association
[mM] [s]
80 not applicable
160 563+£019:N=73
300 249+003:N=74
NaCl concentration binding frequency
[mM] [events/10pm - 60s]
80 1577£2.18 . N=93
160 464+£056:N=73
300 1.93£062:N=74
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Abbildung IV. 18: Salze beeinflussen die Bindung von Katanin an Mikrotubuli.

(A) Linke Seite: Kymographen zeigen den Einfluss erhdhter NaCl-Konzentrationen auf die
Interaktion zwischen Katanin und Mikrotubuli. Die Konzentration von GFP-Katanin betrug 50 nM.
Die horizontale Achse entspricht der Distanz, die vertikale Achse der Zeit. Horizontaler MaBstab =
3 um, vertikaler MaBstab = 10 s. Rechte Seite: Tabelle mit den errechneten Werten fiir die
Bindefrequenzen sowie Interaktionsdauern unter den angegebenen Salzbedingungen.

(B) Histogramme zeigen die Verteilung der analysierten Partikel nach ihrer Bindedauer. Aus dem
exponentiellen Fit konnte die durchschnittliche Dauer, <t>, der Partikelinteraktion ermittelt wer-
den.
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IV.3.6 Katanin hat eine Praferenz fiir GTP-Tubulin

In diesem Abschnitt soll untersucht werden, ob Katanin Nukleotid-Zustande auf
dem Mikrotubulus unterscheiden kann. Da bei geringen Proteinkonzentrationen
eine Praferenz flr die MT-Enden, primar dem Plus-Ende nachgewiesen werden
konnte wirde man erwarten, dass GTP-Tubulin flir Katanin ein bevorzugtes
Bindeziel darstellt. Fur die Analysen wurden segmentierte Mikrotubuli einge-
setzt, die aus ALEXA555-markierten GMPCPP-Nukleationskeimen bestanden, die
durch unmarkiertes GTP-Tubulin verlangert wurden. Daraus resultierend ent-
standen Mikrotubuli mit stark fluoreszierenden GMPCPP- und ,dunklen® GDP-
Tubulin-Abschnitten. Diese segmentierten Mikrotubuli wurden mit geringen
Konzentrationen an GFP-Katanin versetzt und mittels TIRF-Messungen analysiert.
Sehr auffallig war die Beobachtung, dass GMPCPP-Tubulin wesentlich starker
dekoriert wurde als GDP-Tubulin Regionen (Abbildung IV.19A). Die hergestellten
Intensitatsspektren verdeutlichen die Verteilung der GFP-Katanin Moleklle auf
dem segmentierten Mikrotubulus (Abbildung IV.19B). Die Quantifizierung der
Dekoration ergab, dass in den meisten Fallen (= 80% der untersuchten Mikro-
tubuli) ausschlieBlich das GMPCPP-Segment dekoriert war. In den restlichen
Fallen konnte auch im Bereich von GDP-Tubulin eine Bindung von GFP-Katanin
registriert werden (Abbildung IV.19C). Die erhaltenen Daten deuten darauf hin,
dass GTP-Tubulin ein bevorzugter Bindepartner flir GFP-Katanin ist.
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Abbildung IV. 19: Dekoration segmentierter GMPCPP/GDP-Mikrotubuli mit GFP-Katanin.
(A) Der rote Kanal zeigt Mikrotubuli, die sich aus ALEXA555-markierten GMPCPP- sowie aus
unmarkierten GDP-Tubulin Segmenten zusammensetzen. Im grinen Kanal ist zu erkennen, dass
GFP-Katanin bevorzugt an GMPCPP-Segmente bindet. Die Kombination beider Kanale zeigt, dass
Katanin eine wesentlich hdohere Affinitat fir GMPCPP-Tubulin aufweist (lberlappende Bereiche
erscheinen gelb). MaB3stab = 5 ym.

(B) Intensitatsprofile segmentierter Mikrotubuli zeigen eine wesentlich starkere Dekoration an
GMPCPP-Nukleationskeimen. Die GFP-Fluoreszenz wurde dabei kurz nach dem Pipettieren des
Enzyms in die Flusskammer (schwarz) und 204 s danach gemessen (rot). Oberhalb der Spektren
ist der entsprechende segmentierte Mikrotubulus dargestellt. Helle Abschnitte entsprechen GTP-
Tubulin, wahrend dunkle Segmente GDP-Tubulin reprasentieren.

(C) Quantifizierung der Dekoration segmentierter Mikrotubuli. 100 eindeutig segmentierte Mikro-
tubuli wurden in die Analyse aufgenommen und in 2 Kategorien eingeteilt: (1) Mikrotubuli mit einer
wesentlich starkeren Bindung an GMPCPP-Segmenten, (2) Mikrotubuli mit einer vergleichbaren
Bindung an GMPCPP- und GDP-Tubulin Abschnitten.
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IV.3.7 Morphologie geschnittener und
depolymerisierter Mikrotubuli

Innerhalb der Gruppe der AAA-Proteine gibt es mehrere Vertreter, die ebenfalls
Depolymerisationsvorgange an MT zeigen (Desai, Verma et al. 1999;
Westermann, Wang et al. 2006; Rath, Rogers et al. 2009). Ein sehr gut
analysiertes Protein stellt dabei Kinesin-13 dar, das am Ende der Mikrotubuli ein
signifikantes Depolymerisationsmuster aufweist (Rath, Rogers et al. 2009). Um
zu Uberprufen, ob Katanin einen dhnlichen Abbaumechanismus benutzt, wurde
die Morphologie der durch Severing und Depolymerisation entstandenen
Mikrotubuli-Enden studiert. Die Analyse fand auf der Stufe der Elektronen-
mikroskopie statt. Mikrotubuli wurden dabei entweder mit ATP und Katanin oder
mit Protein unter Ausschluss von Nukleotiden eingesetzt. Zusatzlich wurde eine
Negativkontrolle (Mikrotubuli in Abwesenheit von Enzym) mikroskopisch
untersucht. Die Proben wurden auf ein Karbongitter pipettiert und durch
Uranylformiat fixiert. Die Auswertung ergab, dass Mikrotubuli im ATP-Ansatz eine
4,7-fach héhere Anzahl an Enden pro Langeneinheit aufwiesen als die beiden
Kontrollansatze. Interessanterweise gab es keinen Unterschied hinsichtlich der
Morphologie der untersuchten Mikrotubuli-Enden. Unter allen getesteten
Bedingungen waren die Enden gerade. Vergleicht man dieses Ergebnis mit dem
Depolymerisationsmuster von Kinesin-13 (KLP59D), so treten groBe Unterschiede
auf (siehe Punkt V.3.3, Abbildung V.1). Diese Beobachtungen deuten darauf hin,
dass Katanin und KLP59D Uber unterschiedliche Mechanismen Depolymerisation
am Mikrotubulus herbeifihren kénnen.
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Abbildung IV. 20: Katanin erzeugt stumpfe Enden an Mikrotubuli.

(A) Das EM-Bild zeigt Enden von negativ gefarbten Mikrotubuli nach Inkubation mit: (rot) 50 nM
Katanin in Kombination mit 1 mM ATP, (blau) kein Katanin (Kontrolle). Die durch Katanin
geschnittenen Mikrotubuli weisen hauptsachlich stumpfe Enden auf.

(B) Quantifizierung der Mikrotubuli-Enden pro Langeneinheit. Vergleicht man das Ergebnis des
Ansatzes Katanin + 1 mM ATP mit dem von Katanin - ATP oder der Negativkontrolle (nur Mikro-
tubuli), so ist die Anzahl an Enden um den Faktor 4,7 erhdéht. Nummern in den Balken geben die
Anzahl an ausgewerteten Mikrotubuli sowie die Anzahl an studierten Mikrotubuli-Feldern an.
Datenpunkte stellen Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen dar, vertikale Balken sind
Fehlerindikatoren. MaBstab = 25 nm.

IV.3.8 Einfluss von Nukleotiden auf Bindung,
Bewegung und Hexamerisierung von Katanin

Um Bindung, Diffusion und Oligomerisierung naher untersuchen zu kdnnen,
wurde GFP-Katanin in unterschiedlichen Nukleotid-Zustanden (ATP, ATP-yS und
AMPPNP) analysiert. Zudem wurden in Gegenwart der oben genannten
Nukleotide Photobleaching-Messungen durchgefihrt, um bevorzugte Oligomer-
Strukturen registrieren zu koénnen. Um Bindung und Diffusion genauer
analysieren zu koénnen, wurden Kymographen von Mikrotubuli erstellt und
Bindungsorte sowie Interaktionsdauern von Katanin-Molekilen studiert. In
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Gegenwart von ATP dissoziierte GFP-Katanin nach Bindung sehr schnell vom
Mikrotubulus (Abbildung IV.21A). Nur sehr wenige Moleklle zeigten langere
Diffusionszeiten, die sich Uber mehr als 10 Sekunden erstreckten. Die meisten
Partikel verlieBen das Filament sehr zilgig, so dass eine gemittelte MT-
Interaktionszeit von 3,99 s bestimmt werden konnte. In Gegenwart von AMPPNP
zeigte GFP-Katanin sehr starke Bindung und nur vereinzelt Diffusions-
bewegungen. Die meisten Molekile waren statisch und blieben fiir die gesamte
Aufnahmezeit (5 min) am Mikrotubulus gekoppelt. Daraus resultierend war die
ermittelte Interaktionszeit unter den analysierten Nukleotiden maximal, mit
einem Wert von 259,22 s. Dabei handelt es sich um einen Minimalwert, da die
Aufnahmen nach 300 s beendet wurden. Da AMPPNP als ATP-Analogon nicht
hydrolysiert werden kann, erfolgten wunter Einfluss dieses Nukleotids
erwartungsgemaB keine Severing-Ereignisse. Unter Einfluss von ATP-yS trat
analog zu ATP Diffusion auf und die analysierte Bindedauer nimmt mit 5,65 s
eine Position zwischen der von ATP und AMPPNP ein. Auch in Bezug auf
potentielle Oligomerformen sind die erstellten Kymographen aussagekraftig. In
Gegenwart von AMPPNP ist eindeutig zu erkennen, dass die Fluoreszenzintensitat
der registrierten Partikel stark zunimmt. Dies ist ein Indikator flr die Existenz
héhere Oligomerformen. Dadurch kdnnte man sich auch erklaren, warum die
berechnete Bindefrequenz  unter Einfluss von AMPPNP mit 2,16
Ereignissen/(10um - 60s) sehr gering ausfiel, wahrend der Wert bei ATP und
ATP-yS um den Faktor von = 7 erhdéht war.

ATP ATP-yS AMPPNP

Ciges

I binding-frequency
nucleotide MT-interaction [s] [#/10um-60s]

ATP 3.99: N =584 14.08 : N = 584
ATP-yS 5.65: N =442 15.49: N = 82

AMPPNP 259.22: N =38 216:N= 38

Abbildung IV. 21: Die Dynamik von GFP-Katanin hangt vom Nukleotid-Status ab.

(A) Kymographen von 50 nM Katanin in Gegenwart von 1 mM ATP, 1 mM AMPPNP und 1 mM ATP-
yS. Vertikaler MaBstab = 30 s, horizontaler MaBstab = 5 uym. Die Tabelle zeigt die errechneten
Werte flUr die Bindefrequenz sowie Interaktionsdauer unter den angegebenen Nukleotid-
bedingungen an. (B) Kymographen zeigen Diffusion von GFP-Katanin Einzelmolekllen entlang
Taxol-stabilisierter Mikrotubuli (1 mM ATP / 1 mM ATP-yS / 1 mM AMPPNP). Vertikaler MaBstab =
10 s, horizontaler MaBstab = 1 pm.
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Um den Einfluss von Nukleotiden auf die Oligomerisierung von GFP-Katanin
studieren zu kdnnen wurden Photobleaching-Experimente durchgefthrt. In
Gegenwart von 2 mM ATP sind klare Ausbleichstufen zu erkennen, die manuell
gezahlt werden konnten (Abbildung IV.22A). Abbildung IV.22B zeigt Histo-
gramme, in denen die analysierten Einzelmoleklle den diversen Ausbleichstufen
zugeordnet wurden. Photobleaching wurde zudem in Anwesenheit von AMPPNP
und ATP-yS durchgeflhrt. Auch unter Einfluss von ATP-yS konnten eindeutige
Schritte registriert werden. Beim Einsatz von AMPPNP war es sehr schwierig, alle
Ausbleichstufen registrieren zu kénnen, da wesentlich mehr GFP-Moleklile an-
einander gekoppelt waren. Um trotzdem aussagekraftige Daten zu erhalten,
wurde die letzte GFP-Ausbleichstufe herangezogen und nach oben skaliert, bis
das Fluoreszenzmaximum erreicht wurde. Die Analyse im Histogramm ergab,
dass in Anwesenheit von ATP Monomere, hinsichtlich ATP-yS Trimere und in
Gegenwart von AMPPNP Hexamere die dominanten Oligomer-Formen wider-
spiegeln.
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Abbildung IV. 22: Photobleaching und Analyse der Fluoreszenzintensititen von
GFP-Katanin.

(A) Beispiel flir einstufiges Ausbleichen in Anwesenheit von 2 mM ATP, einem Dreistufen-Aus-
bleichen unter 2 mM ATP-yS und einem Sechsschritt-Ausbleichen in Gegenwart von 2 mM AMPPNP.
Uber den Spektren sind die entsprechenden Kymographen der untersuchten Mikrotubuli dargestellt.
(B) Verteilung der Ausbleichereignisse pro Katanin-Komplex in Anwesenheit von 2 mM ATP, 2 mM
ATP-yS und 2 mM AMPPNP. Die durchschnittliche Anzahl an ermittelten Ausbleichstufen entspricht
1/Komplex fiir ATP, 3/Komplex fur ATP-yS und 6/Komplex fir AMPPNP. Die dunkelroten Balken
heben die dominanten Spezies hervor.
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Photobleaching und Cross-Linking Experimente lieferten wichtige Hinweise auf
den Oligomerisierungsgrad von Katanin unter Einfluss verschiedener Nukleotide
und variabler Proteinkonzentrationen. Da die Experimente ohne Mikrotubuli
durchgefihrt wurden, konnte damit noch keine Aussage Uuber den Einfluss
verschiedener Nukleotide auf den Katanin/MT-Bindegrad getroffen werden.

Um die Interaktion zwischen Katanin und Mikrotubuli genau untersuchen zu
kdénnen, wurden Cosedimentationsmessungen in Kombination mit ADP, ATP und
ATP-yS durchgefuihrt. Dabei kam sowohl der Wildtyp als auch die mutierte
Version E309Q zum Einsatz. Fir die durchgefihrten Laufe wurde Katanin mit
variablen Konzentrationen von 0 bis 10 pM eingesetzt. Die Tubulin-Konzentration
blieb dabei konstant und belief sich auf 2 uM. Abbildung IV.23A zeigt ein
typisches SDS-Gel eines Cosedimentationslaufs mit Katanin. In Gegenwart von
1 mM ADP betragt das molare Bindeverhaltnis von Wildtyp-Katanin zu Tubulin
1,12:1. Das Resultat zeigt, dass unter dieser Bedingung hauptsachlich Katanin-
Monomere an Tubulin-Dimere binden. Wird die Reaktion dagegen mit dem
langsam hydrolysierbaren ATP-Analogon ATP-yS durchgefiihrt, so bindet jeweils
ein Katanin-Trimer an eine Tubulin-Einheit. Dementsprechend liegt das molare
Verhaltnis zwischen Wildtyp und Tubulin bei 2,82:1. Neben Katanin-Wildtyp
wurde auch die hydrolysedefiziente Mutante E309Q in die Messungen mitein-
bezogen. Wahrend in Anwesenheit von ADP primar Monomere an Mikrotubuli
binden, liegt in Gegenwart von ATP-yS das molare Verhdltnis von Enzym zu
Tubulin bei 2,78:1. Wurde die Mutante unter Einfluss von ATP mit Mikrotubuli
inkubiert, so resultierte dies in einer marginal erhéhten Menge an gebundenem
Enzym. Unter dieser Bedingung konnte ein molares Verhaltnis Katanin zu Tubulin
von = 3:1 registriert werden. Eine komprimierte Zusammenfassung der Daten ist
in  Abbildung 1IV.24B gezeigt. Ausgehend von elektronenmikroskopischen
Experimenten hatte man erwarten kdnnen, dass E309Q in Gegenwart von ATP
hauptsachlich als Hexamer und nicht in Form eines Trimers an das Filament
bindet. Diese Diskrepanz wird ausflhrlich unter Punkt V.3.7 diskutiert.
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Abbildung IV. 23: Bestimmung der Katanin-Bindekapazitiat am Mikrotubulus unter Ein-
fluss verschiedener Nukleotide.

Um den Bindegrad bestimmen zu kénnen, wurden in Gegenwart von ADP, ATP oder ATP-yS
steigende Katanin-Konzentrationen (0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 und 10 uM) zu einer konstanten MT-
Konzentration von 2 uM gemischt. Mit Mikrotubuli assoziiertes Protein wurde von ungebundenem
Enzym durch Zentrifugation separiert.

(A) Reprasentatives SDS-Gel einer Cosedimentationsmessung mit Katanin.

(B+C) Die Proteinmengen in Pellet und Uberstand wurden mit dem Programm Imagel quantifiziert
und die Katanin-Konzentration im Pellet als Funktion gegen die detektierte Proteinmenge im
Uberstand dargestellt. Der Bindegrad der Mutante E309Q wurde in Gegenwart von ADP (blau), ATP
(schwarz) und ATP-yS (grun) analysiert, wahrend beim Wildtyp ADP (blau) und ATP-yS (griin) zum
Einsatz kamen. Die Konzentration der verwendeten Nukleotide lag bei jeweils 1 mM.
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nucleotide ADP : ATP-ys: ATP
tubulin [uM] 2 o2 2
katanin in pellet [uM] 218 | 556 | 592
katanin subunits/tubulin-dimer 1,08/1 : 2,781 : 2,96/1
oligomer monomer : trimer : trimer
ﬁucleotide ADP : ATP-yS

tubulin [pM] 2 L2

katanin in pellet [puM] 2,23 : 5,63

katanin subunits/tubulin-dimer 1,12/1 : 2,82/1

oligomer monomer : trimer

Abbildung IV. 24: Zusammenfassung der durchgefiihrten Cosedimentationsmessungen.
Komprimierte Wiedergabe der aus den Cosedimentationsmessungen erhaltenen Daten fir E309Q
(oben) und Wildtyp-Katanin (unten).

IV.3.9 Detektion moglicher Zwischenstufen im
Oligomerisierungsprozess von Katanin

Um herauszufinden, ob Katanin tatsachlich eine bevorzugte Zwischenstufe auf
dem Weg zum aktiven Hexamer bildet, wurden Cross-Linking Experimente
durchgefihrt. In Kombination dazu erfolgten Strukturanalysen mittels TEM, um
die aus den Cross-Linking Versuchen erhaltenen Daten auf optischer Ebene
Uberprifen zu kdénnen. Es wurden bei einer konstanten EDAC/NHS Konzentration
von 20 UM steigende Mengen an Katanin eingesetzt. Die Inkubation sehr geringer
Mengen an Katanin (25-100 nM) mit EDAC zeigt auf dem SDS-Gel eine Bande,
die einem Monomer entspricht (My = 57-kDa). Im Fall hdéherer Protein-
konzentrationen - im Bereich von 150 bis 200 nM - tritt eine zusatzliche Bande in
Erscheinung, die ein Molekulargewicht von = 150-kDa aufweist, was zugleich ein
Indikator fur das Auftreten einer stabilen Trimer-Population ist. Wird die
Proteinkonzentration weiter erhéht, so konnte eine starke Abnahme der
Bandenintensitat im Monomer- und Trimer-Bereich beobachtet werden. Gleich-
zeitig entstand eine dominante Spezies im hochmolekularen Bereich (Abbildung
IV.25A). Die Ansatze wurden parallel auf mikroskopischer Ebene untersucht. In
Abbildung IV.25B sind zahlreiche homogene Ringstrukturen mit einer zentralen
Pore zu erkennen, die sich nach dem Partikel-Averaging als Hexamere
herausstellten. Die Analyse der weiteren Ansatze mittels TEM konnten die Daten
aus den Cross-Linking Experimenten bestdtigen. So ist auf den elektronen-
mikroskopischen Bildern mit sehr geringer Katanin-Konzentration (0,2 pM)
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hauptsachlich eine Monomer-Spezies, im Fall héherer Konzentrationen (0,6 uM)
dagegen eine Zwischenstufe mit halbausgepragtem Ring dominant. Zusammen-
fassend zeigen die erhaltenen Resultate, dass Katanin in der Lage ist, auf dem
Weg vom Monomer zum aktiven Hexamer eine Zwischenstufe in Form eines
Trimers auszubilden.
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Abbildung IV. 25: Struktur und Oligomerisierung von Katanin.

(A) SDS-Gel mit quervernetzten Katanin-Untereinheiten bei unterschiedlichen Proteinkonzentra-
tionen (von links nach rechts ansteigend). Das Gel zeigt mit steigenden Mengen an Katanin einen
Ubergang vom Monomer Uber ein Trimer zum aktiven Hexamer.

(B) Drei Ansatze mit 0.2, 0.6 und 1 pM Katanin wurden mittels TEM Uberprift und ein Partikel-
Averaging durchgefiihrt. Diese Mittelung brachte hervor, dass im Ansatz mit geringer Katanin-
Konzentration eine Monomer-Spezies, im mittleren Konzentrationsbereich eine Zwischenstufe mit
angedeuteter Ringstruktur und im hochkonzentrierten Bereich eine Hexamer-Population dominant
ist. MaBstab = 10 nm.



IV Katanin-Projekt 168

IV.4 Methoden; Katanin-Projekt

IV.4.1 Primer fir Amplifikationen

Folgende Formel wurde herangezogen, um die Schmelztemperatur zu
bestimmen:

Th=649+41-[(y-G+2z-C-164)/ (W-A+Xx-T+y -G+ 2z 0]

(w, X, y und z spiegeln dabei die Anzahl der Basen A, T, C, G in der Basen-
sequenz wider).

Forward-Primer fiir FL-Katanin (pFastBac™1-Vektor)

5'-AATAATGGATCCATG AAGAAGAAATGCAAGTCTT
TACTTATGATTTCAGAAAACGTTAAATTAGCACGG-3’

Tm = 69,98°C

Reverse-Primer fiir FL-Katanin (pFastBac™1-Vektor)
5'-AATAATGCGGCCGCCTAACAAGAACCGAATTCGAAAATCCATTTTTCGTAACG-3’
Tm = 65,09°C

Forward-Primer fiir GFP (pFastBacl™-Katanin Vektor)
5'-AATAATGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC-3’

Tm = 69,77°C

Reverse-Primer fiir GFP (pFastBacl™-Katanin Vektor)

5-CCTGCGGGATCCGGGTGCTCCTGGTGCTCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG
AGTGATCC-3'

Tm = 69,51°C

Notl

BamHI
Stop-Codon
GAPGAP-Linker
Start-Codon
Flag®-Tag
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Primer fir Domain-Mapping

Forward-Primer fiir Domadne 1 (AS 1-55)

5’'-AATAATGGATCCATG AAGAAGAAATGCAAGTCTT
TACTTATGATTTCAGAAAACGTTAAATTAGCACGG-3’

Tm = 69,98°C

Reverse-Primer fiir Domane 1 (AS 1-55)
5'-AATAATCGCCGGCGCTACACCTGCTGCCATTTCTGTTGCAAGTATGTATCCTTC-3’

Tm = 68,79°C

Forward-Primer fiir Domane 2 (AS 56-180)

5'-AATAATGGATCCATG TGGCAGGAGATAAATGTG
GAAGCCAAGCATGTCAAGGATATC-3’

T = 70,80°C

Reverse-Primer fiir Domadne 2 (AS 56-180)
5'-AATAATCGCCGGCGCTAGTTGGTTTCTGGTTCGGTTACCGCTGCAGGAGACTTG-3’

Tm = 70,52°C

Forward-Primer fiir Domadne 3 (AS 181-491)

5'-AATAATGGATCCATG AAATTCGATTCAACCGGTT
ATGATAAAGATCTTGAGGC-3’

Tm = 66,01°C

Reverse-Primer fiir Domane 3 (AS 181-491)
5'-AATAATGCGGCCGCCTAACAAGAACCGAATTCGAAAATCCATTTTTCGTAACG-3’

Tm = 65,09°C

Notl

BamHI
Stop-Codon
Start-Codon
Flag®-Tag
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IV.4.2 Primer fur die PCR Analyse der
rekombinanten Bacmid-DNA

Die transponierten Bacmids wurden unter Einsatz des pUC/M13-Primer-Paars
analysiert.

M13 Forward-Primer
5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3'
M13 Reverse-Primer

5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3’

IV.4.3 Einfiihrung von Punktmutationen

FlUr das spezifische Austauschen einzelner Basen kam das QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) zum Einsatz. Folgende Empfehlungen
wurden vom Hersteller ausgesprochen: die gewlinschte Mutation sollte von 10-
15 komplementaren Basen flankiert sein. Der GC-Gehalt sollte mindestens 40%
erreichen und der Primer entweder mit einer oder mehreren Basen G oder C
enden. Dadurch wird eine effiziente Anlagerung des Primers an die Ausgang-DNA
gewahrleistet. Primer sollten idealerweise eine Schmelztemperatur (Tv) gréoBer/
gleich 78°C aufweisen. Folgende Formel wurde herangezogen, um die Schmelz-
temperatur zu bestimmen:

Tm = 81,5 + 0,41(%G - C) - 675/N - % nicht-komplementare DNA (N = Lange
des Primers in Basen)

Tm der KataninE309Q Mutagenese-Primer lag bei 78,75°C.

Das erhaltene PCR-Produkt wurde sequenziert um sicher zu stellen, dass die
gewlinschte Mutation integriert wurde. AnschlieBend erfolgte die Transformation
in E.coli DH5a-Zellen. Das Plasmid wurde mit Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep
Kits analog zu Punkt 1.2.3 aufgereinigt. Das mutierte Gen wurde abschlieBend in
den pFastBacl™-Vektor zuriick kloniert.

Forward-Primer fiir Katanin E309Q
5'- GCCACAATATTCATTGACCAAATTGATTCGATCTGC-3’
Reverse-Primer fir Katanin E309Q

5'-GCAGATCGAATCAATCAATTTGGTCAATGAATATTGTGGC-3’
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IV.4.3.1 PCR-Ansatz und verwendetes Zyklus-Programm

Austausch von Glutaminsaure (E) durch Glutamin (Q) an
Aminosaureposition 309 (E309Q)

50 ng pFastBacl™-Katanin Plasmid (Miniprep)

125 ng Forward-Primer

125 ng Reverse-Primer

200 pM dNTP Mix

5 upl (10X) Reaktionspuffer

1 pl (2.5 U/ul) Pfu Turbo DNA-Polymerase (Invitrogen)

50 pl Gesamtvolumen

PCR Programm

Stufe Zeit Temperatur Runden
Initiale Denaturierung 30s 95°C 1X
Denaturierung 30s 95°C
Annealing 1 min 55°C : 12X
Extension 6min30s 68°C
Finale Extension 5 min 68°C 1X

IV.4.4 Proteinexpression im Baculovirus-
Expressionssystem

IV.4.4.1 Vorteile des Baculovirus Protein-
Expressionssystems

Analog zu anderen eukaryotischen Expressionssystemen erlaubt das Baculovirus-
System posttranslationale Modifikationen, korrekte Faltung sowie Oligo-
merisierung rekombinater Proteine. Folgerichtig verfligt das Uberexprimierte
Protein Uber die korrekte biologische Aktivitat, so dass seine spezifische
Funktionalitat gewahrleistet ist. Ein bedeutender Vorteil des Baculovirus
Expressionssystem besteht in der hohen Ausbeute des exprimierten Proteins.
Baculoviren infizieren in erster Linie zwei eng miteinander verwandte Falterarten.
Deshalb ist das Arbeiten mit dem Baculovirus fir den Menschen unbedenklich.
Der nukleadre Polyhedrosis-Virus von Autographa californica ist der am haufigsten
verwendete Baculovirus flr die Proteinexpression im Insektenzellstamm
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Spodoptera frugiperda. In den Insektenzellen erlaubt die zytoplasmatische Um-
gebung richtige Faltung sowie Ausbildung von Disulfidbriicken. Diese beiden
Vorgange kdnnen, aufgrund der reduzierten Umgebung im Cytoplasma, in E.coli
nicht realisiert werden. Katanin konnte aufgrund der nicht zur Verfligung
stehenden posttranslationalen Modifikationen und den in E.coli Zellen fehlenden
Faltungshelfern nicht funktional erhalten werden. Deshalb wurde das Bac-to-
Bac® Baculovirus-Expressionssystem flur die Expression von Vollldangen-Katanin
und seiner Mutante E309Q eingesetzt. Alle in diesem Abschnitt angegebenen
Spezifikationen betreffen ausschlieBlich die Expression von Katanin und Coiled-
Coil Spastin. Fur andere Proteine kann eine erhebliche Modifikation des Protokolls
erforderlich sein.

IV.4.4.2 Das Baculovirus-Expressionssystem

Die in dieser Doktorarbeit analysierten Proteinvarianten von Katanin und Coiled-
Coil Spastin wurden mit Hilfe des Bac-to-Bac® Baculovirus-Expressionssystems
(Invitrogen) hergestellt. Das folgende Schema illustriert die wichtigsten Schritte
im Bereich der Proteinexpression.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
Klonierung des Rekombination des Bestatigung der
gewinschten Gens gewiinschten Gens Rekombination durch
in den Transfer Vektor in E.coli Bacmid erneutes Ausstreichen
Schritt 6 Schritt 5 Schritt4
Transfektion der Bacmid Bestatigung der Isolierung von
in Sf9-Zellen Rekombination rekombinanter Bacmid
fur dir Virusproduktion durch PCR
Schritt 7 ¢ Schritt 8 Schritt 9
Amplifikation der Virus Amplifikation der Virus Proteinexpression

P1 Generation P2 Generation

Abbildung IV. 26: Uberblick iiber die Schritte, die in das Bac-to-Bac® Baculovirus
Protein-Expressionssystem involviert sind.

Konstruktion des rekombinanten Transfervektors fur die
Proteinexpression — Schritt 1

Der pFastBac™1 Vektor wurde flr die Expression von Katanin und Coiled-Coil
Spastin herangezogen (Abbildung IV.27). Die Abschreibung der Sequenzen steht
dabei unter der Kontrolle eines starken Polyhedrin-Promotors. Der Transfervektor
enthalt Transpositionsstellen, die flir die Rekombination in die Bacmid-Kompo-
nente essentiell sind (Schritt 2).
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Abbildung IV. 27: Karte des pFastBac™1 Donor-Plasmids (Invitrogen).
Die multiplen Klonierungsstellen in Kombination mit dem PolyH-Promotor erméglichen die Insertion
von Katanin und Coiled-Coil Spastin in den Vektor.

Herstellung von rekombinanter Bacmid - Schritte 2/3

Die Rekombination des Transfer-Vektors mit dem Baculovirus Shuttle-Vektor
(Bacmid) wird durch eine spezifisch lokalisierte Transposition gewadhrleistet
(Abbildung 1V.28). Die Bacmid-DNA wurde in DH10Bac™ E.coli-Zellen
(Invitrogen) transferiert. DH10Bac™ sind kompetente Zellen, welche die Bacmid-
Komponente mit einer mini-attTn7 Zielstelle und Helferplasmid enthalten. Das
auf dem pFastBac™-Donorplasmid lokalisierte mini-Tn7 Element kann mit der
mini-attTn7 Zielstelle auf dem Bacmid austauschen. Daflr sind die vom Helfer-
plasmid bereitgestellten Transpositionsproteine erforderlich. Eine erfolgreiche
Rekombination konnte durch Blau/WeiB-Selektion in Gegenwart von X-Gal
(Sigma-Aldrich) und IPTG nachgewiesen werden. WeiBe Kolonien wurden
ausgestrichen, um den Phanotyp zu bestatigen.

Transfer
Vektor
|
mmmm Gentamicin Tetrazyklin Kanamycin s | acZ

Abbildung IV. 28: Herstellung von rekombinantem Baculovirus.
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Isolierung der rekombinanten Bacmid-DNA und Bestatigung der
Rekombination mittels PCR - Schritte 4/5

Die positiven Kolonien wurden (iber Nacht in selektivem LBXenaGentaTetra_Medium
inkubiert. Daraufhin wurde die entsprechende Bacmid-DNA aus den Zellen
isoliert. Die Insertion des gewtnschten Gens wurde durch PCR-Amplifikation mit
pUC/M13-Primer bestatigt. Diese Primer binden an Stellen, die an den Enden der
Rekombinationsstelle lokalisiert sind.

1512 bp 434 bp
I 1 I 1
Gentamycin-
7R Resistenzgen GFP D({@mﬁ[m Tn7L
P E— mmm SCTtavs,
pFastBac 1-Konstrukten
M13_fw.
N Bacmid-DNA
lacZ-mini-attTn7 W
L | L 1
128 bp 145 bp

Abbildung IV. 29: Bestidtigung der Rekombination via PCR.

Wie aus Abbildung IV.29 zu entnehmen ist, betragt die zu erwartende GréBe des
PCR-Produkts bei Einsatz des Primer-Paars M13_fw/M13_rv: Lange des Kon-
strukts + ca. 2300 Basenpaare.

Transfektion der SF9-Zellen mit Bacmid-DNA - Schritt 6

Die rekombinante Bacmid-DNA wurde mit positiv geladenem Lipid Cellfectin®-
Reagent (Invitrogen) gemischt, das die negativ geladene DNA maskiert um die
Transfektion realisieren zu kénnen. Das Cellfectin®-Reagent ist ein (1:1,5)
(M/M) Liposomengemisch und enthalt das kationische Lipid N,N°",N"",N"""-
Tetramethyl-N,N",N"",N" " "-Tetrapalmitylspermin sowie Dioleoylphosphatidyl-
ethanolamin. Die mit Lipid bedeckte Bacmid-DNA infiltrierte die Sf-9 Zellen nach
5-stiindiger Inkubation bei 27°C. Nach 72 Stunden wurde das amplifizierte Virus

aus dem Medium abgeerntet. Die erste Virusgeneration wird als Py bezeichnet.

Amplifikation zum Erhalt der P; und P, Generation - Schritte 7/8

Zur Amplifikation des Virus wurden Sf9-Zellen (Lebendrate > 97%) bei einer
Dichte von 5 - 10° Zellen/ml infiziert. Fiir die P;-Amplifikation wurde ein Volumen
von 100 pl Py Virus zu 100 ml Sf9-Zellen (5 - 10° Zellen/ml) hinzugefiigt. Um die
P,-Amplifikationsstufe zu erhalten, kam es zum Einsatz von 25 pul P;-Virus zu 100
ml Sf9-Zellen. Nachdem die Lebendrate der Sf9-Zellen unter 10% gesunken ist,
wurde das amplifizierte Virus geerntet. Die virale Amplifikation nimmt einen
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Zeitraum von etwa 7 Tagen in Anspruch. Das erhaltene Virus kann aufgrund
seiner Stabilitdt mehrere Monate unter Lichtschutz und 4°C gelagert werden. Die
erhaltene P,-Amplifikationsstufe wurde flr die Expression eingesetzt.

Proteinexpression - Schritt 9

FlUr die Proteinexpression wurden Sf9-Zellen (Lebendrate > 97%) mit einer
Dichte von 2 - 10° Zellen/ml infiziert. Zu 250 ml Sf9-Zellen wurden 250 pl des P,-
Virus hinzugegeben. Die Proteinexpression dauerte 72 Stunden an.

IV.4.4.3 Transposition

Herstellung des Bacmid-Plasmids in DH10bac™-Zellen

Die chemisch kompetenten E.col/i DH10Bac™-Zellen wurden auf Eis aufgetaut.
Fur jede Transformation wurden 100 ul Zellen in ein steriles, 15 ml fassendes
Falcon-GefaB Uberfuhrt. Die pFastBac™1-Plasmide (1 ng) wurden in einem
finalen Volumen von 5 pl zu den kompetenten Zellen pipettiert und vorsichtig
gemischt. Der Ansatz wurde fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 45-sekin-
digem Hitzeschock im 42°C warmen Wasserbad wurden die Falcon-GefaB3e flr 2
weitere Minuten auf Eis inkubiert. 900 pl S.0.C. Medium wurden zu jedem
Transpositionsansatz pipettiert und danach fur 4 Stunden in einen 37°C warmen
Schuttelinkubator (Edmund Buhler GmbH) platziert. Von den Zellen wurden unter
Verwendung von S.0.C. Medium 3 Verdiinnungsstufen (107%, 102, 107%) herge-
stellt. Von jeder Verdinnungsstufe wurden 100 pl fir das Ausstreichen auf
LBKena.GentaTetra_ngarplatten benutzt, die bei der Herstellung mit 50 pg/ml
Kanamycin, 7 pyg/ml Gentamicin, 10 pg/ml Tetrazyclin, 100 pug/ml X-Gal und 40
Mg/ml IPTG versetzt wurden. Nach 24-stlindiger Inkubation bei 37°C wurden
Kolonien sichtbar, die allerdings noch keine Separation zwischen positiven und
negativen Klonen zulieBen. Fir eine deutliche Auspragung der blauen respektive
weiBen Farben wurden die Platten flir weitere 48 Stunden im Brutschrank (VWR)
inkubiert. Um den Phanotyp bestatigen zu kénnen, wurden die positiven weiBen
Kolonien erneut auf selektiven Platten ausgestrichen. Bestatigte positive Kolonien
wurden gepickt und bei 37°C {iber Nacht in selektivem LBKe"GentaTetra_pMadiym
inkubiert.
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Lésungen

1L S.0.C. Medium (pH 7,0)

20 g Bacto™ Trypton

5 g Bacto™ Hefeextrakt
0,5 g NaCl

250 mM KClI

10 mM MgCl,

20 mM Glucose

Isolierung der rekombinanten Bacmid-DNA

Einzelne Kolonien, die nach der DH10Bac™-Transposition gewachsen sind,
wurden gepickt und in selektives Medium gegeben. Die Zellen wurden in 6 ml
| BKenaGentaTetra_Medjum inklusive 50 pyg Kanamycin, 7 pg/ml Gentamicin und 10
Mg/ml Tetrazyclin Gber Nacht bis zur Sattigung geziichtet. Die Zellen wurden
durch 15-mindtige Zentrifugation (Rotanta 460 R, Beckman Coulter) bei 1000 x g
pelletiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 500 pl Pufferldsung aufge-
nommen, welche aus 15 mM Tris (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0) und 5 ug
RNAse bestand. Die resuspendierten Zellen wurden durch Hinzufiigen von 500 pl
Lysepuffer aufgebrochen, welcher 0,2 M NaOH und 1% (w/v) SDS enthielt. Nach
5-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden vorsichtig 500 ul einer
eiskalten 3 M Kaliumacetat-Lésung (pH 5,5) hinzupipettiert und der Ansatz fir 10
Minuten auf Eis inkubiert. Der tribe Ansatz wurde in einer Tischzentrifuge
(PerfectSpin 24 R, PEQLAB) fir 10 Minuten bei 10000 x g behandelt. Der klare
Uberstand mit der Bacmid-DNA wurde in ein 15 ml Falcon-GefaB transferiert, das
vorher mit 1,6 ml eiskaltem Isopropanol befillt wurde. Der Ansatz wurde fir 30
Minuten auf Eis inkubiert und die prazipitierte DNA flir 15 Minuten bei 10000 x g
sedimentiert. Das entstandene DNA-Pellet wurde mit 1 ml einer 70% Ethanol-
Lésung gewaschen und durch erneute Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 10000 x g
repelletiert. Das Pellet wurde luftgetrocknet und in 30 pl H,O geldst. Die Plasmide
wurden lichtgeschltzt bei -20°C gelagert.

IV.4.4.4 Transfektion der SF9-Zellen mit der
rekombinanten Plasmid-DNA

Praparation der SF9-Zellen fiir die Transfektion

Fiir jeden Transfektionsansatz wurden 2 ml Zellen mit einer Dichte von 5 - 10°
Zellen/ml in eine Vertiefung einer 6-Well Zellkulturplatte (Sarstedt) pipettiert und
fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
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Vorbereitung der Bacmid-DNA fiir den Transfektionsprozess

Fur jede Transfektion wurden in einem 1,5 ml Eppendorf-GefaB 5 pg Bacmid-
DNA mit 100 pl Sf-900™ II SFM-Medium (Invitrogen) gemischt (Ansatz 1). In
einem weiteren Reaktionsgefa3 wurden 100 ul Sf-900™ II SFM-Medium mit 6 pl
Cellfectin® (Invitrogen) versetzt (Ansatz 2). Ansatz 2 wurde zu Ansatz 1 gege-
ben und fir 45 Minuten lichtgeschitzt bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend
der Inkubationszeit konnten die Sf9-Zellen an den Boden der Zellkulturplatte
anbinden. Das Medium wurde vorsichtig abgenommen und die Zellen konnten
danach mit 2 ml des Sf-900™ II SFM-Mediums gewaschen werden. Nach der
Abnahme des Waschmediums erfolgte die sofortige Zugabe der DNA-LOsung zu
den adharierten Zellen. Die 6-Well Platte wurde fur 5 Stunden bei 27°C in den
Zellkultur-Inkubator (Memmert) gestellt. Nach Ablauf der Zeit wurde der
Transfektionsansatz entfernt und die Zellen konnten mit 2 ml Sf-900™ II SFM-
Medium inklusive 0,5 mg/ml Gentamicin und 5% fdtalem Bovin-Serum (FBS,
PAA) beschichtet werden. Das Abernten des Virus erfolgte nach 72-stiindiger
Inkubation bei 27°C. Das Virus wurde mit Hilfe eines 0,22 um Spritzenfilters
sterilfiltriert und anschlieBend lichtgeschitzt bei 4°C gelagert.

Virale Amplifikation

Sf-900™ II SFM-Medium, das mit 0,5 mg/ml Gentamicin, 0.1% Fungizone®
(Invitrogen) und 5% FBS versetzt worden ist, wurde flr alle beschriebenen
Amplifikationsschritte sowie flr die Proteinexpression eingesetzt.

Zdhlen der SF9-Zellen und Bestimmung der Lebendzellrate

Die Rate wurde durch das Auszahlen der Sf9-Zellen in einer Neubauer-Kammer
(Paul Marienfeld GmbH) unter dem Mikroskop bestimmt. Zur Unterscheidung
zwischen vitalen und toten Zellen erfolgte eine 10-fache Verdinnung der Zellen
in einer 1:1 Mischung, bestehend aus PBS-Puffer und Trypan-Blau. Wahrend
gesunde Zellen den Farbstoff absondern kénnen und deshalb als farblose, runde
Strukturen mit dunklem Rand auftreten, erscheinen tote Zellen deformiert und
dunkelblau gefarbt. Die Viabilitdt wird bestimmt, indem die Anzahl der toten
Zellen durch die Gesamtanzahl an gesunden und toten Zellen dividiert wird.

Losungen

1L (10X) PBS, pH 7,2

10,9 g NayHPO,
3,2 g NaH,PO,4
90 g NaCl
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Virale Amplifikationsstufe P,

Fur die P;-Amplifikation wurden 100 ml SF9-Zellen (Dichte von 5 - 10° Zellen/ml)
mit 100 pl Py Virus gemischt und in einen autoklavierten 500 ml Kolben
transferiert. Die Zellen wurden flr 7 Tage bei 27°C in einem Schuttelinkubator
(CERTOMAT® IS, Sartorius) gezichtet. Nachdem die Viabilitat der Sf9-Zellen
unter 10% gefallen ist, erfolgte das Abernten des P;-Virus. Die Zellen wurden fur
20 Minuten bei 1000 x g pelletiert. Der Uberstand wurde durch eine 0,22 ym
Filtrationseinheit sterilfiltriert und das Virus anschlieBend lichtgeschitzt bei 4°C
gelagert.

Virale Amplifikationsstufe P>

Fur die P,-Amplifikation wurden 100 ml SF9-Zellen (Dichte von 5 - 10° Zellen/ml)
mit 25 pl P; Virus gemischt und in einen autoklavierten 500 ml Kolben
transferiert. Die Zellen wurden flir 7 Tage bei 27°C in einem Schittelinkubator
gezichtet. Das Abernten des P,-Virus erfolgte, nachdem die Viabilitat der Sf9-
Zellen erneut unter 10% gefallen ist. Die Zellen wurden fur 20 Minuten bei 1000
x g pelletiert. Der Uberstand wurde durch eine 0,22 pm Filtrationseinheit
sterilfiltriert und das Virus anschlieBend lichtgeschitzt bei 4°C gelagert.

IV.4.4.5 Proteinaufreinigung

Das folgende Protokoll bezieht sich auf die Extraktion von Katanin und Coiled-Coil
Spastin aus Baculovirus-infizierten Sf9-Zellen in einem Kulturvolumen von 250
ml. Alle Vorgange inklusive Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C durchgefihrt.
Die Sf9-Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1000 x g fur 20 Minuten
abgeerntet. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 30 ml Puffer 1
resuspendiert. Die Zell-Lyse erfolgte mit Hilfe einer vorgekihlten French®
Pressure Druckzelle (Fisher Scientific). Zur Abtrennung der Zelltrimmer vom
Proteintiberstand wurde der Ansatz bei 50000 x g und 4°C fir 40 Minuten
zentrifugiert (Optima™ L-90K, Beckman Coulter). Wahrend des Zentrifugations-
laufs wurden 500 pl Anti-FLAG® M2 Saulenmaterial (Sigma-Aldrich) gewaschen
und mit Puffer 1 aquilibriert. Der Proteintiberstand aus der Ultrazentrifuge wurde
mit einem 0,2 um Filtropur Spritzenfilter sterilfiltriert und in Kombination mit
dem Sé&ulenmaterial fir 1 Stunde auf einem Uberkopfroller im Kihlraum
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Ansatz gewaschen. Dazu
wurde die Probe bei 4°C mit 1000 x g fiir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
vorsichtig abgenommen und das Pellet in 10 ml Puffer 1 resuspendiert. Der An-
satz wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das in 1 ml Puffer 1
resuspendierte Saulenmaterial in ein steriles 1,5 ml Eppendorf-GefaB Uberfuhrt.
Der Waschvorgang mit Puffer 1 wurde so lange wiederholt bis der Uberstand im
Bradford-Test keine Blaufarbung mehr aufwies. Damit konnte sichergestellt
werden, dass keine unspezifischen Proteine co-eluiert werden. Flr den Elutions-
vorgang wurden 0,2 mg/ml FLAG® Peptid (Invitrogen) in Puffer 1 verwendet.
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Das Saulenmaterial wurde in 500 ul Puffer 2 resuspendiert, flir 2 Minuten auf Eis
inkubiert und abzentrifugiert. Nach dem zweiten Elutionsschritt wurde vom
Saulenmaterial kein Protein mehr eluiert. Das erhaltene Protein wurde aliquo-
tiert, mit flissigem Stickstoff schockgefroren und im -80°C-Schrank gelagert.
Zur Analyse der Reinheit wurde 1 Aliquot auf einem SDS-Gel analysiert.

Losungen

Puffer 1

50 mM HEPES (pH 7,4)
300 mM NaCl

5 mM MgCl,

5% Glyzerin (v/v)

1 mMDTT

Puffer 2

50 mM HEPES (pH 7,4)
300 mM NaCl

5 mM MgCl,

5% Glyzerin (v/v)

1 mMDTT

0,2 mg/ml Flag®-Peptid

IV.4.5 Analytische Gelfiltration

Mit Hilfe der analytischen Gelfiltration kann das Molekulargewicht von Proteinen
bestimmt und damit eine Aussage uUber den Oligomerisierungszustand der Probe
gemacht werden. Bei globuldren Proteinen ist zwischen dem Logarithmus des
Molekulargewichts und dem Elutionsvolumen ein linearer Zusammenhang
gegeben. Deshalb kann das apparente Molekulargewicht eines Proteins durch
Vergleich des Elutionsvolumens mit den Elutionsvolumina von Standard-
proteinen bestimmt werden. Zur Erstellung einer Kalibrierungsgeraden wurde
eine analytische Superdex 200 HL 16/60 Saule (GE Healthcare, Volumen 120 ml)
mit 1 Saulenvolumen Gelfiltrationspuffer aquilibriert. AnschlieBend wurden die
entsprechenden Proteine des LMW- und HMW-Gelfiltrations-Kalibrierungskits (GE
Healthcare) nach Anweisung des Herstellers auf die Saule appliziert. Die
Kalibrierungsgerade wurde durch Auftragung des Logarithmus des theoretischen
Molekulargewichts gegen die Elutionszeit erstellt. Nach dem Eichvorgang wurden
die Proteinproben Uber den Proben-Loop mit einem Volumen von jeweils 200 pl
auf die Sdaule gebracht und bei identischer Flussrate wie die Standardproteine
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(0,5 ml/min, max. Rickdruck 0,5 MPa) eluiert. Die Proteindetektion erfolgte
durch Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 280 nm. Durch das
Heranziehen der Kalibrierungsgeraden konnte das apparente Molekulargewicht
der entsprechenden Proteinproben ermittelt werden.

Losungen

Gelfiltrationspuffer

50 mM HEPES (pH 7,4)
300 mM NaCl

5 mM MgCl,

1 mMDTT

IV.4.6 Western-Blot

Mit der Methode des Western-Blots kdnnen Proteine in komplexen Protein-
gemischen spezifisch identifiziert und quantifiziert werden. Nach der Separation
der Proteine in der SDS-PAGE werden diese auf eine Membran transferiert. Nach
der Immobilisierung erfolgt die Inkubation mit einem spezifischen Antikérper. Die
Detektion erfolgt durch einen zweiten Antikérper, der entweder an ein Enzym
(Peroxidase, Phosphatase) gekoppelt oder radioaktiv markiert ist. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde das Volllangen-Protein Katanin mittels Western-Blot nachge-
wiesen. Als erster Antikérper kam Anti-FLAG® (Sigma-Aldrich) zum Einsatz. Als
zweiter Antikérper diente Anti-Kaninchen IgG gekoppelt an Meerrettich-
Peroxidase (Thermo Scientific). Nach Auftrennung des Proteingemisches mittels
SDS-PAGE erfolgte der Transfer auf eine PVDF Membran (Millipore) bei
2,5 mA/cm? fiir 60 Minuten in Transfer-Puffer im Semi-Dry Verfahren. Um die
Membran zu aktivieren, wurde sie vor dem Einsatz fiir wenige Sekunden in 100%
Methanol inkubiert. Um den Transfer der Proteine lberprifen und die Banden des
Proteinstandards markieren zu kénnen, wurde die Membran nach Beendigung
des Blot-Vorgangs reversibel mit Ponceau-S Lésung (Sigma-Aldrich) angefarbt.
Nach dem Entfarben der Membran mit Wasser erfolgte das Blockieren freier
Bindestellen. Dies geschah durch Inkubation der Membran in 50 ml Blockpuffer
fir 1 Stunde. Nach anschlieBender Inkubation in 50 ml Blockpuffer mit dem
ersten Antikérper in einer 1:8000 Verdinnung wurde die Membran 3-mal fur
10 Minuten in jeweils 50 ml PBST gewaschen. Die Inkubation mit dem zweiten
Antikorper erfolgte ebenfalls in 50 ml PBST in einer 1:4000 Verdinnung fur
1 Stunde. AbschlieBend wurde die Membran erneut 3-mal flir 10 Minuten in
jeweils 50 ml PBST gewaschen. Die Anfarbung wurde durch kurzes Schwenken in
5 ml TMB-Membran-Peroxidase Substrat (KPL) realisiert. Sobald Banden auf-
traten wurde die Reaktion mit H,O abgestoppt. Alle Arbeitsschritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefihrt.
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Lésungen

1x PBS

PBST
1x PBS
0,1 % Tween (v/v)

Blockpuffer
PBST

5 % Magermilchpulver (w/v)

Transferpuffer
20 mM Tris

200 mM Glycin
20 % Methanol
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V Gekoppelte Diskussion

V.1 Kinetik

Viele Aspekte deuten darauf hin, dass das Mikrotubuli-schneidende AAA-Protein
Spastin seine Aktivitat in Form eines Hexamers ausubt. Der zentralen Pore wird
dabei eine Schllsselrolle im Severing-Prozess zugeordnet (White, Evans et al.
2007; Roll-Mecak und Vale 2008). Nach dem postulierten Modell transferiert
Spastin die aus der ATP-Hydrolyse entstandene freie Enthalpie in die zentrale
Pore, welche die mechanische Arbeit ausibt. Diese Prozedur bendtigt mit hoher
Wahrscheinlichkeit einen adaquaten Grad an Koordination und erfordert zugleich
eine entsprechende Interaktionsfahigkeit der einzelnen Spastin-Untereinheiten.
Diese wichtigen Themen wurden in bisherigen Analysen nicht explizit beleuchtet.
Fir den Oligomerisierungsprozess kdénnen unterschiedliche Modelle in Frage
kommen. Zum einen kdnnte man sich vorstellen, dass alle sechs Untereinheiten
ihren kinetischen Zyklus synchronisieren mussen, damit mechanische Arbeit auf
den Mikrotubulus ausgelibt werden kann. Andererseits kdnnten die Unterein-
heiten unabhangig voneinander ATP hydrolysieren, so dass keine kinetische
Kopplung erforderlich ist. Die Schwierigkeit von Spastin liegt in seinem
komplexen Oligomerisierungsverhalten. Es konnte gezeigt werden, dass die
katalytisch inaktive Form von Spastin, E442Q, in Gegenwart von ATP stabile
Hexamere bildet (White, Evans et al. 2007; Roll-Mecak und Vale 2008).
Umgekehrt ist jedoch unbekannt, ob die Hexamerisierung eine Voraussetzung fur
das Auslésen des katalytischen Zyklus ist. Es konnte gezeigt werden, dass
Wildtyp-Spastin durch die mutierte Version in seiner ATPase-Rate inhibiert wird.
Diese Beobachtung macht deutlich, dass mindestens zwei Untereinheiten fir das
Erreichen der maximalen ATP-Umsatzrate bendtigt werden. Diese Aussage wird
von durchgeflihrten ATPase-Studien gestltzt, welche zeigten, dass die Aktivitat
von Spastin mit steigenden Mikrotubuli-Konzentrationen in einen Sattigungs-
bereich libergeht. Diese Befunde sind Indikatoren daflir, dass Oligomerisierung
eine Voraussetzung fir den katalytischen Zyklus darstellt. Es bleibt allerdings
unklar, ob daflir alle sechs Untereinheiten miteinander interagieren mussen, oder
ob bereits ein geringer Anteil an Untereinheiten ausreichend ist. Aus den
durchgefiihrten quantitativen Analysen kann die minimale Anzahl an
interagierenden Einheiten abgeleitet werden. Mehrere Ergebnisse deuten darauf
hin, dass zwei interagierenden Untereinheiten eine besonders wichtige Rolle
zukommt. Erstens zeigen kinetische Experimente eine Kooperativitat der ATP-
und der Mikrotubuli-abhangigen ATPase-Raten mit einem Hill-Koeffizienten, der
nicht signifikant hoher ist als 2. Obwohl das Hill-Modell eine Vereinfachung
darstellt, ist es fur die Interpretation adaquat, weil es bei der Analyse ein
geringeres Limit hinsichtlich der Anzahl an kooperativen Untereinheiten
akzeptiert. Zudem ist erwahnenswert, dass sowohl die ATP- als auch die
Mikrotubuli-Abhangigkeit nicht mit Hilfe des Michaelis-Menten Modells erklart
werden kann. Daraus folgt, dass ATP- und Mikrotubuli-Interaktion flr einen
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Liganden Uber mindestens zwei Untereinheiten realisiert wird. Das zweite starke
Argument, welches flr Nachbar-Interaktion spricht, ist der durch das ATP-
Analogon ATP-yS beobachtete inhibitorische Effekt auf die maximale ATP-
Umsatzrate. Dieses Phanomen kann ebenfalls am besten mit dem Modell zweier
interagierender Untereinheiten erklart werden. Ein drittes Argument, welches das
vorgeschlagene Nachbar-Modell unterstitzt, lieferten die durchgeflhrten
Inhibitionsmessungen. Die Abhdangigkeit der ATP-Umsatzrate von der Konzen-
tration an hinzugegebener Mutante deutet auf einen allosterischen Effekt einer
Untereinheit auf eine seiner Nachbar-Untereinheiten hin. Alternative Modelle, die
davon ausgehen, dass eine oder mehrere defekte Untereinheiten die komplette
Aktivitat des hexameren Rings inhibieren, sind mit den erhaltenen Daten nicht
vereinbar (Abbildung III.8).

Die Interpretation der erhaltenen Daten zielt in folgende Richtung: der ATP-
Umsatz in einer Untereinheit ist Voraussetzung flir die Aktivierung des kata-
lytischen Umsatzes in einer der Nachbar-Untereinheiten mit der Rate kcat,wt. Wie
sich die einzelnen Untereinheiten in einem Ringkomplex verhalten, ist noch
unklar. Man kann sich im Extremfall eine wiederkehrende Abfolge von Hydrolyse-
vorgangen entlang des Rings oder einen gleichzeitigen, synchronisierten Zyklus
aller vorhandenen Untereinheiten vorstellen. Alternativ dazu kdénnte der
katalytische Vorgang wahrend der Assemblierung der Hexamere eingeleitet
werden, wobei das Hinzukommen einzelner Untereinheiten das Enzym auf die
nachste kinetische Stufe Uberflihren kdnnte. Eine sehr auffallige Beobachtung
bestand darin, dass Wildtyp-Spastin eine hohe Sensitivitat gegenliber mutierten
Untereinheiten aufwies. Bereits ein Anteil von 15 bis 30% inaktiver Unter-
einheiten flhrte zur halbmaximalen Inhibition der Wildtyp ATPase-Rate. In der
Severing-Studie war der Effekt der mutierten Version auf den Wildtyp noch
deutlicher. So konnte bereits ein E442Q-Anteil von unter 5% die maximal
detektierte Pre-Severing Rate um die Halfte reduzieren. Mdglicherweise
beeintrachtigt die Mutante den Mikrotubuli-Interaktionsprozess. Andererseits
kdnnte die chemo-mechanische Kopplung sehr schwach ausgepragt sein, was mit
der Beobachtung konsistent ist, dass flr das Auftreten eines Severing-
Ereignisses eine groBe Anzahl an ATP-Hydrolyseschritten erforderlich ist. Es ist
unklar, warum dieser extreme Inhibitionseffekt auftritt. Er zeigt jedoch, warum
HSP-Patienten mit hydrolysedefizientem Spastin auf derartig eklatante Weise be-
troffen sind: aufgrund der festeren Kopplung zwischen mutierten- und Wildtyp-
Untereinheiten beeintrachtigen bereits substéchiometrische Mengen an Mutante
den Wildtyp auf dramatische Weise. Im Hinblick auf klinische Behandlungsformen
kdnnte man versuchen Bindungspartner zu suchen, welche die erhéhte Affinitat
ausnutzen um die pathogene Form zu inaktivieren. Die prasentierten Folgerun-
gen zeigen sowohl Ahnlichkeiten als auch Unterschiede zu anderen AAA-ATPasen.
Zu den gut charakterisierten AAA-Proteinen gehdren die SV40-Helikase sowie
ClpX, eine Proteinentfaltungs-ATPase. Aus der Kristallstruktur kann abgeleitet
werden, dass die sechs Untereinheiten der SV40-Helikase in einem konzertierten
Vorgang arbeiten. So kann die ATP-Hydrolyse erst nach Bestickung aller
Untereinheiten mit einem Liganden ausgeldst werden (Gai, Zhao et al. 2004). Far
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ClpX wird dagegen ein Mechanismus beschrieben, der auf einer unkoordinierten
Aktivierung zufalliger Untereinheiten basiert (Martin, Baker et al. 2005). Martin
et al. konnten durch die kovalente Verknlpfung von sechs Monomeren ATP-
Hydrolyse im Hexamer untersuchen. Sie zeigten, dass ClpX flr die Translo-
kationsaktivitat lediglich eine Untereinheit mit ATPase-Aktivitat erfordert. Flr den
Fall, dass mehrere aktive Monomere zur Verfligung standen, konnten diese flr
die Ausfihrung der Funktion eine beliebige Stelle innerhalb des Rings
einnehmen. Dies ist ein Indikator daftr, dass ClpX hinsichtlich der ATP-Hydrolyse
weniger eine organisierte als vielmehr eine zuféllig geordnete Abfolge favorisiert.
Die beobachtete Kooperativitat zweier Spastin-Untereinheiten ist mit keinem
dieser beiden Beobachtungen (SV40, ClpX) in Einklang zu bringen. Das durch
inaktive Untereinheiten erhaltene Inhibitionsmuster deutet auf keinen dominant-
negativen Einfluss einer mutierten Untereinheit auf den kompletten Ring hin.
Diese Auswirkung kénnte man im Fall der SV40-Helikase erwarten, da bei dieser
AAA-ATPase alle Liganden parallel hydrolysiert werden. Auch der ClpX-Mecha-
nismus weicht vom beschriebenen Kooperativitatsmodell zweier Untereinheiten
im Spastin-Hexamer ab.

V.2 Analyse der generierten Katanin-
Domanen

Anhand eines Aminosauresequenzvergleichs zwischen Katanin-Versionen unter-
schiedlicher Organismen wurde p60 in drei signifikante Domanen unterteilt.
Dabei wurden die hergestellten Einzel- und Kombinationsdomanen in Studien
eingesetzt, die sich hauptsachlich auf die Mikrotubuli-Interaktion und die
Fahigkeit zur Bildung von Oligomeren bezogen. Die Daten zeigten, dass flr
Mikrotubuli-Bindung eine am N-Terminus lokalisierte Domane ausreichend ist, die
sich aus den Aminosauren 56-181 (Kat2) zusammensetzt. Dieser Befund ent-
spricht Ergebnissen, die in friiheren Publikationen unter Verwendung von Katanin
aus dem Seeigel und A. thaliana beschrieben wurden (McNally und Vale 1993;
Stoppin-Mellet, Gaillard et al. 2007). Um den Oligomerisierungsgrad der
generierten Domadnen analysieren zu kénnen, wurden Gelfiltrationsstudien und
Cross-Linking Experimente durchgefihrt. Anhand dieser Methoden konnte
gezeigt werden, dass Konstrukte, welche die identifizierte MT-Bindedomane Kat2
enthalten, zur Ausbildung von Multimeren fahig sind. Die Ergebnisse ergaben
somit, dass der N-Terminus neben der Interaktion mit Mikrotubuli auch intra-
molekulare Interaktionen eingehen kann. Tatsachlich ist die Mikrotubulus-Binde-
domane von Katanin in der Lage Trimere zu formen, wahrend die hydro-
lysedefiziente E309Q-Mutante in Anwesenheit von ATP Ringstrukturen mit einer
zentralen Pore ausbildet. Die beobachteten Ringe sind in Form und GréBe zu
Seeigel Katanin sehr ahnlich und haben einen Durchmesser zwischen 12 und 15
nm (Hartman, Mahr et al. 1998). Diese Resultate deuten stark darauf hin, dass
die identifizierte Mikrotubuli-Bindedomane in den Oligomerisierungsvorgang von
humanem Katanin involviert ist. Es konnte gezeigt werden, dass die Severing-
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Rate von tierischem Katanin mit der Ausbildung von hexameren Ringstrukturen
korreliert (Hartman und Vale 1999). Unter der Annahme, dass die aktive Form
von humanem Katanin ebenfalls ein Hexamer darstellt, kann man sich vorstellen,
dass die Oligomerisierung der katalytischen Untereinheit in mindestens zwei
Schritten erfolgt: (i) die Bildung eines Trimers und (ii) anschlieBende Kopplung
zweier Trimer-Untereinheiten zu einem aktiven Hexamer. Cross-Linking
Experimente mit EDAC unterstitzen dieses Modell und zeigten ebenfalls eine
stabile Zwischenstufe. Unter den analysierten Domanen scheint ausschlieBlich die
N-terminale Domane Katl keine spezifische Funktion zu Ubernehmen. Diese
Domane bindet weder Mikrotubuli, noch beeinflusst sie die Interaktion der
Bindedomane mit Mikrotubuli. Dies kann von den erhaltenen Kp-Werten
abgeleitet werden, die bei den Konstrukten Katl2 und Kat2 keine groBen
Unterschiede aufweisen (Abbildung IV.8). Domane Katl scheint auch fir die
Oligomerisierung nicht essentiell zu sein, da das Konstrukt Kat23 in der Lage ist,
Mikrotubuli effizient abzubauen. Es ist vorstellbar, dass humanes Katl - obwohl
die Domane auf die Severing-Aktivitat keinen Einfluss hat - eine respektive
mehrere Stufen im Mikrotubuli-Binde-, Oligomerisierungs- oder ATP-Hydrolyse-
Zyklus beglnstigt. Die verwendeten Methoden koénnten flir die Detektion einer
derartigen Feinregulierung allerdings nicht sensitiv genug gewesen sein. Die N-
terminale Domane Katl koénnte auch in den Rekrutierungsprozess anderer
Katanin-regulierender Proteine involviert sein, wie flr tierisches Katanin bereits
berichtet wurde (McNally, Bazirgan et al. 2000) oder flir die Stabilitat héherer
Strukturen eine Bedeutung haben. Dieses Phanomen konnte flr p97/VPC gezeigt
werden, bei dem das N-terminal lokalisierte Linker-Motiv flir die Hexamerisierung
eine essentielle Funktion ausibt (Wang, Song et al. 2003). Zusammenfassend
haben die durchgeflihrten Analysen demonstriert, dass zwei Domadnen fir die
Funktionalitdt von humanem Katanin essentiell sind: (i) eine N-terminale
Bindedomane (AS 56-180), die zur Interaktion mit dem Mikrotubulus befahigt
und eine Funktion im Oligomerisierungsprozess wahrnimmt sowie (ii) eine C-
terminale katalytische Domdne (AS 181-491), die fir ATP-Bindung und
Hydrolyse erforderlich ist.

V.3 Einzelmolekulmessungen mit GFP-
Spastin und GFP-Katanin

Die Etablierung von Einzelmoleklilmessungen ermdglichte es, wichtige Informa-
tionen hinsichtlich der Bindung, Mobilitat und des Severing-Verhaltens von GFP-
Spastin und GFP-Katanin zu erhalten. Das N-terminal lokalisierte Fluoreszenz-
protein GFP scheint dabei keinen negativen Einfluss auf die Funktionsweise der
beiden Proteine zu haben, da Severing-Raten und Eintritt von Severing-
Ereignissen in mikroskopischen Experimenten sehr &hnlich zu denen von
unmarkiertem Enzym waren. Trotz dieser Ahnlichkeit gab es deutliche Unter-
schiede zwischen Katanin und Spastin. Wie bereits zuvor publiziert, hangen die
Severing- und Depolymerisationsraten bei Katanin von der Konzentration an
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eingesetztem Protein sowie vom Nukleotid ab (Diaz-Valencia, Morelli et al. 2011).
Die Ergebnisse zeigen, dass bei Katanin die berechnete Hydrolyserate bei hohen
Konzentrationen (200 nM) eine Inhibition erfahrt. Die Daten kdnnten aber
trigen, weil es Hinweise auf Proteinaggregation gibt. Vor Einsatz des Proteins in
Severing-Experimente wurden die Proben zentrifugiert, um stérende Aggregate
aus dem Ansatz zu entfernen. Nach diesem Schritt konnten in den Zentrifugen-
rohrchen grin-leuchtende Pellets wahrgenommen werden, welche mit erhdhter
Proteinkonzentration verstarkt auftraten. GFP-Katanin scheint somit bei hdheren
Konzentrationen zu verstarkter Aggregation zu tendieren. Bei Spastin konnte mit
erhdhten Konzentrationen ein sukzessiver Anstieg der berechneten ATP-
Umsatzrate registriert werden. Die héchste gemessene Mikrotubuli-Severing-
Aktivitat lag bei 1000 nM Spastin mit 78,9 - 102 Ereignissen/(um - s). Im Gegen-
satz zu Katanin konnten flr Spastin keine Bedingungen gefunden werden, unter
denen Depolymerisation an den Mikrotubuli-Enden erfolgte. Dies ist ein Indikator
daftr, dass Spastin keine besondere Interaktion mit einem der beiden Mikro-
tubulus-Enden eingeht, sondern eine Praferenz fur das B-Gitter hat. Ein Aggre-
gationsverhalten, wie fir GFP-Katanin bei hohen Konzentrationen beschrieben
wurde, konnte im Fall von Spastin nicht beobachtet werden.

V.3.1 Bewegung von Spastin und Katanin am
Mikrotubulus

Ein wichtiger Befund der Einzelmoleklilmessungen bestand darin, dass Spastin
und Katanin-Untereinheiten mit Mikrotubuli interagieren und nach der Bindung
an MT-Filamente 1D Diffusion zeigen. Der Diffusionskoeffizient der beiden Enzy-
me war sehr ahnlich und lag flr Spastin bei 0,0126 pmz2/s, wahrend Katanin
einen Koeffizienten von 0,0116 pm2/s aufwies. Die ermittelten Diffusions-
koeffizienten sind damit um den Faktor = 5 héher als der fiir p150¢"“®® Dynactin
bestimmte Wert (Culver-Hanlon, Lex et al. 2006). Im Vergleich dazu zeigt
zytoplasmatisches Dynein - ebenfalls ein Vertreter der Mikrotubuli-assoziierten
AAA-Enzyme - eine zu Spastin und Katanin sehr &hnliche Diffusionsge-
schwindigkeit (Wang und Sheetz 1999). Schnellere Diffusion weisen dagegen
KIF1IA (Okada und Hirokawa 1999) mit 0,044 pm?/s und die Mikrotubuli-
Depolymerase MCAK (Helenius, Brouhard et al. 2006) mit einem Diffusions-
koeffizienten von 0,38 um?/s auf. Méglicherweise besitzt MCAK eine gréBere
Anzahl an basischen Aminosauren, wodurch die sehr schnelle Bewegung am
Mikrotubulus erklart werden kénnte. Die Analyse zahlreicher Partikel machte
deutlich, dass sich Spastin und Katanin nicht gerichtet bewegen. Daraus
resultierend verandern beide Proteine haufig die Richtung, so dass beide Seiten
des Mikrotubulus erreicht werden kdénnen. Warum sollten Spastin und Katanin
eindimensionale Diffusion gegenuber einen durch Motoren angetriebenen, gerich-
teten Bewegungsprozess bevorzugen? Ein Vorteil besteht darin, dass durch die
ungerichtete Bewegung beide Halften des Mikrotubulus erreicht werden kdnnen.
Somit kénnen Defekte auf dem kompletten Filament gefunden und durch das
Entfernen von Tubulin-Dimeren ausgeweitet werden. Weiterhin ist méglich, dass



V Gekoppelte Diskussion 191

durch den ungerichteten Prozess Oligomerisierungsvorgange am Mikrotubulus
beglinstigt werden (siehe Abbildung V.7). Durch die diffusive Bewegung kénnen
zudem kirzere Distanzen wesentlich schneller Gberbrickt werden, als das Uber
den gerichteten Bewegungsprozess moglich ware. Diffusion erfordert keine
Energie, so dass diese Art der Bewegung einen sehr effizienten Vorgang darstellt
(Wang und Sheetz 1999; Walker, Burgess et al. 2000; Blainey, van Oijen et al.
2006; Culver-Hanlon, Lex et al. 2006; Cooper und Wordeman 2009).

V.3.2 Spastin erkennt Defekte im Mikrotubulus

Auffallig war die Beobachtung, dass Spastin und Katanin den Mikrotubulus nicht
gleichmaBig gebunden haben. Selbst bei hohen Proteinkonzentrationen gab es
bevorzugte Binderegionen, so dass im TIRF an spezifischen Stellen stark fluores-
zierende Ansammlungen von GFP-Protein wahrgenommen werden konnten.
Diese Beobachtung legt nahe, dass spezifische Stellen, welche Defekte oder
posttranslational modifizierte Tubulin-Dimere aufweisen, bevorzugt gebunden
werden. In den durchgefihrten Messungen wurde Tubulin verwendet, das aus
Schweinehirnen extrahiert wurde. Es ist gut vorstellbar, dass posttranslationale
Modifikationen die Aktivitat von GFP-Spastin und GFP-Katanin regulieren. Dieser
Ansatz wird durch zelluldre Studien unterstlitzt die zeigen, dass Katanin eine
Praferenz flr acetylierte Mikrotubuli hat (Sudo und Baas 2010). Zukilnftige
Versuche mit einheitlich modifizierten Mikrotubuli kénnten zeigen, welchen
Einfluss posttranslationale Modifikationen tatsachlich auf Spastin und Katanin
haben. Um herauszufinden, ob Spastin an defekten Stellen im Mikrotubulus
bevorzugt bindet, wurden GMPCPP-Elemente in das Filament eingebaut. Zu
diesem Zweck wurden segmentierte Mikrotubuli mit hellen GMPCPP-Nukleations-
keimen und schwach markiertem GDP-Tubulin eingesetzt. Studien haben gezeigt,
dass 96% der erzeugten GMPCPP-Mikrotubuli bei der in vitro Polymerisation aus
14 Protofilamenten bestehen (Hyman, Chretien et al. 1995). Zudem flhrt die
Polymerisation von Mikrotubuli unter Einfluss von Taxol zum Erhalt von 12 bis 13
Protofilamenten (Arnal und Wade 1995). Deshalb enthielten die hergestellten
Segment-Mikrotubuli einen Protofilament-Ubergang an den Grenzen zwischen
GMPCPP- und GDP-Tubulin. Durchgefiihrte Messungen mit segmentierten
Mikrotubuli zeigten, dass GFP-Spastin wesentlich hdaufiger an Grenzen bindet
(Abbildung II1.24). Dabei war aufféllig, dass in diesen Regionen haufig Cluster-
Bildung auftrat, was nahelegt, dass an den GTP/GDP-Tubulin Grenzen mehrere
Spastin-Strukturen miteinander kooperieren. Eine interessante Form von
Kooperativitat konnten Varga et al. fir die Kinesin-8 Depolymerasen zeigen. Die
Zusammenarbeit zahlreicher Enzym-Molekile am Mikrotubulus-Ende ist dabei
Voraussetzung fur einen schnellen MT-Abbauprozess (Varga, Leduc et al. 2009).
Eine Ansammlung von Spastin-Molekilen an den GTP/GDP-Tubulin Grenzen
kdnnte zu einem ahnlichen kooperativen Effekt innerhalb des Filaments flhren.
Dies wilrde erklaren, warum die ermittelte Schnittrate an den Grenzen um den
Faktor 4 hoéher lag als am Restfilament. Es kann jedoch nicht kategorisch
ausgeschlossen werden, dass Spastin eine Praferenz flir Segmente hat, die durch



V Gekoppelte Diskussion 192

einen Nukleotidwechsel von GTP zu GDP gekennzeichnet sind. Diese Art der
Detektion ware hochinteressant, da es sich um eine voéllig neue Form von
Lokalisation handeln wurde.

V.3.3 Depolymerisationsverhalten von Katanin

Ein weiteres Augenmerk lag auf der Analyse der Morphologie von Mikrotubuli-
Enden. Elektronenmikroskopische Bilder zeigten, dass die durch Severing oder
Depolymerisation entstandenen Mikrotubuli-Enden stumpf sind und nur in selte-
nen Fallen einzelne Protofilamente herausragten. Die gleiche Beobachtung
konnte mit Katanin aus D. melanogaster gemacht werden (Zhang, Grode et al.
2011). Diese Resultate implizieren, dass GFP-Katanin Tubulin-Dimere nicht vom
Restfilament ,abschalt", wie es fir die gut studierte Depolymerase Kinesin-13
(KLP59D) beschrieben ist (Rath, Rogers et al. 2009) (Abbildung V.1).
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Abbildung V. 1: Depolymerisationsmuster von Katanin und Kinesin-13 (KLP59D).
Wahrend Katanin stumpfe Enden am Mikrotubulus erzeugt (linkes Bild), werden im Fall von KLP59D
Protofilamente aus dem Mikrotubulus ,herausgeschalt®. Dadurch entsteht ein signifikantes Muster
am Ende des Mikrotubulus (rechtes Bild). MaBstab = 100 nm. Die Abbildung von KLP59D wurde
entnommen aus (Zhang, Grode et al. 2011).

Zudem konnte keine selektive Entfernung einzelner Protofilamente aus dem
Mikrotubulus-Filament beobachtet werden, wie es fir das Severing-Enzym
Fidgetin beobachtet wurde (Mukherjee, Valencia et al. 2012). Katanin realisiert
somit einen spezifischen Depolymerisationsvorgang, der weder mit dem Mecha-
nismus von KLP59D noch mit dem von Fidgetin vereinbar ist. Weiterhin ist die flr
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Katanin berechnete Depolymerisationsrate wesentlich geringer als fur MCAK
dokumentiert ist (Wordeman und Mitchison 1995). Bei einer Proteinkonzentration
von 10 nM lag die maximale MCAK-Depolymerisationsrate bei 65 nm/s, was einer
Abbaurate von 105 Tubulin-Dimeren pro Sekunde und Mikrotubulus entspricht
(Helenius, Brouhard et al. 2006). Im Vergleich dazu lag die héchste gemessene
Depolymerisationsrate von GFP-Katanin bei 1,82 nm/s, was umgerechnet 8
Tubulin-Dimere/s entspricht. Es ist anzunehmen, dass GFP-Katanin End-Depoly-
merisation und Severing Uber den gleichen Mechanismus herbeifiihrt. Diese
Aussage kann daraus abgeleitet werden, dass an allen registrierten MT-Enden ein
einheitliches Morphologie-Muster beobachtet werden konnte. Waren voneinander
abweichende Arbeitsweisen eingesetzt worden, so hatte man unterschiedliche
Abbaumuster erwarten kénnen. Die geschnittenen Mikrotubuli zeigten zahlreiche
kleine Bruchstiicke. Neben den Schnitten konnten dabei kaum Zerstdérungs-
muster am Restfilament registriert werden. Dies unterstlitzt die These, dass
Spastin und Katanin spezifische Stellen, mdéglicherweise Defekte, erkennen und
dort Severing ausuben. Wirden die Enzyme dagegen einen unspezifischen
Bindevorgang bevorzugen, so hatte man zahlreiche Licken in Mikrotubuli und
starker versetzte Enden erwarten kdnnen.

Die héchste Mikrotubuli-Severing Aktivitat lag bei 100 nM Katanin, wahrend
maximale Depolymerisation bei einer finalen Katanin Konzentration von 50 nM
auftrat. Es ist vorstellbar, dass bei héheren Proteinkonzentrationen die Depoly-
merisationsrate durch die verstarkte Severing-Rate maskiert wird. Aus den
Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass die Enden bei niedrigen Protein-
konzentrationen ein primares Ziel fir Katanin darstellen. Aus den erhaltenen
Resultaten drangt sich die Frage auf, warum GFP-Katanin selektiv Enden des
Mikrotubulus angreifen sollte. Die Tubulin-Dimere am Ende des Filaments sind
besser zuganglich und besitzen deshalb eine geringere Energiebarriere flir die
Entfernung von Tubulin-Einheiten, da sie eine reduzierte Anzahl an longitudinalen
Bindungen aufweisen. Katanin kdnnte zudem bevorzugt an Enden binden, weil
diese den groBtmdglichen Defekt im Mikrotubulus darstellen. Vorausgegangene
Berichte deuten darauf hin, dass Katanin bevorzugt Defekte aufsucht (Davis,
Odde et al. 2002). Unter Einsatz polaritatsmarkierter Mikrotubuli konnte gezeigt
werden, dass die Depolymerisationsrate am Plus-Ende signifikant hoéher ist als
am Minus-Ende. Welche Griinde kdénnen angefiihrt werden, dass das Plus-Ende
des Mikrotubulus bevorzugt gebunden und depolymerisiert wird? Das Plus-Ende
stellt das labilere, dynamische Ende des Mikrotubulus dar. Daher kdnnte man
sich gut vorstellen, dass die dort lokalisierten Tubulin-Dimere eine geringere
Energiebarriere aufweisen. Dadurch wirde der Abkopplungsvorgang von Tubulin-
Einheiten vereinfacht erfolgen. Zudem kdnnte Katanin eine hdhere Affinitat zu
GTP-Tubulin aufweisen, welches am Plus-Ende in der GTP-Kappe frequentiert
auftritt.

Durch Verwendung modifizierter Mikrotubuli konnte demonstriert werden, dass
GFP-Katanin in der Lage ist, zwischen den Nukleotidzustdnden im Mikrotubulus-
Filament zu unterscheiden. Wahrend Katanin eine geringe Affinitat fir GDP-
Tubulin Regionen aufwies, zeigte das Enzym eine wesentlich starkere Interaktion
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mit GMPCPP-Arealen. Da GMPCPP als GTP-Analogon die GTP-Kappe am dyna-
mischen Plus-Ende des Mikrotubulus nachahmt, ist die Beobachtung konsistent
mit der Analyse, dass Katanin Depolymerisation verstarkt am Plus-Ende ausibt.
Die Fahigkeit zur Detektion des Nukleotidzustands kdénnte somit eine wichtige
Rolle bei der Anlagerung von GFP-Katanin an das Mikrotubulus-Ende spielen, da
das wachsende Ende die besagte GTP-Tubulin Kappe besitzt. Dagegen wurden
GMPCPP stabilisierte Mikrotubuli von Katanin nicht bevorzugt an den Enden
gebunden, da unter dieser Bedingung die entsprechende Nukleotid-Divergenz
fehlte. Die letzte Beobachtung deckt sich mit Berichten, die zeigen, dass CLIP170
und EB1 in Anwesenheit von GMPCPP Mikrotubuli ihre Praferenz flr Mikrotubuli-
Enden verlieren (Dixit, Barnett et al. 2009; Zanic, Stear et al. 2009).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Katanin den Nukleotidzustand am
Mikrotubulus-Filament erkennen und unterscheiden kann. Dadurch kann erklart
werden, warum Katanin am Plus-Ende der Mikrotubuli eine wesentlich héhere
Depolymerisationsrate aufweist als am Minus-Ende.

In der Literatur gibt es diverse Mikrotubuli-assoziierte Proteine, die ebenfalls den
Nukleotid-Status am Mikrotubulus unterscheiden kénnen (Westermann, Avila-
Sakar et al. 2005; Zanic, Stear et al. 2009). Eine aktuelle Studie zeigt, dass der
Dam1l Ringkomplex (Budding Yeast) GTP-Tubulin als bevorzugten Bindepartner
spezifisch erkennt (Ramey, Wang et al. 2011). In diesem Kontext ist interessant,
dass wiederhergestellte Kinetochoren, welche die Passenger-Proteine Birl und
Slil5 fur die Verknlpfung mit Mikrotubuli benétigen (Sandall, Severin et al.
2006), ebenfalls zwischen GTP- und GDP-Segmenten unterscheiden kénnen
(Severin, Sorger et al. 1997). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass KIF5C eine
3,7-fach hdhere Bindeaffinitat fir GTP-Mikrotubuli gegeniber GDP-Filamenten
hat (Nakata et al. 2011).

V.3.4 Bedeutung des E-Hooks fiir die Interaktion
von Katanin mit Mikrotubuli

Es konnte gezeigt werden, dass p60/MT-Bindung stark vom negativ geladenen E-
Hook am C-Terminus von Tubulin abhdangt. Das ist eine sehr interessante
Beobachtung, da die Tubulin GTP-Bindungsstelle innerhalb der Interdimer-
Oberflache verborgen ist, wahrend der E-Hook ein unstrukturiertes Peptid
darstellt, welches an der Oberflache des Mikrotubulus exponiert ist. Eine Mdglich-
keit besteht darin, dass Katanin sowohl Uber den E-Hook als auch uber GTP-
Tubulin eine Praferenz fur das wachsende Mikrotubulus-Ende hat. Alternativ
kdnnte der GTP-Status aber auch die Zuganglichkeit des E-Hooks fur die Katanin-
Bindung modulieren.

Um eine Unterscheidung der beiden Segmente herbeifihren zu kénnen, wurde
der mit Subtilisin verdaute Anteil im Vergleich zu nativem Tubulin mit einer
groBeren Menge an Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Bei einem niedrigen molaren
Verhaltnis von Katanin zu Tubulin dekorierte das Protein hauptsachlich native
Bereiche am Filament, wahrend verdaute Regionen (ohne E-Hook) kaum
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gebunden wurden. Nach deutlicher Erhéhung der Konzentration an GFP-Katanin
band das Protein nahezu gleichmaBig an beide Segmente im Hybrid-Mikro-
tubulus, so dass eine vollstandige Dekoration eintrat. Dies war zugleich ein Indiz
daflr, dass Mikrotubuli trotz des entfernten E-Hooks weiterhin als Plattform flr
Katanin dienen kdénnen. Es ist gut vorstellbar, dass neben der elektrostatischen
Interaktion (E-Hook) nicht-ionische Krafte (zum Beispiel van-der-Waals Inter-
aktionen) im Zuge des Bindeprozesses zwischen Katanin und Mikrotubuli
auftreten. So gibt es in der Literatur Berichte Uber Proteine, die Uber nicht-
elektrostatische Krafte mit Mikrotubuli interagieren und solche, die Uber eine
Kombination aus elektrostatischen und nicht-ionischen Wechselwirkungen an das
Substrat binden kdnnen. Zur ersten Gruppe gehért beispielsweise das Protein
kip3, ein Vertreter der Kinesin-8 Familie (Bormuth, Varga et al. 2009), wahrend
Myosin V (Zimmermann, Abdel Motaal et al. 2011) der zweiten Gruppe angehort.

Cosedimentationsexperimente ergaben, dass unter substéchiometrischen Ver-
haltnissen die Dissoziationskonstante von Katanin fur verdautes Tubulin um den
Faktor 22,5 Uber der von nativem Tubulin liegt. Die erhaltenen Resultate driicken
aus, dass Katanin bei der Bindung eine Praferenz fir natives Tubulin hat. Es ist
aber zugleich zu erwahnen, dass der E-Hook fur die Bindung nicht absolut
essentiell ist, da bei Einsatz groBerer Mengen an Katanin sehr ahnlicher Kp-Werte
bestimmt werden konnten. Ahnliche Beobachtungen konnten auch fiir andere
Mikrotubuli-assoziierte Proteine gemacht werden, die unter substéchiometrischen
Verhaltnissen ebenfalls eine stark verminderte Affinitdt fir E-Hook lose
Mikrotubuli zeigten (Helenius, Brouhard et al. 2006; Ramey, Wang et al. 2011).

V.3.5 Einfluss einer Lysin-Triade (MTBD-Domane)
auf die Spastin/MT-Bindung

Um den Effekt des negativ geladenen E-Hooks von Tubulin auf die Interaktion
mit Spastin zu studieren, wurden Bindungs- sowie Blndelungsstudien durch-
geflihrt. Dabei kam die mutierte Spastin-Version E442Q zum Einsatz, von der
bekannt ist, dass sie Mikrotubuli bindeln kann (Salinas, Carazo-Salas et al.
2005). In TIRF-Experimenten war im Fall von nativem Tubulin eine starke
Blndelung von Mikrotubuli-Filamenten zu erkennen. Wurden dagegen verdaute
Mikrotubuli (ohne E-Hook) mit GFP-Spastin E442Q inkubiert, so hatte das Protein
die Fahigkeit zur Interaktion mit seinem Substrat verloren (Abbildung III.21).
Um die Vorgange genauer analysieren zu koénnen, wurden die fir TIRF-
Messungen hergestellten Proben mit Hilfe des Elektronenmikroskops untersucht.
In Gegenwart nativer Mikrotubuli war eine starke Dekoration geblndelter
Filamente mit Spastin-Ringstrukturen zu erkennen. Wurden dagegen Mikrotubuli
ohne E-Hook eingesetzt, so lagen die Ringstrukturen neben den Mikrotubuli und
der Bundeleffekt blieb aus (Abbildung III.21). Aus diesen Ergebnissen kann
abgeleitet werden, dass Spastin bevorzugt an natives Tubulin bindet. Dies ist ein
klares Indiz daftir, dass der negativ geladene E-Hook flr die Interaktion zwischen
Spastin und Mikrotubuli essentiell ist.
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Die MTBD-Domane stellt eine flr den Bindeprozess wichtige Region dar (White,
Evans et al. 2007). Die Aminosauresequenzanalyse der MTBD-Domane ergab,
dass in einem spezifischen Abschnitt eine signifikante Anhaufung basischer
Aminosauren auftrat, die flir die Interaktion mit Mikrotubuli wichtig sein kdénnte.
Dabei handelt es sich um eine Kombination aus drei Lysinresten. Um die
Bedeutung dieser basischen Triade fur den MT-Interaktionsprozess zu beleuch-
ten, wurden TIRF- und Cosedimentationsmessungen mit der MTBD-Domane
durchgefihrt. Wahrend Wildtyp-MTBD mit Mikrotubuli interagieren konnte, ging
diese Bindefahigkeit im Fall der Mutante MTBD-Q*'°QQ vollstdndig verloren.
TIRF-Studien bestatigten das Ergebnis. Wahrend Mikrotubuli durch GFP-MTBD-
K31°%KK dekoriert wurden, konnten unter Einsatz der mutierten MTBD-Version nur
noch einzelne Moleklle auf den Mikrotubuli registriert werden. Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass flr die Interaktion zwischen Spastin und
Mikrotubuli eine Lysin-Triade innerhalb der MTBD-Domane essentiell ist. Durch
die positiv geladenen Lysinreste kann wahrscheinlich eine sehr effiziente ionische
Wechselwirkung mit dem negativ geladenen C-Terminus von Tubulin (E-Hook)
eingegangen werden. Zahlreiche Proteine binden lUber eine basische Doméane an
Mikrotubuli. Durch Mutationsstudien konnten elektrostatische Interaktionen
zwischen MCAK und Mikrotubuli nachgewiesen werden. Der elektrostatische
Partner fir den negativ geladenen E-Hook ist dabei die positiv geladene Neck-
Domane 22, die in vivo flr Depolymerisationsaktivitdten essentiell ist (Maney,
Wagenbach et al. 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ionische
Wechselwirkungen zwischen positiv geladenen Regionen in Kinesin-1 (Thorn,
Ubersax et al. 2000; Wang und Sheetz 2000) und Kinesin-3 (Nitta, Kikkawa et
al. 2004) mit dem E-Hook die Prozessivitat flr direkte Bewegungsprozesse
erhoht.

V.3.6 Einfluss der Ionenstarke auf die Binderate
und Bindefrequenz

Die Ionenstarke hatte einen erheblichen Einfluss auf die Bindedauern von Spastin
und Katanin am Mikrotubulus-Filament. Eine Erhéhung der NaCl-Konzentration
von 80 mM auf 300 mM flhrte zu einer signifikanten Verklrzung der Inter-
aktionsdauer. Zudem zeigte die durchgefiihrte Studie, dass mit steigendem
Salzgehalt ein wesentlich geringerer Anteil an Enzym Bindung realisierte. Die
Affinitat von Spastin zum Filament wurde dabei immens beeinflusst. Daraus
resultierend sank die Anzahl an gebundenen Molekiillen von 24,21 Ereignissen /
(10 ym - 60 s) bei 80 mM NacCl auf 1,61 Ereignisse / (10 pm - 60 s) bei 300 mM
NaCl. Auch bei Katanin konnte ein starker Affinitatsverlust fir das Filament
festgestellt werden. Bei 80 mM NaCl wurden 15,77 Ereignisse / (10 um - 60 s)
gezahlt, wahrend in Gegenwart von 300 mM NaCl lediglich 1,93 Ereignisse / (10
pm - 60 s) bestimmt werden konnten. Die hohe Ionenstarke schirmt wahr-
scheinlich die negative Ladung des E-Hooks am C-Terminus des Mikrotubulus-
Filaments ab, wodurch nur noch verminderte elektrostatische Interaktionen
zwischen Enzym/Mikrotubuli stattfinden koénnen. Konsistent mit dieser
Beobachtung konnten in TIRF-Messungen unter Einfluss hoher Ionenstarken nur
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noch basale Severing- und Depolymerisationsaktivitaten registriert werden. Die
Interaktion zahlreicher Mikrotubuli-bindender Proteine wird durch erhdhte
Salzkonzentrationen beeinflusst. So konnte gezeigt werden, dass durch eine
Erhéhung der KCI-Konzentration von 75 mM auf 125 mM die Depolymerisations-
rate von MCAK um den Faktor 26 reduziert wird, was auf stark verminderte
Substrat-Bindung zurlickgefuhrt werden konnte (Helenius, Brouhard et al. 2006).
Auch bei EB1 und Myosin V korrelieren sinkende Binderaten mit erhdhten
Ionenkonzentrationen (Zanic, Stear et al. 2009; Zimmermann, Abdel Motaal et
al. 2011). Interessanterweise gibt es Proteine, deren Oligomerisierungsgrade von
der Ionenstarke beeinflusst werden. So konnte gezeigt werden, dass ClpB unter
physiologischen Salzkonzentrationen reversible Oligomerisationsprozesse durch-
fuhrt. Abhangig von der Proteinkonzentration wurden unterschiedliche
Populationen, bestehend aus Monomeren, Heptameren und Zwischenstufen
beobachtet. Wurde die Salzkonzentration dagegen reduziert, so stellte das
Heptamer die dominante Spezies dar (Akoev, Gogol et al. 2004). Weder fur
Spastin noch flr Katanin konnte ein vergleichbarer Einfluss von Ionen auf den
Oligomerisierungsgrad beobachtet werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Mikrotubuli-Severing Aktivitaten
und Depolymerisationsraten von der Diffusion abhangig sind. Hohe Salzkonzen-
tration und die Entfernung des negativ geladenen E-Hooks beeintrachtigen die
diffusive Bewegung von Spastin- und Katanin-Molekllen. Daraus resultierend
nahmen Severing-Frequenz und Depolymerisationsraten mit erhéhten Salzkon-
zentrationen sukzessive ab. Durch Mutationsstudien konnte zudem gezeigt
werden, dass bei humanem Spastin eine basische Triade in der MTBD-Domane
fir den Interaktionsvorgang mit Mikrotubuli essentiell ist. Interessanterweise ist
diese MTBD-Domane bei D. melanogaster Spastin nicht ausreichend, um
Interaktion mit MT-Filamenten eingehen zu kénnen. Daraus kann abgeleitet
werden, dass sich Spastin-Enzyme unterschiedlicher Organismen hinsichtlich der
Bindung an ihr Substrat stark unterscheiden. Ein Sequenzvergleich bestatigt,
dass es unter den Spastin-Proteinen am N-Terminus sehr groBe Unterschiede in
der Aminosauren-Komposition gibt.

V.3.7 Analyse der detektierten Zwischenstufen im
Oligomerisierungsprozess

Durchgefiihrte Einzelmolekil-Messungen unter Einfluss verschiedener Nukleotide
zeigten, dass Bindefrequenz und Bindedauer von Spastin und Katanin durch
Nukleotide erheblich beeinflusst werden. So konnte in Gegenwart von AMPPNP
nur bei sehr wenigen Molekilen diffusive Bewegung beobachtet werden. Nahezu
alle analysierten GFP-Partikel blieben mit dem Filament assoziiert und verharrten
somit an ihrer urspringlichen Bindeposition. Diese Beobachtung deutet darauf
hin, dass Hydrolyse flr die Dissoziation vom Mikrotubulus essentiell ist. AMPPNP
kann als ATP-Analogon nicht hydrolysiert werden, weshalb die Bindung an
Mikrotubuli irreversibel erfolgt. Diese Beobachtungen decken sich mit dem von
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Hartman und Vale (1999) postulierten Interaktionsmodell. Die Autoren konnten
mittels Cosedimentationsmessungen zeigen, dass ADP-Katanin eine wesentlich
niedrigere Affinitat fir Mikrotubuli aufweist als im ATP-gebundenen Zustand. Sie
schlossen daraus, dass die Hydrolyse von ATP zu ADP und Orthophosphat eine
Voraussetzung fur die Dissoziation des Ringkomplexes vom Mikrotubulus
darstellt. Die schwach ausgepragte Diffusion unter Einfluss von AMPPNP kénnte
man sich dadurch erklaren, dass die stabilisierten Hexamere Uber mehrere
Untereinheiten an MT-Filamente binden. Durch die verstarkten Bindungskrafte
kdnnte die Bewegungsfahigkeit der Ringstrukturen stark beeintrachtigt sein. In
Anwesenheit von ATP dissoziierten GFP-Spastin und GFP-Katanin nach Bindung
dagegen sehr schnell vom Mikrotubulus. Nur sehr wenige Moleklle zeigten
langere Diffusionszeiten, die meisten Partikel verlieBen die Filamente sehr zigig.
Die Analyse der erstellten Kymographen machte deutlich, dass unter Einfluss
verschiedener Nukleotide groBe Unterschiede hinsichtlich des Oligomerisierungs-
grads auftraten. Anhand stark ausgepragter Fluoreszenzsignale konnte abgeleitet
werden, dass in Gegenwart von AMPPNP und ATP-yS Multimere existent sind,
wahrend in Gegenwart von ATP Monomere dominieren. Biochemische Studien,
unter anderem Gelfiltrationsanalysen und analytische Ultrazentrifugationslaufe,
gaben bereits Hinweise darauf, dass die Oligomerisierung bei Spastin und
Katanin vom Nukleotidzustand abhangt. So konnte gezeigt werden, dass der
Wildtyp von Spastin und Katanin in Gegenwart von ATP in Form von Monomeren
vorliegt, wahrend die Walker B-Mutanten unter Einfluss von ATP Ringstrukturen
bilden kénnen (Hartman und Vale 1999; Roll-Mecak und Vale 2008). Mdégliche
Zwischenstufen, die eine Aussage Uber den Oligomerisierungsvorgang erlauben,
konnten die Autoren mit den eingesetzten Methoden jedoch nicht stabilisieren.

Durch Photobleaching-Experimente konnten Daten gesammelt werden, die auf
bevorzugte Oligomer-Strukturen unter Einfluss bestimmter Nukleotide hinweisen.
Die Ergebnisse zeigten, dass im Fall von Spastin in Gegenwart von ATP Mono-
mere, unter Einfluss des langsam hydrolysierbaren Nukleotids ATP-yS Dimere
und in Gegenwart von AMPPNP hauptsachlich Hexamere formiert werden.
Hinsichtlich der detektierten Zwischenstufe ergab sich bei Katanin ein leicht
abgewandeltes Auswertungsbild. Wahrend in Gegenwart von ATP und AMPPNP
analog zu Spastin dominante Monomer- und Hexamer-Spezies beobachtet
wurden, kam es unter Einfluss von ATP-yS zur Stabilisierung von Trimeren.
Parallel dazu konnten im AMPPNP-Ansatz jedoch auch hdhere Komplexe
registriert werden, welche aus 7 GFP-Protein Untereinheiten bestanden. Es be-
steht die Madoglichkeit, dass teilweise zwei Hexamere aneinander gekoppelt
wurden, wodurch das starke Fluoreszenzsignal ausgeldést wurde. Zudem gibt es
einzelne Gruppen von AAA-Proteinen, die in der Lage sind, neben Hexameren
auch Heptamere und Oktamere auszubilden (Hanson und Whiteheart 2005). Es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass dies auch flir GFP-Spastin und GFP-
Katanin zutrifft. Zur Uberprifung der Oligomerisierung wurden neben den
beschriebenen Photobleaching-Experimenten auch Cross-Linking Studien durch-
gefihrt. Bei moderater Proteinkonzentration konnten stabile Zwischenstufen
registriert werden, die bei Spastin Dimere, im Fall von Katanin Trimere



V Gekoppelte Diskussion 199

darstellen. Eine weitere Erhdhung der Proteinkonzentration flhrte zu einer
starken Abnahme der Monomer- und Zwischenstufen-Spezies, wahrend gleich-
zeitig eine hochmolekulare Population beobachtet werden konnte. Die Analyse
der Probe auf elektronenmikroskopischer Ebene zeigte zahlreiche homogene
Ringstrukturen mit einer zentralen Pore, die sich nach dem Partikel-Averaging als
Hexamere herausstellten (Abbildung III.28, Abbildung IV.25).

Um die Interaktion zwischen Spastin und Katanin mit Mikrotubuli prazise
untersuchen zu kénnen, wurden Cosedimentationsmessungen in Kombination mit
diversen Nukleotiden (ADP, ATP und ATP-yS) durchgefuihrt. Dabei kamen sowohl
die Wildtyp-Proteine als auch die mutierten Versionen E442Q und E309Q zum
Einsatz. Die nachfolgenden Interpretationen gehen davon aus, dass die Wechsel-
wirkung zwischen Spastin/Katanin und MT Uber lediglich eine Untereinheit
erfolgt. In Gegenwart von ADP lag das molare Bindeverhaltnis von Wildtyp-
Spastin zu Tubulin bei 1,37:1, im Fall von Katanin dagegen bei 1,12:1. Die
Resultate zeigen, dass unter Einsatz des Nukleotids ADP hauptsachlich Monomere
an Tubuline gebunden haben. Wurde die Reaktion dagegen mit ATP-yS durchge-
fuhrt, so konnte jeweils ein Spastin-Dimer mit einer Tubulin-Einheit interagieren.
Dementsprechend lag das molare Verhaltnis zwischen Wildtyp-Spastin und
Tubulin bei 2,09:1. Fir Katanin ergab sich in Gegenwart von ATP-yS ein
abgewandeltes Bild, indem jeweils ein Trimer mit einem Tubulin-Dimer
wechselwirken konnte (molares Verhaltnis Katanin/Tubulin = 2,82:1). Neben den
Wildtyp-Versionen wurden auch die inaktiven Mutanten E442Q und E309Q in die
Messungen miteinbezogen. Wahrend in Anwesenheit von ADP primar Monomere
an Mikrotubuli gebunden haben, betrug in Gegenwart von ATP das molare
Verhaltnis von Spastin/Katanin zu Tubulin = 3:1.

ATP-yS : ATP

nucleotide | ADP : ATP-yS| ADP :

spastin subunits/tubulin-dimer 1,37/1 : 2,091 1,30/1 : 2,211 : 2,70/1
oligomer monomer : dimer monomer : dimer : trimer
nucleotide ADP | :.ATP-yS ADP : ATP-yS: ATP
katanin subunits/tubulin-dimer 1,121 : 2,82/1 1,08/1 : 2,78/1 : 2,96/1
oligomer monomer : trimer monomer : trimer : trimer

Abbildung V. 2: Ergebnisse der durchgefiihrten Cosedimentationsmessungen.
Einfluss der Nukleotide ADP, ATP-yS und AMPPNP auf das Oligomerisierungsverhalten von Spastin
und Katanin.
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Ausgehend von elektronenmikroskopischen Studien hatte man erwartet, dass
E442Q sowie E309Q in Gegenwart von ATP hauptsachlich als Hexamere und nicht
in Form von Trimeren an das Filament binden. Wie ist diese Diskrepanz zu
erklaren? Ein Ansatz zielt in die Richtung, dass Hexamere nicht nur Uber eine,
sondern Uber zwei Untereinheiten Bindungen eingehen kdnnten, wodurch sich ein
molares Verhaltnis Enzym/Tubulin von 3:1 einstellen wirde. Elektronen-
mikroskopische Bilder zeigten in Gegenwart von 1 mM ATP starke Dekorationen
der Mikrotubuli mit E442Q und E309Q-Ringstrukturen (Abbildung V.3).

(i)

4 uM spastin E442Q
1 mM ADP

4 uM katanin E309Q

4 uM katanin E309Q
1 mM ADP

Abbildung V. 3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Walker B-Mutanten.

(i) E442Q-Spastin und (ii) E309Q-Katanin bilden auf Mikrotubuli in Gegenwart von 1 mM ATP Ring-
strukturen. In Anwesenheit von ADP nahm die Menge an gebundenem Spastin/Katanin ab, so dass
auf den Mikrotubuli nur noch sehr kleine Partikel zu sehen sind. Ringstrukturen sind unter dieser
Bedingung dagegen kaum vorhanden. Die Spastin/Katanin-Konzentration lag bei 4 uM. MaBstab =
100 nm.

Dies ist ein Indiz dafir, dass die Mutante tatsachlich als Hexamer auf dem
Mikrotubulus existiert und wahrscheinlich an mehrere Tubulin-Dimere andocken
kann. Die molaren Enzym/Tubulin-Verhaltnisse deuten zudem darauf hin, dass
sich in Gegenwart von ATP-yS Dimere (Spastin) respektive Trimere (Katanin) auf
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dem Mikrotubulus formieren kénnten. Ein struktureller Nachweis daflir fehlt
jedoch, da nur Hexamere aufgrund ihrer ausgepragten Ringstruktur eindeutig
erkannt und zugeordnet werden konnten. Monomere und Zwischenstufen waren
dagegen flr eine genaue Kategorisierung zu klein. Zudem konnte in dieser Stu-
die kein Partikel-Averaging durchgeflihrt werden, da diese strukturelle Mittelung
klar definierte Strukturen erfordert. Partikel, die an Filamente binden, konnten
somit nicht analysiert werden.

Zusammenfassend deuten die erhaltenen Resultate darauf hin, dass Hexamer-
Strukturen von Spastin und Katanin GUber mehrere Untereinheiten (vorzugsweise
zwei) an Tubulin-Dimere binden kdnnten. Dies wirde auch die Funktion von
Spastin-Hexameren als MT-Quervernetzer unterstitzen. Es ist gut mdglich, dass
in diesem Modell (Abbildung V.4ii) eine Spastin-Ringstruktur (i) Uber eine
Untereinheit an ein Tubulin bindet und dadurch wie ein Rad auf dem Filament
zum Stehen kommt. (ii) Eine zweite Untereinheit im gleichen Hexamer
ermdglicht die Bindung mit einem benachbarten MT-Filament, wodurch eine Ver-
knupfung zweier Filamente erreicht wird. Das Zusammenwirken zahlreicher He-
xamere kénnte zu dem in Abbildung V.4i gezeigten MT-Blindelungseffekt flihren.

(i)

Abbildung V. 4: Spastin-Hexamere fungieren als Vernetzer.

(i) Das dargestellte elektronenmikroskopische Bild zeigt mehrere Mikrotubuli-Filamente, die durch
Spastin-Ringstrukturen miteinander verbunden werden. Daraus resultierend erfolgt der erkennbare
Bundelungseffekt. (ii) Das Schema zeigt Ringe (blau), die aufrecht auf dem Mikrotubulus stehen
und dadurch eine Verbindung zum Nachbarfilament herstellen kdnnen. In roter Farbe ist die
Interaktion zwischen der MTBD-Doméne und dem E-Hook der Tubulin-Dimere dargestellt.
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Kombiniert man Photobleaching, Cross-Linker und Cosedimentationsanalysen, so
kann postuliert werden, dass im Fall von Spastin ein Gleichgewicht zwischen
einer Monomer-, Dimer- und Hexamer-Spezies vorliegt. Bei Katanin herrscht
dagegen ein Gleichgewichtszustand zwischen Monomeren, Trimeren und aktiven
Hexamer-Strukturen. Die Bindung von ATP zieht das Gleichgewicht jeweils stark
in Richtung des hexameren Zustands. Eine durch Nukleotide induzierte
Konformationsanderung einer intermedidaren Spezies zum Hexamer konnte
bereits flr ClpB gezeigt werden (Goloubinoff, Mogk et al. 1999; Motohashi,
Watanabe et al. 1999; Zolkiewski, Kessel et al. 1999). Im nukleotidfreien
Zustand kommt es bei ClpB zu reversiblen Oligomerisationsprozessen. Abhangig
von der Proteinkonzentration entstehen Populationen aus Monomeren, Hepta-
meren sowie Zwischenstufen. Im Gegensatz dazu fuhrt die Bindung von ATP-yS
und ADP zur Stabilisierung der hexameren Struktur von ClpB (Akoev, Gogol et al.
2004). Interessanterweise treten auch AAA-Proteine auf, deren Oligomeri-
sierung unabhangig von Nukleotiden realisiert werden kann. P97/VCP enthalt
eine N-terminal lokalisierte Substrat-Bindedomane und zwei konservierte
ATPase-Doméanen (D1, D2), die durch ein Linker-Motiv voneinander getrennt
sind. Die Nukleotid-unabhangige Hexamerisierung bei p97/VCP erfordert
ausschlieBlich eine intakte Kombination aus D1 und Linker-Sequenz (Wang, Song
et al. 2003; Wang, Song et al. 2003). Ein derartiges Phanomen - Hexameri-
sierung unter Ausschluss von Nukleotiden - konnte weder bei Spastin noch flr
Katanin beobachtet werden. Lediglich in Gegenwart von ATP respektive ATP-
Analoga wurde Oligomerisierung induziert.

V.4 Interpretation der katalytischen
Parameter fur Coiled-Coil Spastin

Um den Einfluss des Dimers auf Hexamerisierung und Funktionalitdt von
humanem Spastin zu untersuchen, wurde ein klnstliches Dimer durch Fusion der
Neck Coiled-Coil Komponente von Kinesin-1 (D. melanogaster) mit Spastin-A227
und einem flexiblen Linker erzeugt. DmK1lcc kann seine strukturelle Integritat
selbst bei groBer Krafteinwirkung aufrechterhalten. Durch diese spezielle
Eigenschaft und aufgrund der Tatsache, dass das Faltungsverhalten von DmK1lcc
bereits Gber hochauflésende Kraftspektroskopie ausreichend untersucht worden
ist, wurde dieses Konstrukt fir die kinstliche Kopplung zweier Spastin-Monomere
gewahlt (Bornschlogl, Woehlke et al. 2009).

Die Analysen der kinetischen Parameter fur das fusionierte Coiled-Coil Dimer
lassen folgende Schlussfolgerungen zu: aus der enzymgekoppelten ATPase-
Studie unter Einfluss von Mikrotubuli geht hervor, dass die Filamente die ATPase-
Rate des generierten Dimer-Konstrukts nicht stimulieren kénnen. Dieser interes-
sante Befund stellt einen signifikanten Unterschied zu delta227-Spastin dar.
Dieses Konstrukt wird in Gegenwart von Mikrotubuli deutlich in seiner ATP-
Umsatzrate stimuliert. Der Einsatz zweier Auswertungsmodelle (Hill- und
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Michaelis-Menten) fihrte zur Erkenntnis, dass MT einen kooperativen Effekt auf
delta227-Spastin austiben. Dieses Phanomen kénnte man dadurch erklaren, dass
Mikrotubuli eine stabilisierende Wirkung auf die Bildung von Dimer-Zwischen-
stufen haben. Da Coiled-Coil Spastin bereits in Form eines Dimers vorliegt, hat
die Prasenz der MT keine Auswirkung mehr auf das Fusionsprotein, wodurch der
stimulierende Effekt ausbleibt. ATP-Titrationsstudien mit delta227-Spastin haben
gezeigt, dass nur in Anwesenheit von MT Kooperativitat auftritt, wahrend ohne
Filamente die analysierten Messkurven dem Michaelis-Menten Modell gehorchen.
Daraus ist abzuleiten, dass durch den alleinigen Einfluss von ATP keine ver-
mehrte Ausbildung der Dimer-Spezies erfolgt. Steht dagegen eine Kombination
aus ATP und Mikrotubuli zur Verfigung, so kénnte flir den Wildtyp folgender
Mechanismus eine wichtige Rolle spielen: durch die Anwesenheit von MT bilden
sich vermehrt Dimere aus, die durch ATP-Bindung stabilisiert werden, so dass ein
effizienter Ubergang zum aktiven Hexamer mdglich ist (Abbildung V.5).

(i) (i) (i) delta227 Spastin
delta227 Spastin +MT
-MT +ATP
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Abbildung V. 5: Oligomerisierungsmodell fiir delta227-Spastin.

(i) In Ansatzen ohne ATP/Mikrotubuli liegt Spastin in seiner monomeren Form vor.

(ii) Wird ATP hinzugegeben beginnt der Oligomerisierungsvorgang. Da das Dimer ohne Mikrotubuli
nicht stabilisiert werden kann, zerfallen viele Dimere wieder zu Monomeren. Nur eine kleine
Spezies von Dimeren ist deshalb in der Lage, aktive Hexamere auszubilden, welche zum ATP-
Umsatz befahigt sind. Bei diesem Vorgang handelt es sich um einen Leerlauf, wodurch eine basale
ATPase-Aktivitét von = 1 ATP/s registriert werden konnte. Die erhaltene Kurve ergibt einen Hill-
Koeffizienten von 0.8, so dass unter dieser Bedingung keine Kooperativitat auftritt.

(iii) In Anwesenheit von Mikrotubuli kann die Dimer-Population auf dem Filament stabilisiert
werden, so dass ein effizienter Ubergang zum Hexamer ermdglicht wird. Die mit dem Hill-Modell
gefittete Kurve liefert einen Koeffizienten von 2,2. In Gegenwart von Mikrotubuli zeigen Spastin-
Untereinheiten kooperatives Verhalten. Die maximal detektierte ATPase-Rate lag bei = 4 ATP/s. Bei
delta227-Spastin fiihren Mikrotubuli somit zu einer Stimulierung der ATP-Umsatzrate.
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FUr das fusionierte Dimer-Konstrukt kénnte man sich folgendes modifizierte
Szenario vorstellen: das Protein kann aufgrund der integrierten Coiled-Coil Struk-
tur unabhangig von Mikrotubuli stabile Dimere ausbilden, die anschlieBend mit
hoher Effizienz in hexamere Ringstrukturen Ubergehen und daraus resultierend
maximale ATP-Hydrolyse betreiben kénnen (Abbildung V.6).
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Abbildung V. 6: Oligomerisierungsmodell fiir Coiled-Coil Spastin.

(i) In Ansdatzen ohne ATP/Mikrotubuli liegt Spastin in seiner kinstlichen Dimer-Form vor.
(ii) Wird ATP hinzugegeben beginnt der Oligomerisierungsvorgang. Da das Dimer durch die Coiled-
Coil Struktur stabilisiert wird, erfolgt auch ohne Mikrotubuli ein effizienter Ubergang zur aktiven
Hexamer-Population. Deshalb konnte bereits auf dieser Stufe die maximale ATPase-Rate von
= 4 ATP/s registriert werden. Die Kurve konnte mit dem Hill-Modell gefittet werden und zeigt einen
Koeffizienten von 1,9. Dies ist ein Indikator fiur kooperatives Verhalten der kinstlichen Dimer-
Spezies.

(iii) Da der Stabilisierungseffekt durch Mikrotubuli nicht mehr erforderlich ist, zeigt Coiled-Coil
Spastin in Gegenwart von Mikrotubuli kaum Stimulierung seiner ATP-Umsatzrate. Die maximal
detektierte ATPase-Rate lag bei 4,4 ATP/s. Mikrotubuli sind im Fall kiinstlicher Spastin-Dimere nicht
mehr als Stabilisatoren erforderlich.

Auf welchem Weg zwei Monomere zu einem Dimer assoziieren ist noch unbe-
kannt. Fur diesen Prozess kann man sich folgende Mdéglichkeiten vorstellen:
(i) Monomere binden an Mikrotubuli und diffundieren unabhangig voneinander
am Filament entlang. Durch diesen ungerichteten Bewegungsprozess ist die
Wahrscheinlichkeit erhéht, dass sich zwei Monomer-Einheiten treffen und daraus
resultierend zu einem Dimer assoziieren kdnnen. (ii) Die zweite Option besteht
darin, dass die an Mikrotubuli gebundenen Monomere eine Konformations-
anderung eingehen koénnten, wodurch die Bindung eines zweiten Monomers
erleichtert wirde. Auch eine Kombination aus beiden Optionen ist gut vorstellbar.



V Gekoppelte Diskussion 205

Einzelmolektllstudien mit dem Fluoreszenzmikroskop gaben Hinweise darauf,
dass Partikel auf dem Mikrotubulus miteinander fusionieren kénnen. Nach der
Kopplung konnten hdhere Strukturen anhand der Zunahme des Fluoreszenz-
signals eindeutig identifiziert werden. Die aktive Bewegung am Filament scheint
fir die Assemblierung von Spastin-Untereinheiten zu héheren Formen essentiell
zu sein (Abbildung V.7).
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Abbildung V. 7: Interaktion von Spastin-Untereinheiten auf dem MT-Filament.
Kymographen zeigen Bewegungen von GFP-Spastin Molekllen. Nach der Fusion zweier Partikel ist
eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat zu erkennen. Dies ist ein Indikator daflir, dass Spastin-
Untereinheiten aneinander gekoppelt werden kénnen. MaBstab = 1 s.

Zusammenfassend erlauben die erhaltenen Ergebnisse folgende Interpreta-
tionen: (i) die Bildung des Dimers stellt den limitierenden Faktor im Zuge der
ATP-Hydrolyse dar. (ii) Durch die Anwesenheit von MT wird die Ausbildung
aktiver Hexamere kontrolliert. In Kombination mit ATP wird eine flir Oligomeri-
sierung essentielle Dimer-Zwischenstufe stabilisiert, wodurch ein effizienter
Ubergang zum aktiven Hexamer ermdglicht wird. (iii) Mikrotubuli fungieren dabei
als Stabilisatoren/Regulatoren, die den Ubergang von Spastin-Untereinheiten zur
aktiven Hexamer-Stufe kontrollieren. Diese Kontrollfunktion spielt eine wichtige
Rolle, da dadurch unndétiger ATP-Verbrauch in Abwesenheit von Mikrotubuli
vermieden wird. Nur in Anwesenheit der Filamente ist ein effizienter Ubergang
zum Hexamer mit nachfolgender ATP-Hydrolyse mdglich.

Warum konnte sogar ohne Mikrotubuli eine basale ATPase-Rate bei Spastin
registriert werden? Lichtstreu-Experimente haben gezeigt, dass der Wildtyp
selbst in Abwesenheit von Mikrotubuli als Dimer-Spezies existent ist. Diese kleine
Fraktion an Dimeren kénnte unter Einfluss von ATP Hexamere bilden. Durch die
Hydrolyse des Nukleotids in diesen Strukturen kdénnte die Hintergrundaktivitat
erzeugt werden. Diesen Prozess kdnnte man sich als eine Art Leerlauf vorstellen.
Da Mikrotubuli nicht zur Verfigung stehen, halt sich der Anteil an Dimeren,
aufgrund fehlender Stabilisierung, stark in Grenzen. Welche Funktion kdnnte
diese Ausgangspopulation an Dimeren erflllen? Da Vertreter dieser Gruppe
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wahrscheinlich ohne Mikrotubuli hexamerisieren kdnnen, stinde jederzeit eine
kleine Fraktion an aktiven Strukturen zu Verfigung. In Anwesenheit von
Mikrotubuli kdnnten diese Ringkomplexe sofort ihre Funktion ausltiben, um initiale
Defekte in Filamenten zu erzeugen.

V.4.1 Interaktions- und Oligomerisierungsmodell
fur Spastin

Durch die Réntgenstrukturanalyse von Spastin konnte ein attraktives Modell fir
den Severing-Mechanismus erstellt werden (Roll-Mecak und Vale 2008; Roll-
Mecak und McNally 2010). Allerdings gab es hinsichtlich der Oligomerisierung
von Spastin-Untereinheiten und deren Interaktionsverhalten mit Mikrotubuli
keine genauen Daten. Durch die erhaltenen Ergebnisse kann ein Teil der noch
bestehenden Fragen beantwortet werden, so dass folgendes Interaktions- und
Oligomerisierungmodell fir Spastin postuliert werden kann (Abbildung V.8):
(a) Spastin-Untereinheiten binden (ber elektrostatische Interaktionen an
Mikrotubuli-Filamente. Zwei Regionen spielen dabei eine essentielle Rolle: eine
basische Lysin-Triade innerhalb der MTBD-Domane von Spastin und der negativ
geladene E-Hook am C-Terminus von Tubulin. Diese beiden Segmente inter-
agieren miteinander und ermdéglichen die Bindung. (b) Nach Bindung diffundiert
Spastin Uber ionische Wechselwirkungen am Mikrotubulus entlang. Dabei handelt
es sich um einen ungerichteten, eindimensionalen Bewegungsprozess. Spastin
weist einen Diffusionskoeffizienten von 0,0126 pm?/s auf. (c) In Gegenwart von
ATP entstehen auf dem Filament stabile Dimere, die eine wichtige Zwischenstufe
im Oligomerisierungsprozess darstellen. Dabei fungieren Mikrotubuli als
Stabilisatoren und Regulatoren. Ohne Stabilisierung der Dimer-Population ware
kein effizienter Ubergang zum Hexamer mdglich. Diese Kontrollfunktion der
Mikrotubuli spielt eine wichtige Rolle, da dadurch unndtiger ATP-Verbrauch in
Abwesenheit von Mikrotubuli vermieden wird. Nachdem drei Dimere zu einem
aktiven Hexamer assembliert sind, kommt es zur Stimulierung der ATPase-
Aktivitat. Nach der Hydrolyse von ATP und der anschlieBenden Freisetzung von
Orthophosphat erféhrt das Hexamer eine Konformationsanderung, die zur
Destabilisierung von Tubulin-Tubulin-Kontakten innerhalb des Mikrotubulus-
Fragments fluhren (Hartman und Vale 1999). Durch diesen Prozess kdénnen
initiale Defekte in das Filament integriert werden. (d) Weitere Spastin-
Untereinheiten erkennen defekte Stellen und binden bevorzugt an derartige
Bereiche. Dadurch werden Spastin-Moleklle in diesen Regionen lokal konzen-
triert, wodurch die initialen Defekte ausgeweitet werden. Daraus resultierend
entstehen stumpfe Enden, ein Beleg fur selektive Angriffspunkte.
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Abbildung V. 8: Oligomerisierungs- und Interaktionsmodell fiir A227-Spastin.

(a) Spastin interagiert Uber ionische Wechselwirkungen mit Tubulin-Dimeren. Dabei bindet die
positiv geladene Lysin-Triade (MTBD) an den negativ geladenen E-Hook. (b) Spastin diffundiert am
Mikrotubulus entlang und zeigt einen ungerichteten Bewegungsprozess. (c) Monomere gehen auf
dem Mikrotubulus in eine stabile Zwischenstufe (Dimere) lber. Drei Dimere assoziieren zu einem
aktiven Hexamer, das nach ATP-Hydrolyse Tubulin-Dimere destabilisieren kann. (d-i) Zahlreiche
Spastin-Untereinheiten binden an defekte Bereiche, wodurch der Severing-Vorgang an spezifischen
Stellen forciert wird. (d-ii) Daraus resultierend entstehen an selektiven Regionen rasch stumpfe
Enden.

Fir Katanin kann man sich ein sehr ahnliches Interaktions- und Oligomeri-
sierungsmodell mit folgenden Modifikationen vorstellen: (i) Neben elektrosta-
tischen Interaktionen zwischen der Kat2-Domane und dem E-Hook der Tubulin-
Dimere kénnten zusatzlich nichtionische-Krafte fir den Interaktionsprozess erfor-
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derlich sein (ii) Trimere stellen die essentielle Zwischenstufe auf dem Weg zum
Hexamer dar. (iii) Katanin hat eine wesentlich hdhere Bindeaffinitat zu GTP-
Tubulin, wodurch das positive Mikrotubulus-Ende einen bevorzugten Binde-
partner fir das Enzym darstellt. Daraus resultierend sind an den Filamenten
Depolymerisationsereignisse moglich, welche bei Spastin nicht beobachtet wer-
den konnten.

V.5 Vergleich zwischen Katanin- und
Spastin-ATPase Aktivitat

Katanin und Spastin zeigten in Mikrotubuli-Titrationsstudien sowohl ahnliche als
auch signifikant unterschiedliche Verhaltensweisen. Bei beiden Proteinen wurde
die basale ATP-Umsatzrate durch Mikrotubuli stimuliert. In enzymgekoppelten
Messreihen konnte gezeigt werden, dass Spastin dem Michealis-Menten Modell
mit dem Auftreten eines Sattigungsbereichs gehorcht. Selbst bei einem
Uberschuss an Tubulin-Dimeren konnte die maximale ATPase-Rate erreicht wer-
den. Im Gegensatz dazu scheint es bei Katanin zwei unterschiedliche Regime zu
geben. Wahrend in einem Tubulin-Konzentrationsbereich zwischen 0 und 2 uM
die ATP-Umsatzrate von Katanin stimuliert wird, tritt bei Konzentrationen > 2 yM
Tubulin eine sukzessive Reduktion der Hydrolyserate auf (Abbildung V.9). Diese
ungewodhnliche Verhaltensweise konnte bereits bei Katanin aus Seeigel-Eiern und
A. thaliana beobachtet werden (Hartman und Vale 1999; Stoppin-Mellet, Gaillard
et al. 2002).

(i) (ii)
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Abbildung V. 9: MT-Titrationsstudien.

Spastin und Katanin zeigen in ATPase-Messungen abweichende Verhaltensmuster bei Einsatz hoher
Tubulin-Konzentrationen.

(i) Spastin gehorcht dem Michaelis-Menten Modell und geht bei hohen Konzentrationen an Tubulin
in einen Sattigungsbereich Uber.

(if) Katanin zeigt ein abweichendes Verhalten, indem durch groBe Mengen an Mikrotubuli ein
inhibitorischer Effekt auf die ATP-Umsatzrate ausgeldst wird.
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Wie kann dieses abweichende Verhalten zwischen den beiden studierten Mikrotu-
buli-schneidenden Enzymen erklart werden? Da die Hydrolyseraten von Spastin
und Katanin vom Oligomerisierungsgrad abhangen, muss es bei héheren Tubulin-
Konzentrationen erhebliche Unterschiede im Aufkommen von Hexamerstrukturen
geben. Nur Hexamere sind in der Lage ATP-Hydrolyse zu betreiben (Hartman und
Vale 1999), wahrend Monomere und Zwischenstufen keine Spaltungsprozesse
einleiten. Daraus ist abzuleiten, dass Spastin auch in substdéchiometrischen
Konzentrationen (zu Tubulin) effizient hexamere Ringstrukturen ausbilden kann,
wahrend diese Fahigkeit bei Katanin reduziert ist. BUndelungsstudien haben
gezeigt, dass das Spastin-Hexamer in der Lage ist als Quervernetzer flir MT-
Filamente zu fungieren (Abbildung V.10). Diese Resultate fihren zu folgendem
Modell: Spastin-Hexamere binden an den Mikrotubulus und fungieren dabei -
neben ihrer Funktion als schneidende Werkzeuge - als Vernetzer. Dadurch ist
eine lokale Konzentrierung von Mikrotubuli und an daran assoziierten Spastin-
Molekiilen mdglich. Selbst bei einem Uberschuss an Tubulin-Dimeren kénnten
Monomere Uber Zwischenstufen zu Hexameren assoziieren, da die Konzentration
von Spastin durch den Bindelungseffekt auf einem hohen Niveau gehalten
wirde. Im Gegensatz zu diesem Szenario konnte in Gegenwart von Katanin-
Ringstrukturen kein vergleichbares MT-Bundelungsverhalten beobachtet werden.
Die Ringstrukturen dekorierten zwar Mikrotubuli, jedoch trat keine Vernetzung
mehrerer Filamente zu einem Bundel auf (Abbildung V.10). Befindet sich ein
Uberschuss an Tubulin-Dimeren im Ansatz, so ist folgendes Szenario denkbar:
einzelne Katanin-Moleklle sind raumlich so weit voneinander getrennt, dass die
Untereinheiten nur noch bedingt Zwischenstrukturen und nachfolgend aktive
Hexamere formen kdnnen. Da durch den fehlenden Blindelungseffekt keine
lokalen Konzentrationserhéhungen madglich sind, sinkt bei Katanin die ATP-
Umsatzrate mit steigenden Tubulin-Konzentrationen sukzessive, wie in Abbildung
V.9 dargestellt ist. Ein weiteres Protein, das ein biphasisches Stimulationsmuster
aufweist, stellt die GTPase Dynamin dar. Auch in diesem Fall wird postuliert, dass
das Verhalten mit der Oligomerisierung des Enzyms zu héheren Strukturen in
Zusammenhang steht (Tuma und Collins 1994; Warnock, Hinshaw et al. 1996).
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Abbildung V. 10: MT-Biindelungseffekt von Spastin im Vergleich zu Katanin.
(i) Elektronenmikroskopisches Bild, das den Biindelungseffekt durch Spastin E442Q verdeutlicht.
Wahrend Spastin als Vernetzer fur Mikrotubuli fungieren kann, konnte in Gegenwart von Katanin
keine Blndelung von Mikrotubuli-Filamenten beobachtet werden.
(ii) Der Bundelungseffekt wurde durch Lichtstreu-Experimente bei 350 nM analysiert. E442Q
blndelt Mikrotubuli, so dass eine Zunahme des Signals nach Zugabe des Enzyms (+1 mM ATP)
auftrat. Mit steigender Enzym-Konzentration trat der Effekt verstarkt auf. Im Gegensatz dazu blieb
das Ausgangssignal in Gegenwart von Katanin konstant.
(iii) Quantifizierung der auftretenden Blindel durch die Analyse elektronenmikroskopischer Bilder.
Mit der Zugabe von E442Q ist eine deutliche Zunahme an Bilndel verbunden, wahrend Katanin

keinen derartigen Effekt zeigt.

210



V Gekoppelte Diskussion 211

V.6 Abbildungsverzeichnis

Abbildung V. 1: Depolymerisationsmuster von Katanin und Kinesin-13 (KLP59D).

Abbildung V. 2: Ergebnisse der durchgefihrten Cosedimentationsmessungen. 199
Abbildung V. 3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Walker B-Mutanten.

......................................................................................................... 200
Abbildung V. 4: Spastin-Hexamere fungieren als Vernetzer. ...........c.cccevvvnnn 201
Abbildung V. 5: Oligomerisierungsmodell fir delta227-Spastin..................... 203
Abbildung V. 6: Oligomerisierungsmodell fur Coiled-Coil Spastin. ................. 204
Abbildung V. 7: Interaktion von Spastin-Untereinheiten auf dem MT-Filament.205
Abbildung V. 8: Oligomerisierungs- und Interaktionsmodell fliir A227-Spastin. 207
Abbildung V. 9: MT-Titrationsstudien. ........c.ccoviiiiiii e e 208

Abbildung V. 10: MT-Blndelungseffekt von Spastin im Vergleich zu Katanin. .210

V.7 Literaturverzeichnis

Akoev, V., E. P. Gogol, et al. (2004). "Nucleotide-induced switch in
oligomerization of the AAA+ ATPase ClpB." Protein Sci 13(3): 567-574.

Arnal, I. and R. H. Wade (1995). "How does taxol stabilize microtubules?" Curr
Biol 5(8): 900-908.

Blainey, P. C., A. M. van Qijen, et al. (2006). "A base-excision DNA-repair protein
finds intrahelical lesion bases by fast sliding in contact with DNA." Proc
Natl Acad SciU S A 103(15): 5752-5757.

Bormuth, V., V. Varga, et al. (2009). "Protein friction limits diffusive and directed
movements of kinesin motors on microtubules." Science 325(5942): 870-
873.

Bornschlogl, T., G. Woehlke, et al. (2009). "Single molecule mechanics of the
kinesin neck." Proc Natl Acad SciU S A 106(17): 6992-6997.

Cooper, J. R. and L. Wordeman (2009). "The diffusive interaction of microtubule
binding proteins." Curr Opin Cell Biol 21(1): 68-73.

Culver-Hanlon, T. L., S. A. Lex, et al. (2006). "A microtubule-binding domain in
dynactin increases dynein processivity by skating along microtubules." Nat
Cell Biol 8(3): 264-270.

Davis, L. J., D. J. Odde, et al. (2002). "The importance of lattice defects in
katanin-mediated microtubule severing in vitro." Biophys J 82(6): 2916-
2927.

Diaz-Valencia, J. D., M. M. Morelli, et al. (2011). "Drosophila katanin-60
depolymerizes and severs at microtubule defects." Biophys J 100(10):
2440-24409.

Dixit, R., B. Barnett, et al. (2009). "Microtubule plus-end tracking by CLIP-170
requires EB1." Proc Natl Acad SciU S A 106(2): 492-497.

Gai, D., R. Zhao, et al. (2004). "Mechanisms of conformational change for a
replicative hexameric helicase of SV40 large tumor antigen." Cell 119(1):
47-60.




V Gekoppelte Diskussion 212

Goloubinoff, P., A. Mogk, et al. (1999). "Sequential mechanism of solubilization
and refolding of stable protein aggregates by a bichaperone network." Proc
Natl Acad SciU S A 96(24): 13732-13737.

Hanson, P. I. and S. W. Whiteheart (2005). "AAA+ proteins: have engine, will
work." Nat Rev Mol Cell Biol 6(7): 519-529.

Hartman, J. J., J. Mahr, et al. (1998). "Katanin, a microtubule-severing protein,
is a novel AAA ATPase that targets to the centrosome using a WD40-
containing subunit." Cell 93(2): 277-287.

Hartman, J. J. and R. D. Vale (1999). "Microtubule disassembly by ATP-
dependent oligomerization of the AAA enzyme katanin." Science
286(5440): 782-785.

Helenius, J., G. Brouhard, et al. (2006). "The depolymerizing kinesin MCAK uses
lattice diffusion to rapidly target microtubule ends." Nature 441(7089):
115-119.

Hyman, A. A., D. Chretien, et al. (1995). "Structural changes accompanying GTP
hydrolysis in microtubules: information from a slowly hydrolyzable
analogue guanylyl-(alpha,beta)-methylene-diphosphonate." J Cell Biol
128(1-2): 117-125.

Maney, T., M. Wagenbach, et al. (2001). "Molecular dissection of the microtubule
depolymerizing activity of mitotic centromere-associated kinesin." ] Biol
Chem 276(37): 34753-34758.

Martin, A., T. A. Baker, et al. (2005). "Rebuilt AAA + motors reveal operating
principles for ATP-fuelled machines." Nature 437(7062): 1115-1120.
McNally, F. J. and R. D. Vale (1993). "Identification of katanin, an ATPase that
severs and disassembles stable microtubules.” Cell 75(3): 419-429.
McNally, K. P., O. A. Bazirgan, et al. (2000). "Two domains of p80 katanin
regulate microtubule severing and spindle pole targeting by p60 katanin."

J Cell Sci 113 ( Pt 9): 1623-1633.

Motohashi, K., Y. Watanabe, et al. (1999). "Heat-inactivated proteins are rescued
by the DnaK.J-GrpE set and ClpB chaperones." Proc Natl Acad Sci U S A
96(13): 7184-7189.

Mukherjee, S., J. D. Valencia, et al. (2012). "Human Fidgetin is a microtubule
severing the enzyme and minus-end depolymerase that regulates mitosis."
Cell Cycle 11(12): 2359-2366.

Nitta, R., M. Kikkawa, et al. (2004). "KIF1A alternately uses two loops to bind
microtubules." Science 305(5684): 678-683.

Okada, Y. and N. Hirokawa (1999). "A processive single-headed motor: kinesin
superfamily protein KIF1A." Science 283(5405): 1152-1157.

Ramey, V. H., H. W. Wang, et al. (2011). "The Dam1 ring binds to the E-hook of
tubulin and diffuses along the microtubule." Mol Biol Cell 22(4): 457-466.

Rath, U., G. C. Rogers, et al. (2009). "The Drosophila kinesin-13, KLP59D,
impacts Pacman- and Flux-based chromosome movement." Mol Biol Cell
20(22): 4696-4705.

Roll-Mecak, A. and F. J. McNally (2010). "Microtubule-severing enzymes." Curr
Opin Cell Biol 22(1): 96-103.

Roll-Mecak, A. and R. D. Vale (2008). "Structural basis of microtubule severing
by the hereditary spastic paraplegia protein spastin." Nature 451(7176):
363-367.

Salinas, S., R. E. Carazo-Salas, et al. (2005). "Human spastin has multiple
microtubule-related functions." J Neurochem 95(5): 1411-1420.

Sandall, S., F. Severin, et al. (2006). "A Birl-Slil5 complex connects
centromeres to microtubules and is required to sense kinetochore
tension." Cell 127(6): 1179-1191.




V Gekoppelte Diskussion 213

Severin, F. F., P. K. Sorger, et al. (1997). "Kinetochores distinguish GTP from
GDP forms of the microtubule lattice." Nature 388(6645): 888-891.
Stoppin-Mellet, V., J]. Gaillard, et al. (2007). "Arabidopsis katanin binds
microtubules using a multimeric microtubule-binding domain." Plant

Physiol Biochem 45(12): 867-877.

Sudo, H. and P. W. Baas (2010). "Acetylation of microtubules influences their
sensitivity to severing by katanin in neurons and fibroblasts." J Neurosci
30(21): 7215-7226.

Thorn, K. S., J. A. Ubersax, et al. (2000). "Engineering the processive run length
of the kinesin motor." ] Cell Biol 151(5): 1093-1100.

Tuma, P. L. and C. A. Collins (1994). "Activation of dynamin GTPase is a result of
positive cooperativity." J Biol Chem 269(49): 30842-30847.

Varga, V., C. Leduc, et al. (2009). "Kinesin-8 motors act cooperatively to
mediate length-dependent microtubule depolymerization." Cell 138(6):
1174-1183.

Walker, M. L., S. A. Burgess, et al. (2000). "Two-headed binding of a processive
myosin to F-actin." Nature 405(6788): 804-807.

Wang, Q., C. Song, et al. (2003). "Hexamerization of p97-VCP is promoted by
ATP binding to the D1 domain and required for ATPase and biological
activities." Biochem Biophys Res Commun 300(2): 253-260.

Wang, Q., C. Song, et al. (2003). "D1 ring is stable and nucleotide-independent,
whereas D2 ring undergoes major conformational changes during the
ATPase cycle of p97-VCP." ] Biol Chem 278(35): 32784-32793.

Wang, Z. and M. P. Sheetz (1999). "One-dimensional diffusion on microtubules
of particles coated with cytoplasmic dynein and immunoglobulins." Cell
Struct Funct 24(5): 373-383.

Wang, Z. and M. P. Sheetz (2000). "The C-terminus of tubulin increases
cytoplasmic dynein and kinesin processivity." Biophys J 78(4): 1955-1964.

Warnock, D. E., J. E. Hinshaw, et al. (1996). "Dynamin self-assembly stimulates
its GTPase activity." J Biol Chem 271(37): 22310-22314.

Westermann, S., A. Avila-Sakar, et al. (2005). "Formation of a dynamic
kinetochore- microtubule interface through assembly of the Dam1l ring
complex." Mol Cell 17(2): 277-290.

White, S. R., K. J. Evans, et al. (2007). "Recognition of C-terminal amino acids in
tubulin by pore loops in Spastin is important for microtubule severing." ]
Cell Biol 176(7): 995-1005.

Wordeman, L. and T. J. Mitchison (1995). "Identification and partial
characterization of mitotic centromere-associated kinesin, a kinesin-
related protein that associates with centromeres during mitosis." J Cell Biol
128(1-2): 95-104.

Zanic, M., J. H. Stear, et al. (2009). "EB1 recognizes the nucleotide state of
tubulin in the microtubule lattice." PLoS One 4(10): e7585.

Zhang, D., K. D. Grode, et al. (2011). "Drosophila katanin is a microtubule
depolymerase that regulates cortical-microtubule plus-end interactions and
cell migration." Nat Cell Biol 13(4): 361-370.

Zimmermann, D., B. Abdel Motaal, et al. (2011). "Diffusion of myosin V on
microtubules: a fine-tuned interaction for which E-hooks are dispensable."
PLoS One 6(9): e25473.

Zolkiewski, M., M. Kessel, et al. (1999). "Nucleotide-dependent oligomerization
of ClpB from Escherichia coli." Protein Sci 8(9): 1899-1903.




VI Appendix 214

VI Appendix

VI.1 Danksagung

An erster Stelle méchte ich mich bei Herrn PD Dr. Ginther Woehlke flr die
Bereitstellung des vielseitigen Themas und fir die jederzeit freundliche und
interessierte Betreuung meiner Arbeit herzlich bedanken.

Ein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Matthias Rief flr die Moéglichkeit zur
Durchfihrung meiner Dissertation in der Abteilung E22-Biophysik sowie fur die
ausgezeichneten Arbeitsbedingungen.

Flr die Zusammenarbeit und Kooperation, vor allem in Bezug auf die Elektronen-
mikroskopie, danke ich Herrn Prof. Dr. Hendrik Dietz und Jean-Philippe Sobczak.

Fur die Einarbeitung, Unterstitzung und Hilfe im Bereich der analytischen Ultra-
zentrifugation danke ich Herrn PD Dr. Klaus Richter.

SchlieBlich moéchte ich mich auch bei allen Mitarbeitern der Abteilung E22-
Biophysik fur die Hilfsbereitschaft und freundliche Zusammenarbeit bedanken.

Ich danke meiner Freundin Martina, die mir stets Mut zugesprochen und mich in
meiner Arbeit bestarkt hat. Hatte sie mir nicht den Ricken freigehalten, ware
meine Arbeit in dieser Form nicht mdglich gewesen.

Ganz groBer Dank geht an meinen Bruder Dr. rer. nat. Christian Eckert. Seine
briderliche Freundschaft bedeutet mir unbeschreiblich viel. Herzlichen Dank fur
jedwede Unterstitzung und den groBen Beistand, den er jederzeit zu geben
bereit ist.

Der gréBte Dank gebihrt meinen Eltern, denen ich diese Arbeit widme. Ihre
uneingeschrankte Férderung meiner Ausbildung und ihre liebevolle Unterstitzung
hat die Anfertigung der vorliegenden Arbeit erst ermdglicht.



VI Appendix

215

VI.2 Lebenslauf

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
1985-1989
1989-1999

2000-2007

2006-2007

2008-2012

Thomas Eckert

10.10.1978

Minchen

Grundschule Rohrbach
Apian-Gymnasium in Ingolstadt

Studium der Biologie an der Universitat
Regensburg

Anfertigung der Diplomarbeit unter der
Betreuung von Herrn Prof. Dr. Dr.
Kalbitzer am Lehrstuhl flr Biophysik und
Physikalische Biochemie mit dem Thema:
»CSP-RNA-Interaktion®

Abschluss: Diplom-Biologe

Anfertigung der Dissertation unter der
Betreuung von Herrn PD Dr. Glnther
Woehlke an der Technischen Universitat
Minchen mit dem Thema: ,Kinetische und
strukturelle Untersuchung

der Mikrotubuli-schneidenden Enzyme
Spastin und Katanin®

Abschluss: Dr. rer. nat.



