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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Gen- und Proteinfamilie der Intermediarfilamente

Genfamilien kodieren oft strukturell ahnliche Proteine mit unterschiedlichen
Funktionen und sind eine Eigenschaft der evolutionaren Entwicklung der Metazoa,
zusammen mit einer Vielzahl von spezialisierten Zelltypen. Eine grolle Genfamilie,
mit etwa 70 Mitgliedern im Menschen, der Maus und anderen Saugetieren, kodiert
fur die Intermediarfilament (IF) Proteine (Hesse et al., 2001). IF bilden zusammen mit
Mikrotubuli, Mikrofilamenten und assoziierten Proteinen das Zytoskelett der
Eukaryoten. Mit einem Durchmesser von 10-12 nm liegen sie in der Grofde zwischen
Aktin-Mikrofilamenten (8 nm) und Mikrotubuli (25 nm) (Strelkov et al., 2003), was
ihnen den Namen Intermediarfilamente gab. Im Gegensatz zu den globularen
Proteinen Aktin und Tubulin sind IF-Proteine stabchenférmig und besitzen weder
enzymatische Aktivitat noch strukturelle Polaritat. Desweiteren kommen |IF-Proteine
sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern vor und zeigen eine deutlich grof3ere
Diversitat als Aktin und Tubulin.

Basierend auf ihrer Genstruktur und Sequenzhomologie werden die IF-Proteine in 6
Subgruppen unterteilt (Fuchs and Weber, 1994; Herrmann and Aebi, 2000). Typ |
und Il reprasentieren die Keratine, Typ lll die Proteine GFAP, Desmin, Vimentin und
Peripherin. Die Gruppe der Typ IV IF-Proteine besteht aus den
Neurofilamentproteinen, a-Internexin, Nestin und Synemin. Zusammen umfassen die
Gruppen [-IV die zytoplasmatischen IF-Proteine. Typ V bilden die IF-Proteine des
Zellkerns, die Lamine. CP49 und Filensin, spezielle zytoplasmatische IF-Proteine des
Auges, bilden die Gruppe VI (Abb. 1.1).

Alle IF-Proteine haben einen dreigeteilten Domanenaufbau, mit einer zentralen, 310
Aminosauren langen, a-helikalen 'rod’-Domane, die von nicht-a-helikalen N- und C-
terminalen Domanen flankiert wird (Abb. 1.2) (Herrmann and Aebi, 2004). Die N- und
C-terminalen Domanen, oft auch Kopf und Schwanz genannt, zeigen die grofte
Sequenzvariabilitdt zwischen den IF-Proteinen. Aufgrund der groRen Variabilitat wird
angenommen, daf vor allem diese Bereiche flir die Protein-spezifischen Funktionen
in verschiedenen Zelltypen verantwortlich sind (Kim and Coulombe, 2007). Die 'rod’-
Domane weist eine Periodizitat der Aminosauren alle 7 Reste auf (abcdefg),. Dabei
sind die Positionen a und d bevorzugt mit kleinen apolaren Aminosauren besetzt

(Strelkov et al., 2003). Diese sogenannte Heptadenwiederholung ist die
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Typ Protein kDa Expression
| Keratin 9-20 40-64 Epithelien, Heteropolymer aus Typ | und Il
Il Keratin 1-8 52-68 Epithelien
]] Vimentin 55 mesenchymale Zellen
Desmin 93 Muskelzellen
Peripherin 54 Neuronen
GFAP 52 Gliazellen, Astrozyten
v NF-L,M, H 61-110 Neuronen
d-Internexin 66 Neuronen
Nestin 177 Muskelzellen, neuronale Stammzellen
Synemin 182 Muskelzellen, Linse
Syncaoilin 54 Muskelzellen
V' Lamin A/C 62-78 nuklear Lamina
Lamin B1/B2 66-68 nuklear Lamina
Vi Filensin 83 Linse, Kopolymer mit CP49
CP45 47 Linse

Abb. 1.1: Darstellung der Einteilung der IF-Proteine.
Fir die einzelnen Proteine sind die Untergruppe, Molekulargewicht und exprimierenden Zellen
aufgelistet. Die Keratine der Haare und Nagel sind nicht dargestellt.

charakteristische Eigenschaft von coiled-coil Proteinstrukturen. Historisch gesehen
war die erste durch Beugung von Rontgenstrahlung ermittelte coiled-coil Struktur die
des IF-Proteins Keratin (Crick, 1952). Coiled-coil Domanen sind ein haufiges
Strukturelement in a-helikalen Proteinen (Burkhard et al., 2001) und entstehen, wenn
2 oder mehr a-Helices sich umeinander schlingen und eine Art Superhelix bilden.
Innerhalb der verschiedenen IF-Proteine sind die beiden Enden der coiled-coil-
bildenden 'rod’-Domane besonders stark konserviert. Diese Bereiche sind essentiell
fur die Dimerisierung der Vimentinmolekile (Herrmann and Aebi, 2004). Allerdings
sind auch die nicht-helikalen Domanen fur die Filamentbildung entscheidend, da z.B.
ein mutantes Vimentin ohne ’Kopf-Domane nur Tetramere, aber keine langen
Filamente ausbilden kann (Herrmann et al., 1996; Micke et al., 2004).

Unter physiologischen Bedingungen bilden IF-Proteine ausgestreckte filamentose
Netzwerke, die das gesamte Zytoplasma, bzw. im Fall der Lamine den Zellkern,
ausfullen (Abb. 4.13). Diese Netzwerke sind dynamische Strukturen, die vor allem
durch posttranslationale Modifikationen, wie Phosphorylierung, moduliert werden
(Helfand et al., 2003; Inagaki et al., 1997; Sihag et al., 2007; Windoffer and Leube,
1999). Im Aufbau der Filamente unterscheiden sich Keratine, die obligatorisch
Heteropolymere aus Typ | und Il bilden, und Typ lll IF-Proteine Vimentin, GFAP,

Desmin und Peripherin, die bevorzugt Homopolymere formen (Abb. 1.1)
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der IF-Domanenstruktur und Filamentbildung.

Das Modell basiert auf in vitro Assemblierungsexperimenten mit rekombinantem Vimentin. Die
Filamentbildung beginnt mit der Bildung von parallelen a-helikalen coiled-coil Dimeren. Dimere
verbinden sich lateral zu anti-parallelen Tetrameren und weiter zu Protofilamenten, bei denen sich die
1B-Domaéanen gegenuber liegen. Die Protofilamente werden auch als ULF (unit length filaments)
bezeichnet und bilden durch seitliche Anlagerung lange Filamente aus. Diese werden in einem finalen
Komprimierungsschritt zu fertigen Filamenten prozessiert. Die Bezeichnungen 1A, 1B, 2A, 2B
entsprechen den Subdoméanen der zentralen Vimentin ‘rod-Domane. L1, L12 und L2 bezeichnen die
Linker zwischen den Subdomanen. Modifiziert nach (Godsel et al., 2008) und (Herrmann et al., 2009).

(Parry et al., 2007). Zusatzlich konnen Typ Il IF-Proteine mit den neuronalen, Typ IV
IF-Proteinen, wie z.B. den Neurofilamentproteinen und Nestin, Kopolymere bilden.
Vimentin wird in verschiedenen Geweben mit anderen IF-Proteinen koexprimiert und
kann Heteropolymere mit Desmin, Synemin, Nestin und GFAP bilden (Abb. 1.1)
(Granger and Lazarides, 1984; Michalczyk and Ziman, 2005; Robson et al., 2004).
Die Filamentbildung von IF-Proteinen konnte durch in vitro Assemblierungs-
experimente analysiert werden. Dabei zeigten sich 3 entscheidende Schritte. Durch
parallele Anlagerung zweier a-helikaler 'rod’-Domanen entsteht ein Dimer mit

typischer coiled-coil Struktur. Zwei Dimere verbinden sich lateral zu anti-parallelen
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Tetrameren, der kleinsten in vivo nachweisbaren léslichen Oligomereinheit von IF-
Proteinen (Soellner et al., 1985). Tetramere lagern sich in vitro in weniger als einer
Sekunde lateral zu ULFs (unit length filaments) zusammen (Abb. 1.2). Im zweiten
Schritt lagern sich innerhalb einer Minute ULFs in Langsrichtung aneinander und
bilden lange, lose gepackte Filamente. Wahrend sich die Filamente weiter verlangern,
reduziert sich im letzten Schritt ihr Durchmesser und es entstehen kompakte
Filamente (Herrmann and Aebi, 2000; Herrmann and Aebi, 2004). Obwohl es fur
jedes spezifische |IF-Protein geringe Unterschiede in der Filamentbildung gibt, ist
bisher nicht klar, wie sich kleine Unterschiede in der Primarsequenz auf die
Filamentbildung, die Struktur sowie die Dynamik und Funktion auswirken.
Beispielhaft ist in Abb. 1.3 die Sequenzidentitat der humanen Vimentin und Desmin-

Proteinsequenz dargestellt.

Protein N, ([ [ o ( ) coon
L1 L12 L2
Domane | || 1A | 1B || 2A 2B ” |
head rod tail
Sequenzidentitat 23 % 74 % 38 %

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der IF-Domanenstruktur und Sequenzidentitat.
Buchstaben kennzeichnen die Subdomanen und Linker der 'rod’-Doméane. Die Sequenzidentitat ist fur
die Domanen der humanen Vimentin und Desmin-Proteinsequenz angegeben.

Aktin und Mikrotubuliflamente konnen durch Substanzen wie Cytochalasin und
Nocodazol polymerisiert oder depolymerisiert werden. Ahnliche Molekdile sind fir IF-
Proteine bisher nicht bekannt. Die Aufklarung der Funktion der IF-Proteine erweist
sich aufgrund ungewodhnlicher biochemischer Eigenschaften, wie z.B. sehr geringe
Loslichkeit, und der funktionellen Redundanz innerhalb der Proteinfamilie, als
schwierig (Coulombe and Wong, 2004). Durch die Etablierung transgener
Mausmodelle konnte demonstriert werden, dal die Gewahrleistung der strukturellen
und mechanischen Stabilitdt der Zelle, sowie der Schutz der Zelle gegen
verschiedene Formen von Strel3 die grundlegende Eigenschaft der IF-Proteine
darstellt (Fuchs and Cleveland, 1998). Zusatzlich zu ihren strukturellen Funktionen
sind IF-Proteine auch in die unterschiedlichsten zellularen Prozesse, wie z.B.
Apoptose, Zellmigration, Reaktion auf metabolischen Strel3, Vesikeltransport und
Zelladhasion, involviert (Coulombe and Wong, 2004; Kim and Coulombe, 2007;
Magin et al., 2007; Toivola et al., 2005). Desweiteren wird zunehmend klar, dal® zur

allgemeinen strukturellen Funktion individuelle IF-Proteine, zusatzlich zu ihrer

4



Einleitung

Zelltyp-spezifischen Expression, auch spezifische Funktionen in einzelnen Geweben
haben (Abb. 1.3) (Herrmann et al., 2007). Auch die Interaktion von |IF-Proteinen mit
dem Aktin- und Mikrotubulizytoskelett sowie mit einer Vielzahl IF-bindender Proteine
wird als entscheidend fur ihre diversen Funktionen angenommen (lvaska et al., 2007;
Magin et al., 2007; Pallari and Eriksson, 2006). Kapitel 1.2 geht auf die Funktionen
von IF-Proteinen im Zusammenhang mit Erkrankungen ein, sowie Kapitel 1.3.4 auf

die Funktionen von Vimentin.

1.2 Intermediarfilament-Proteine und humane Erkrankungen

Die Hauptfunktion von IF-Proteinen besteht im Schutz der Zellen vor mechanischem
und anderen Formen von Strel3. Einzelne IF-Proteine haben wie in 1.1 dargestellt in
verschiedenen Zelltypen zusatzliche Funktionen. Diese Funktionen wurden durch
Studien mit Gen-knock-out’ und transgenen Mausen, die dominante
Keratinmutationen exprimierten, nachgewiesen (Fuchs and Cleveland, 1998;
Herrmann et al., 2007). Dabei wird die Funktion des endogenen Proteins durch das
mutierte Protein gestdrt und somit ein Effekt erzeugt, der sich gravierender auf die
Funktion auswirkt als der komplette Verlust des nativen Proteins (Herskowitz, 1987).
Es stellt sich daher fur die groRe Familie der IF-Proteine die Frage nach einem
Bezug von Mutationen in IF-Proteinen und humanen Erkrankungen. Der mdogliche
Bezug wurde erstmals durch eine dominante Mutation im Keratin14 Gen der Maus
gezeigt (Vassar et al., 1991). Die transgenen Mause hatten Proteinaggregate des
Zytoskeletts in der Basalschicht der Epidermis und zeigten eine starke Blasenbildung
der Haut sowie Zytolyse. Dies spiegelt die Pathologie der humanen Erkrankung
Epidermolysis bullosa simplex (EBS) wider. Kurz darauf wurden auch Mutationen im
humanen Keratin14 Gen als eine Ursache fur EBS identifiziert (Coulombe et al.,
1991). Seitdem konnten mehr als 30 verschiedene Krankheiten mit Mutationen in
den Genen von IF-Proteinen assoziiert werden. So verursachen z.B. Mutationen in
19 verschiedenen Keratinen Keratinopathien, Mutationen in Desmin und Lamin A
Desminopathien bzw. Laminopathien, sowie Mutationen in GFAP die Alexandersche
Krankheit (Bar et al., 2004; Irvine, 2005; Kim and Coulombe, 2007; Liem and
Messing, 2009; Magin et al., 2004; Omary, 2009).

Trotz der unterschiedlichen klinischen Erscheinungsbilder von |F-Erkrankungen

zeigen sich doch gemeinsame Prinzipien. Es handelt sich um monogene
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Erkrankungen mit einem relativ seltenen Auftreten bei einer Entitat in 25.000 bis
100.000 Personen und sie betreffen in der Regel nur das jeweilige IF-exprimierende
Gewebe (Fuchs, 1997; Irvine, 2005; Magin et al., 2004). Die Gewebeidentitat bleibt
trotz intensiver Reparaturmechanismen erhalten und IF-Proteine sind bisher weder
als Onkogene noch als Tumorsuppressor-Gene identifiziert worden (Magin et al.,
2004). In den meisten Fallen zerstoren Punktmutationen in IF-Proteinen die normale
Organisation des Zytoskeletts und fuhren zur Bildung von zytoplasmatischen
Proteinaggregaten. Insbesondere nach Einwirkung von Strel3 verursacht ein
verandertes Zytoskelett eine erhdhte Zellfragilitat in der Epidermis, dem Herz- oder
Skelettmuskel, abhangig vom betroffenen IF-Protein (Kim and Coulombe, 2007; Uitto
et al., 2007). Proteinaggregate sind nicht nur typisch fur IF-Erkrankungen wie EBS
oder die Alexandersche Krankheit, sondern sind auch charakteristisch fur viele
neurodegenerative  Erkrankungen, weshalb man auch von  Protein-
Konformationserkrankungen spricht. Obwohl die der Aggregation zugrunde
liegenden Pathomechanismen noch nicht vollstandig verstanden sind, geht man
davon aus, dal® Fehler in den Mechanismen der Protein-Qualitatskontrolle eine Rolle
spielen. Einen Hinweis darauf liefert neben dem fehlgefalteten Protein das
Vorhandensein von Ubiquitin, Proteinen des Proteasomenkomplexes und
Chaperonen in den Proteinaggregaten (Aigelsreiter et al., 2007). Aggregations-
erkrankungen werden von der Induktion von Chaperonen begleitet. Ob das auch fur
IF-Proteine gilt, ist bisher nicht geklart.

Interessanterweise konnen Krankheiten mit einem ahnlichen Phanotyp wie die
entsprechende IF-Mutation auch durch Mutationen in einem IF-bindenden Protein,
wie z.B. in Lamin-assoziierten Proteinen, Hitzeschockprotienen (Hsps), Kristallinen
oder in Proteinen der Plakin-Familie, die an Desmosomen Keratine mit Cadherinen
verbinden, entstehen (Magin et al., 2004; Omary et al., 2004). Mutationen im
gleichen IF-Gen konnen, je nach Lage im betroffenen Protein, unterschiedliche
Phanotypen auslésen (Lane and McLean, 2004). So fuhren Mutationen in Domanen,
die fur die Filamentbildung oder fur Protein-Protein-Interaktionen wichtig sind, oft zu
starker ausgepragten Krankheitsbildern (Magin et al., 2004). Dies trifft insbesondere
fur die beiden Enden der a-helikalen ‘rod’-Domane zu, deren Aminosauresequenz
zwischen den |F-Proteinen besonders stark konserviert, und essentiell an der
Filamentbildung beteiligt ist (Abb. 1.3) (Herrmann and Aebi, 2004; Smith, 2003). Eine

besonders haufig festgestellte Mutation, die in etwa 20 % aller Keratinopathien und
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insbesondere bei EBS auftritt, liegt im Kodon der Aminosaure Arginin125 des
Keratin14 (Lane and McLean, 2004; Magin et al., 2004).

Die Abwesenheit von Vimentin in der Maus flhrt zu keinem letalen Phanotyp und
verursacht nur unter Stressbedingungen eine Reihe von pathologischen
Veranderungen (Colucci-Guyon et al., 1994; Pekny and Lane, 2007) (siehe auch
1.3.5). Vimentin konnte daher besonders unter Stressbedingungen eine wichtige
Funktion ausuben. Da die Effekte von Vimentinmutationen in vivo bisher nicht
untersucht worden sind, wurde in Analogie zur haufigsten humanen Keratinmutation
die Vimentinmutation R113C entworfen. Dabei sollten in einem transgenen
Mausmodell aus der engen Verwandtschaft der Keratin- und Vimentinstruktur neue
Erkenntnisse Uber die Funktion von Vimentin in humanen Erkrankungen und Uber

eine mogliche Konservierung der Pathomechanismen gewonnen werden.

1.3 Vimentin

1.3.1 Vimentin-Gen

Vimentin gehort zur Genfamilie der Intermediarfilament (IF) Proteine. Das IF-Protein
in Fibroblasten wurde zuerst von (Franke et al., 1978) isoliert und Vimentin genannt.
Baserga und Kollegen sequenzierten und beschrieben erstmals das humane
Vimentingen (Ferrari et al., 1986). Nach der Entschlisselung des humanen
Genomes zeigte sich, dal} sich nur eine einzelne Kopie des Vimentingens auf
Chromosom 10 befindet (Hesse et al., 2001). Trotz vorhandener alternativer
Spliceseiten wurden bisher keine funktionalen alternativen Spliceprodukte von

Vimentin nachgewiesen.

1.3.2 Vimentin Expression

Wie alle IF-Proteine wird Vimentin differentiell und in zelltypspezifischer Weise
exprimiert. Im adulten Organismus wird Vimentin vorwiegend in den Zellen und
Geweben mesenchymalen Ursprungs gebildet (Bachmann et al., 1983; Colucci-
Guyon et al., 1994). Wahrend der Embryonalentwicklung wird es dagegen in vielen
anderen Zellen vorubergehend synthetisiert. In der Maus ist Vimentin ab dem
Embryonaltag E8,5 im parietalen Endoderm, in primaren Mesenchymzellen, die vom

embryonalen Ektoderm abstammen, und in Neuralleistenzellen nachweisbar
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(Cochard and Paulin, 1984; Franke et al., 1982; Lane et al., 1983). Ab Embryonaltag
E9 ist Vimentin das zuerst exprimierte IF-Protein in den Zellen, die zu Muskel- oder
Nervenzellen differenzieren (Cochard and Paulin, 1984; Furst et al., 1989) und wird
im weiteren Verlauf der Histogenese durch andere IF-Proteine ersetzt. Im
Muskelgewebe wird Vimentin durch Desmin ersetzt, in Neuronen durch
Neurofilamentprotein NF-L und in Astrogliazellen durch GFAP. In einigen Astrozyten
bleibt allerdings auch im adulten Organismus eine Koexpression von Vimentin und
GFAP erhalten (Lazarides, 1982). Ebenso wird bei Verletzungen des
Zentralnervensystems (ZNS) in reaktiven Astrozyten wieder vermehrt Vimentin
exprimiert (Takamiya et al., 1988). Vimentin wird in allen Vorlauferzellen des
hamatopoetischen Systems gebildet, wobei die Vimentinexpression je nach Zelltyp
transient bis dauerhaft ist (Dellagi et al., 1983). Weiterhin wird Vimentin neben
Fibroblasten, Endothelzellen und hamatopoetischen Zellen auch in wenigen
epitheloiden Geweben, wie dem Linsenepithel des Auges, exprimiert (Ramaekers et
al., 1980). SchlieBlich wird Vimentin in vielen Zelllinien in Kultur sowie von vielen
Tumoren, zusatzlich zum gewebetypischen IF-Protein dieser Zellen, synthetisiert
(Franke et al., 1979; Osborn and Weber, 1983). Daher wird die Vimentinexpression
in der Pathologie auch als Tumormarker verwendet, der den Ubergang von
epithelialen zu mesenchymalen Eigenschaften der Zellen (EMT) anzeigt (Kokkinos et
al., 2007; Mandal et al., 2008).

1.3.3 Vimentin Proteinstruktur und Verteilung in der Zelle

Vimentin zeigt einen sehr hohen Grad an Sequenzidentitat zwischen den Spezies.
Diese reicht von Knorpelfischen bis zum Menschen und unterstreicht eine wichtige
und evolutionar konservierte Funktion von Vimentin (Fuchs and Weber, 1994; Hesse
et al., 2001) (siehe auch Abb. 4.17 C und 4.31). Vimentin hat eine dreigeteilte
Domaénenstruktur mit einer zentralen a-helikalen ’rod’-Domane, die von nicht-o-
helikalen N- und C-terminalen Domanen flankiert wird (Herrmann and Aebi, 2004).
Die 'rod’-Doméane wird unterteilt in 4 Subdomanen 1A, 1B, 2A und 2B, die von kurzen
Linkern unterbrochen werden (Abb. 1.2). Fur die Filamentbildung ist die ’rod’-
Doméne essentiell, da sich einzelne Vimentinmoleklle zu coiled-coil Strukturen
zusammenlagern (siehe auch 1.1). Von einzelnen Bereichen der ’rod’-Doméane
konnte eine Kristallstruktur gewonnen werden (Strelkov et al., 2002), die zusammen

mit Daten aus Ultrazentrifugations- und in vitro Assemblierungsexperimenten eine
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Abb. 1.4: Modell der Vimentin-Dimerstruktur.

Die Buchstaben kennzeichnen die Subdoménen der a-helikalen ’rod’-Domane. Violett sind die
Bereiche des Vimentinmolekils gekennzeichnet, fur welche bisher eine Kristallstruktur vorliegt. Nach
(Strelkov et al., 2002).

molekulare Darstellung der Vimentinstruktur erlaubt (Herrmann and Aebi, 2004) (Abb.
1.4).

In der Zelle bildet Vimentin ein ausgedehntes irregulares Filamentsystem (Abb. 4.13),
das den Zellkern, Organellen und die Plasmamembran verbindet sowie Uber
assoziierte Proteine mit Aktin- und Mikrotubulifilamenten wechselwirken kann (Evans,
1998; Helfand et al., 2003; Svitkina et al.,, 1996). Dieses IF-Netzwerk ist eine
dynamische Struktur, die als Reaktion auf verschiedene Signale immer wieder
reorganisiert wird. Dabei stehen Vimentinpolymere mit einem kleinen Anteil I6slicher
Vimentinmolekile im Gleichgewicht (Chou et al., 2007). Durch Experimente mit GFP-
markiertem Vimentin in Zellkultur konnte gezeigt werden, dal® unpolymerisiertes
Vimentin mit den Motorproteinen Kinesin und Dynein interagiert und entlang von
Mikrotubuli transportiert wird (Prahlad et al., 1998; Yoon et al., 1998).

Desweiteren  beeinflussen posttranslationale  Modifikationen, insbesondere
Phosphorylierung, die Filamentbildung, modulieren bestehende Vimentinfilamente
sowie die Interaktion mit anderen Proteinen (Inagaki et al., 1997; Izawa and Inagaki,
2006; Sihag et al., 2007). In vitro und in kultivierten Zellen interagiert eine Vielzahl
von verschiedenen Kinasen, wie Proteinkinase A und C, Calmodulin-abhangige
Kinase Il (CAMK), p21-aktivierte Kinase (PAK) und Cyclin-abhangige Kinase 1 (Cdk1)
mit Vimentin und phosphorylieren Serinreste in der N-terminalen ’Kopf-Domane
(Inagaki et al., 1996; Izawa and Inagaki, 2006). Dabei bewirkt die Phosphorylierung
eine Destabilisierung und Depolymerisierung bestehender Filamente, wobei I6sliche
Vimentin-Tetramere freigegeben werden (Eriksson et al., 2004). Besonders gut
untersucht ist die Vimentinphosphorylierung wahrend der Mitose, die einen zeitlich
und raumlich eng durch Phosphorylierung regulierten Prozel} darstellt. Wahrend der
Prometaphase wird die Aminosaure Ser55 durch Cdk1 phosphoryliert. In der
Metaphase bindet dann die Polo-like Kinase (Plk1) diesen Phosphoserinrest, wird

dadurch aktiviert und phosphoryliert wiederum Ser82. Aurora-B und Rho-Kinase

9



Einleitung

phosphorylieren Vimentin an Position Ser71 und Ser72 wahrend der Anaphase bis
zur Zytokinese. Die durch Phosphorylierung induzierte Depolymerisierung des
Vimentinfilamentsystems ist dabei entscheidend fur die Verteilung von Vimentin auf
die beiden Tochterzellen (Izawa and Inagaki, 2006; Sihag et al., 2007). Die Mutation
der beiden Serinreste zu Alanin flhrt in Zellkultur zu Zytokinesedefekten.

Vimentinfilamente kdénnen auch durch Interaktionen mit Caspasen irreversibel
moduliert werden. Eine in vielen IF-Proteinen konservierte Caspase6-
Interaktionsstelle liegt in der Linkerregion Li, der 'rod’-Domane (Marceau et al.,
2007). In Zellkulturexperimenten wird Vimentin durch die Caspasen 3, 6 und 7
proteolytisch gespalten und die Vimentinfragmente wirken verstarkend auf die
Aktivitat der Caspasen und dadurch auf den Apoptosesignalweg (Byun et al., 2001).
Ob dies durch den extrinsischen oder intrinsischen Apoptosesignalweg geschieht, ist

nicht geklart.

1.3.4 Vimentinfunktion

Vimentin ist das IF-Protein aller Gewebe mesenchymalen Ursprungs. Die
Hauptfunktion besteht in der Stabilisierung der Zellen durch Ausbildung eines
suprazellularen Zytoskeletts und der Sicherstellung der Gewebeintegritat durch
Interaktion mit Adh&sionsstrukturen (Herrmann et al., 2003). Uber weitere in vivo
Funktionen ist trotz Expression in einer Vielzahl von Zellen nur wenig bekannt, was
insbesondere an den nur subtilen Effekten der Vimentin ’knock-out-Maus liegt
(Colucci-Guyon et al., 1994). Die an der ’knock-out’-Maus beobachteten Effekte und
damit verbundenen Funktionen sind in Abschnitt 1.3.5 dargestellt.

Weitere Informationen Uber mogliche Vimentinfunktionen in der Zelle wurden durch
Identifizierung und Charakterisierung von Vimentin-interagierenden Proteinen und
durch die Untersuchung von Vimentin-defizienten Zelllinien gewonnen. Dabei werden
putative Funktionen von Vimentin durch eine Beteiligung an Signaltransduktion,
Lipidmetabolismus, Zelladhasion und Migration oder an Transportvorgangen in der
Zelle postuliert (lvaska et al., 2007; Kim and Coulombe, 2007; Pallari and Eriksson,
2006; Toivola et al.,, 2005). Wichtige Gruppen von Proteinen, die mit Vimentin
interagieren, sind in Abb. 1.5 zusammengefal’t und sollen im Folgenden erlautert
werden.

Vimentin steht in der Zelle mit anderen Proteinen des Zytoskeletts und den Zell-Zell-

und Zell-Matrix-Kontakten in Verbindung. Eine wichtige Gruppe von ’Linker’-
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung Vimentin-interagierender Proteine und posttranslationaler
Modifikationen.

Vimentin interagiert mit einer Vielzahl unterschiedlicher Proteine, die in der Abbildung nach ihren
Funktionen gruppiert wurden. Die physiologische Relevanz einiger Interaktionen ist noch nicht geklart.
Erlauterungen im Text.

Proteinen, die IF mit Aktinfilamenten und Mikrotubuli verbinden, sind die Proteine der
Plakin-Familie. Fur Plectin wurde gezeigt, dal® es Vimentin mit Aktinflamenten,
Mikrotubuli und Membran-Adhasionskomplexen verknlpft (Foisner et al., 1995;
Svitkina et al., 1996). Das Aktin-bindende Protein Filamin kolokalisiert mit Vimentin
und verbindet so moglicherweise Vimentin- mit Aktinfilamenten (Brown and Binder,
1992). Vimentin beeinflullt die Zelladhasion durch Regulation von Integrinen, die als
Transmembranrezeptoren Zell-Zell und Zell-Substratkontakte sicherstellen. In
Endothelzellen kann Vimentin direkt und indirekt mit verschiedenen
Zelladhasionskomplexen interagieren (Green et al., 2005; Ivaska et al., 2007). So
verbindet das Adapterprotein Plectin Vimentin mit o684 Integrin-enthaltenden
Fokalkontakten (Homan et al., 2002). Desweiteren wurde eine Interaktion mit a231
und avB3 Integrin-exprimierenden Fokalkontakten (Gonzales et al., 2001; Kreis et al.,
2005; Tsuruta and Jones, 2003) nachgewiesen, wobei Vimentin die GroRe von
Fokalkontakten und die Adhasionsstarke der Zellen beeinflult (Tsuruta and Jones,
2003). AuRerdem kann Synemin, ein Typ IV IF-Protein, durch Interaktion mit Talin

und Vinculin Vimentin an Fokalkontakte binden (Uyama et al., 2006). In den Zellen
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der humanen Hirnhaut wird Vimentin zudem durch Desmoplakin, einem weiteren
Mitglied der Plakin-Proteinfamilie, an Desmosomen gekoppelt (Kartenbeck et al.,
1984).

Vimentin ist auch an der Migration von Zellen, vor allem durch Modulation der
Adhasion und der Verformbarkeit der Zellen, beteiligt. So konnte gezeigt werden,
dafd Vimentin entscheidend fur die Adhasion und Migration von Immunzellen, speziell
von Leukozyten und Lymphozyten, ist (Nieminen et al.,, 2006). Zudem wurde
Vimentin in Podosomen und Filopodia, den Adhasionsstrukturen von Makrophagen,
nachgewiesen und ist dort Gber Fimbrin mit Aktinflamenten verbunden (Correia et al.,
1999). Bei zirkulierenden T-Lymphozyten wurde eine Abhangigkeit der
Deformationsresistenz vom Vimentinfilamentsystem festgestellt (Brown et al., 2001),
was auf eine wichtige Rolle fur Vimentin in der endothelialen Transmigration dieser
Zellen hinweist.

Neben Integrinen bestehen auch Interaktionen von Vimentin mit anderen
Membranproteinen und Rezeptoren. So wurde eine Bindung an das
Transmembranprotein Polycystin-1 (Xu et al., 2001) und ein Einflul auf die
Lokalisierung und Aktivitat des Natrium-Glukose-Kotransporters SGLT1 (Runembert
et al., 2002) nachgewiesen. Zudem konnte auch die Bindung an verschiedene
Proteine von Organellmembranen, wie z.B. die Golgi-Apparat-assoziierten Proteine
Formiminotransferase-Cyclodesaminase (FTCD) und MICAL (Gao and Sztul, 2001;
Suzuki et al., 2002) sowie AP-3, einem Adapterprotein in der Membran von
Lysosomen (Styers et al., 2006; Styers et al., 2004), demonstriert werden. Vimentin
bindet weiterhin an SNAP23, ein Mitglied der SNARE Proteinfamilie, das am
intrazellularen Vesikeltransport und der Fusion mit Zellmembranen beteiligt ist
(Faigle et al., 2000). Dies gibt einen Hinweis auf eine mogliche Beteiligung von
Vimentin an der Positionierung von Organellen und am Vesikeltransport in der Zelle.
Eine grol3e Gruppe Vimentin-assoziierter Proteine sind Kinasen. Kinasen spielen oft
eine Rolle bei der Signaltransduktion, die meist in Kaskaden von
Phosphorylierungsreaktionen ablaufen. IF-Proteine selbst sind auch
Phosphoproteine und werden in dynamischen Prozessen von Kinasen phosphoryliert
und von Phosphatasen dephosphoryliert. Die Phosphorylierung von Vimentin
beeinflullt die Filamentbildung und hat haufig eine Reorganisation des
Filamentnetzwerkes zur Folge. Da Vimentin als Bindungspartner von Kinasen auch

deren raumliche Verteilung und Verfugbarkeit in der Zelle reguliert, wird fur Vimentin
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eine Funktion in der Regulation von Signaltransduktionsprozessen postuliert (Pallari
and Eriksson, 2006). Dies ist sowohl fur das unldsliche filamentdse Vimentinnetzwerk
denkbar, als auch fur den kleinen Anteil I6slicher unpolymerisierter Vimentinmolekule,
deren Verteilung und Funktion bisher weniger untersucht wurden. Vimentin-
assoziierte Kinasen sowie die Vorgange wahrend der Mitose sind in Abschnitt 1.3.3
dargestellt. Phosphorylierung stellt die wichtigste posttranslationale Modifikation von
Vimentin dar. Daneben kommen aber noch andere Modifikationen wie
Glykosylierung, Transglutaminierung, Ubiquitinylierung und proteolytischer Abbau
durch Caspasen vor (Marceau et al., 2007; Omary et al.,, 2006). Eine weitere
Funktion von Vimentin in der Regulation von Signalwegen wurde nach der
Entdeckung der Bindung an das Protein 14-3-3 postuliert. Vimentin bindet mit seiner
N-terminalen ’Kopf-Domane phosphorylierungsabhangig das Adapterprotein 14-3-3¢
und ¢ (Satoh et al., 2004; Tzivion et al., 2000). Die Familie der 14-3-3 Proteine nimmt
eine Schlusselrolle in den Prozessen der Zellteilung, Signaltransduktion und
Apoptose ein (Bridges and Moorhead, 2005; Hermeking and Benzinger, 2006). Dabei
scheint die Vimentinbindung die Interaktion von 14-3-3 mit anderen Zielproteinen zu
limitieren und Vimentin somit indirekt Signalwege zu modulieren.

Die Motorproteine Kinesin und Dynein transportieren oligomere Vimentinspezies
entlang von Mikrotubuli (Gyoeva and Gelfand, 1991; Helfand et al., 2002). Der
gerichtete Transport von Vimentin scheint vor allem bei der neuronalen Regeneration
eine Rolle zu spielen. Dabei bindet partiell proteolysiertes Vimentin nach einer
Verletzung im Axon an pErk und dient als Transportadapter entlang der Mikrotubuli in
den Zellkorper. Dort wiederum werden Zielproteine phosphoryliert, die fur die
Reparatur des Axons verantwortlich sind (Perlson et al., 2005). Vimentin blockiert
wahrend des Transportes sterisch die Dephosphorylierung von pErk und stellt
dadurch den Transport der aktiven Kinase Uber groRe Distanzen sicher (Perlson et
al., 2006).

In weiteren Zellkulturexperimenten wurde eine Beteiligung von Vimentin an der
StreRantwort der Zelle dokumentiert. Dabei bindet Vimentin direkt die Chaperone
Hsp27 und aB-Kristallin, welche die Filamentbildung und Organisation modulieren
(Nicholl and Quinlan, 1994; Perng et al., 1999). Insbesondere die Bindung von
Vimentin an aB-Kristallin stellte sich als abhangig von verschiedenen

Strel3situationen der Zelle heraus (Djabali et al., 1997). Weiterhin konnte gezeigt
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werden, dal ein intaktes Vimentinfilamentsystem einen positiven Einflu auf die
Entwicklung der Thermotoleranz von Zellen hat (Lee and Lai, 1995).

Im Zellkultursystem konnte ein mdglicher Zusammenhang von Vimentin mit dem
Lipidstoffwechsel beobachtet werden (Franke et al., 1987). In Praadipozyten sind
Lipidtropfen von Vimentinfilamenten umschlossen und werden so stabilisiert, indem
hydrophobe Wechselwirkungen mit Organellmembranen verhindert werden. Zudem
ist ein intaktes Vimentinfilamentsystem Voraussetzung fur die Bildung von
Lipidtropfen (Lieber and Evans, 1996). In Vimentin-defizienten SW-13 Zellen spielt
Vimentin vermutlich fur den Transfer von Cholesterol aus LDL fur den
Steroidmetabolismus eine wichtige Rolle (Sarria et al., 1992). Zusatzlich konnte
Vimentin auch mit Glykosphingolipiden kolokalisiert werden (Gillard et al., 1991) und
scheint dabei eine Funktion in der Verwertung von Glykosphingolipiden im Kreislauf
uber Endosomen und den Golgi-Apparat zu besitzen (Gillard et al., 1996). In
Adipozyten ist Vimentin durch die Interaktion mit dem 3-adrenergen Rezeptor in den
Fettabbau involviert (Kumar et al., 2007). Die Rezeptorinteraktion ist entscheidend
fur die Rekrutierung von Src-Kinase, die wiederum Erk aktiviert und dadurch den
Fettabbau induziert (Robidoux et al., 2006).

Fir viele der beschriebenen Vimentinfunktionen ist bisher die physiologische
Relevanz nicht geklart. Es zeigt sich aber, dal® die Vimentin-Protein-Interaktionen
abhangig vom Zelltyp und dem Differenzierungszustand der Zellen sind. Desweiteren
scheint es ein generelles Muster zu sein, dal® viele Vimentin-assoziierte Proteine
sowohl Organisatoren von Intermediarfilamenten, als auch Ziel der Regulation durch

diese sind.

1.3.5 Vimentin ’knock-out’-Maus

Die wohl am besten geeignete und am meisten genutzte Technik fur die Analyse der
in vivo Funktionen von Proteinen ist die Inaktivierung des entsprechenden Gens und
die nachfolgende Untersuchung des Phanotyps in einem Modellorganismus wie z.B.
der Maus. Die Inaktivierung des Vimentingens in der Maus ergab das uberraschende
Ergebnis, dall die ’knock-out-Tiere keinen Phanotyp zeigten, sich normal
fortpflanzten und auch in keinem Vimentin-exprimierendem Gewebe einen
strukturellen Defekt aufwiesen (Colucci-Guyon et al., 1994). Es wurde auch kein
kompensatorischer Effekt anderer IF-Proteine beobachtet, was die Schluf3folgerung

nahelegt, dal} Vimentin zum Erhalt der Gewebeintegritat sowie fur eine normale

14



Einleitung

Entwicklung nicht notwendig ist. Weitere Untersuchungen der ’'knock-out’-Mause
ergaben allerdings Unterschiede zu wt Mausen, vor allem im Zusammenhang mit
Strefsituationen. So zeigen Vimentin-defiziente Mause eine gestorte Wundheilung in
adultem und neugeborenem Hautgewebe, die auf eine reduzierte Beweglichkeit der
Fibroblasten zurlckzufiihren ist (Eckes et al., 2000; Eckes et al., 1998). Dabei ist die
verlangsamte Migration der Fibroblasten zur Wundstelle fur eine verspatete
mesenchymale Kontraktion beim Wundverschluld verantwortlich. In vitro Experimente
mit Vimentin-negativen Fibroblasten ergaben eine reduzierte mechanische Stabilitat,
die von lokaler Reorganisation der Proteine der Fokalkontakte und des
Aktinzytoskeletts begleitet war (Eckes et al., 1998). In Abwesenheit von Vimentin
wurde eine veranderte Modulation des Tonus von vaskularen Gefallen (Terzi et al.,
1997), sowie eine gestorte Transduktion von Scherkraften in den Arterien in Form
von reduzierter Vasodilatation festgestellt (Henrion et al., 1997). Gleichzeitig 16ste
das Entfernen eines Teils der Niere bei Vimentin-defizienten Mausen ein totales
Nierenversagen aus und fuhrte zum Tod, im Gegensatz zu wt Tieren (Terzi et al.,
1997). Diese Ergebnisse demonstrierten eine Beteiligung von Vimentin an der
Regulation des Endothelin-Stickstoffmonoxid-Verhaltnisses, das den Blutfluld in den
Endothelzellen der Niere reguliert. Aulerdem wurde in einem Modell fur
Nierenverletzungen die Bedeutung von Vimentin fur die Lokalisation und Aktivitat des
Natrium-Glukose-Kotransportes SGLT1 in den Zellen der Nierengefalle
nachgewiesen (Runembert et al., 2004; Runembert et al., 2002). Das Fehlen von
Vimentin verursachte in diesem Modell Glukosurie. Durch Verhaltenstests konnte
eine gestorte Motorkoordination in Vimentin-negativen Mausen gezeigt werden, die
mit nekrotischen Purkinje-Zellen und schwach entwickelten Bergmann Gliazellen im
Cerebellum der Tiere einherging (Colucci-Guyon et al., 1999).

Gemeinsam demonstrieren die Beobachtungen an Vimentin ’knock-out’-Mausen eine
Beteiligung von Vimentin an unterschiedlichen physiologischen Prozessen und
postulieren Funktionen, die Uber mechanische Stabilitat von Zellen und Geweben
hinausgehen. Es gibt jedoch auf molekularer Ebene noch keinen Mechanismus oder
Konzept, wie die Abwesenheit von Vimentin diese Veranderungen bewirkt. Es stellt
sich daher die Frage, wie die in vivo Funktion des Vimentins besser aufgeklart
werden kann. Ein klassischer Ansatz besteht in der Uberexpression oder der
Expression von dominant-negativen Formen des Proteins. Besonders deutlich wurde

der Vorteil transgener Systeme beim strukturell verwandten Typ Il IF-Protein GFAP.
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Entgegen den Erwartungen zeigte, wie der Vimentin ’knock-out’, auch der
GFAP ’knock-out’ keinen gravierenden Phanotyp, obwohl in den Astrozyten der
Mause kein GFAP nachweisbar war (Pekny et al., 1995). Die Uberexpression von
GFAP in der Maus lieferte dagegen einen Hinweis auf die Funktion und einen
modglichen Zusammenhang mit einer humanen Erkrankung (Messing et al., 1998). In
den Astrozyten der Mause wurden Proteinaggregate sichtbar, die den
Rosenthalfasern, welche wiederum charakteristisch flir die degenerative
Alexandersche Erkrankung des Menschen sind, glichen. Daraufhin konnten auch in
Patienten der Alexanderschen Erkrankung Mutationen im GFAP-Gen nachgewiesen
werden (Brenner et al., 2001). Dies demonstriert den Zusammenhang zwischen
dominant-negativen GFAP-Mutationen und dem Ausbruch der Krankheit. Dabei hat
der komplette Ausfall eines bestimmten IF-Proteins offenbar weit weniger
gravierende Auswirkungen als das Auftreten von Mutationen, die zur Aggregation
des Proteins in der Zelle fuhren. Wahrscheinlich flhrt die Expression eines
veranderten Proteins zu einer neuen, aber fur die Zelle abtraglichen Funktion (,gain
of toxic function®). Fur die Vimentin ’knock-out-Maus wurde die Hypothese
aufgestellt, da® Vimentin in der Homeostase keine wichtige Funktion ausubt, unter

Strel aber entscheidend fur die Integritat und Funktion ist.

1.4 Struktur von Auge und Linse des Menschen

Das nahezu kugelférmige Auge des Menschen dient der Wahrnehmung optischer
Reize in Form von Farben und Bewegungen. Dabei werden in den Photorezeptoren
der Retina Photonen in elektrische Aktionspotentiale umgewandelt, die im Gehirn zu
einem raumlichen Bild zusammengesetzt werden. Die Retina enthalt etwa 70 % aller
Sinneszellen des Menschen (Campbell, 1997), was die Bedeutung und Komplexitat
dieses Organs unterstreicht.

Das Auge wird von 3 konzentrischen Schichten, der Bindehaut (Conjunctiva), der
Lederhaut (Sklera) und der Aderhaut (Chorioidea) umschlossen (Abb. 1.6 A). An der
Vorderseite des Auges ist die Lederhaut transparent, nicht von der Bindehaut
umgeben und wird als Hornhaut (Cornea) bezeichnet. Ebenso geht in diesem
Bereich die Aderhaut in eine spezialisierte Struktur, die Iris (Regenbogenhaut) Uber,
welche dem Auge die Farbe verleint und durch Regulation der Pupillengrofie die

einfallende Lichtmenge bestimmt (Abb. 1.6 A). Auf der Innenseite der Aderhaut liegt
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A

i Chorioidea
Sklera Retina
Fovea centralis
Ciliarkorper

blinder Fleck

Zonulafasern (Papille)

, Nervus opticus
Iris :
Linse

Pupille

Cornea

Vena und Aorta

Kammer- —— ;
centralis

wasser

Glaskorper

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des menschlichen Auges und der Linse.

A) Auge im Langsschnitt. Die Bindehaut (Conjunctiva) ist nicht eingezeichnet. B) Linse. Die Linse wird
von der Linsenkapsel (A) umschlossen. (B) Einschichtiges Linsenepithel. (C) Am Linsenaquator
neugebildete Linsenfaserzellen, die im Laufe der Differenzierung ihre Organellen und Zellkerne
abbauen. Punkte kennzeichnen Zellkerne. (D) Ausdifferenzierte sekundare Linsenfaserzellen ohne
Organellen. (E) Charakteristische hexagonale Struktur der Linsenfaserzellen im Querschnitt. (F)
primare Linsenfaserzellen im Zentrum der Linse. Modifiziert nach (Campbell, 1997) und (Perng et al.,
2007).

die Netzhaut (Retina), welche die Photorezeptoren enthalt, und die generierten
elektrischen Reize Uber den optischen Nerven zum Gehirn weiterleitet. Durch die
Linse und den Cilliarkérper wird das Auge in 3 Hohlkérper unterteilt, die mit
Kammerwasser geflllte vordere und hintere Augenkammer, vor und hinter der Iris,

sowie den transparenten, gallertartigen Glaskorper. Der Cilliarkorper produziert das
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Kammerwasser und kann durch Muskelrelaxation bzw. Kontraktion die Form der
Linse variieren und dadurch deren Brechkraft verandern.

Die Linse unterscheidet sich von anderen Geweben durch ihre Transparenz und das
Fehlen von Blutgefalken. Eine weitere Besonderheit sind die Zellen im Zentrum der
Linse, die im Gegensatz zu vielen anderen Zelltypen ein Leben lang erhalten bleiben
und dadurch die altesten Proteine des Korpers enthalten (Harding, 2002; Lynnerup et
al., 2008). Die Linse liegt eingebettet zwischen Glaskorper und Kammerwasser (Abb.
1.6 A), von dem sie durch Diffusion mit Nahrstoffen versorgt wird. Die Linse ist von
einer Membran, der Linsenkapsel, umschlossen und enthalt darunter auf der
lichtzugewandten, anterioren Oberflache eine einzellige Schicht von Epithelzellen
(Abb. 1.6 B). Aus diesen proliferierenden Zellen gehen wahrend der
Embryonalentwicklung die Linsenfaserzellen hervor, die einen Grofdteil der Linse
ausfullen (Abb. 1.6 B). Die Linsenfaserzellen liegen dichtgepackt in konzentrischen
Ringen um das Zentrum der Linse. Dabei sind im Zentrum die altesten Zellen, die
primaren Linsenfasern. Wahrend der Entwicklung der adulten Linse lagern sich vom
Linsenaquator aus neue, sekundare Linsenfaserzellen auf die schon vorhanden
primaren Linsenfaserzellen (Graw, 1996). Vom Zentrum der Linse aus werden die
Zellen daher nach aufRen hin immer junger. Die Linsenfaserzellen bauen wahrend
der Differenzierung in einem Apoptose-ahnlichen Prozel} alle Organellen und auch
ihren Zellkern ab (Bassnett, 2002). Der Abbau der Organellen ist essentiell fur die
Transparenz der Linse und ein scharf fokussiertes Bild auf der Retina, da dadurch
die Lichtstreuung und Absorption entlang der optischen Achse stark reduziert wird
(Dahm, 1999). Ein gestorter Abbau der Organellen bzw. des Zellkerns fuhrt zur
Bildung von Katarakten (Bassnett, 2002). Obwohl beim Abbau der Organellen in den
differenzierenden Linsenfaserzellen viele Elemente des Apoptoseprogrammes, wie
z.B. die Aktivierung der Caspasen 3 und 6 (Zandy et al., 2005), vorhanden sind,
zeigen sich doch zwei entscheidende Unterschiede. Zum einen kommt es wahrend
der Differenzierung der Linsenfaserzellen nicht wie in der Apoptose zu Einstulpungen
der Plasmamembran und zum anderen bleibt das Aktinzytoskelett intakt und wird
nicht abgebaut (Bassnett, 2002). Daher spricht man im Fall des Organellenabbaues
auch von attenuierter Apoptose (Dahm, 1999).

Zusatzlich zum Aktin- und Mikrotubulizytoskelett enthalten Linsenfaserzellen zwei
unabhangige IF-Netzwerke, die zum einen aus Vimentin und zum anderen aus

einem Kopolymer der Linsen-spezifischen IF-Proteine Filensin und CP49 bestehen
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(Sandilands et al.,, 1995a). Filensin und CP49 werden ausschliellich in den
Linsenfaserzellen exprimiert und haben im Vergleich zu anderen IF-Proteinen
ungewodhnliche Sequenzeigenschaften (Song et al., 2009). CP49 hat keine C-
terminale 'Schwanz’-Domane und Filensin weist eine verkurzte 'rod’-Doméane auf und
weicht von der konservierten IF-Konsensussequenz an den Enden der 'rod’-Domane
ab (Perng et al., 2007). In vitro kdnnen sowohl Filensin als auch CP49 allein keine
Filamente bilden, nur in der Mischung in einem molaren Verhaltnis von 1:2 bilden
sich typische IF (Song et al., 2009). Native, aus der Linse isolierte Filamente sind in
regelmalligen Abstanden mit 10-15 nm groRRen, globularen Proteinen, den a-
Kristallinen, dekoriert. Deshalb spricht man bei den Linsen-spezifischen IF auch
von ’'beaded-filaments’. o-Kristalline sind kleine Hitzeschockproteine mit
Chaperonaktivitat. Die Funktion ihrer Assoziation mit den Linsen-IF ist noch nicht
geklart (Perng et al., 2007). Vimentin wird in der Linse sowohl in den Epithelzellen,
als auch in den Linsenfaserzellen exprimiert (Ramaekers et al., 1980). Zusatzlich zu
Vimentin und den 'beaded-filaments’ werden in der Linse noch weitere IF-Proteine in
geringer Menge exprimiert. Im Epithel der adulten Linse werden GFAP und die
Keratine 8, 18 und 19 exprimiert, wahrend Synemin im Epithel und in
Linsenfaserzellen exprimiert wird (Song et al., 2009). Die IF-Proteine der Linse,
Vimentin, CP49 und Filensin, sind entscheidend fur den Erhalt der optischen
Eigenschaften, indem sie die dichtgepackte, hexagonale Struktur der
Linsenfaserzellen aufrechterhalten (Perng et al., 2007). Obwohl ’knock-out’-Mause
fur alle 3 IF-Proteine des Auges etabliert wurden, ist bisher nicht klar, welches der
beiden IF-Netzwerke die mechanische Stabilitat der Linse gewahrleistet (Alizadeh et
al., 2003; Alizadeh et al., 2002; Colucci-Guyon et al., 1994). AuRerdem sind Filensin
und CP49, zusammen mit den Kristallinen, an der Bildung der kristallinen Masse der
Linse beteiligt. Kristalline werden in der Linse in groler Menge exprimiert und stellen
durch ihre dichte und regelmalige Anordnung den Brechungsindex und die
Transparenz der Linse sicher (Delaye and Tardieu, 1983). Sie bilden etwa 90 % der
I6slichen Linsenproteine (Andley, 2007). Man unterscheidet 2 Gruppen, a- sowie By-
Kristalline, wobei den a-Kristallinen durch ihre Chaperonaktivitat eine besondere
Rolle beim Schutz der Linse vor Apoptose und Proteinaggregation zukommt (Andley,
2007; Horwitz, 1992). o-Kristalline interagieren mit IF-Proteinen in der Linse und
modulieren dadurch deren Filamentbildung (Djabali et al., 1997; Nicholl and Quinlan,
1994).
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1.5 Katarakt

Katarakte werden charakterisiert durch eine Tribung der Linse des Auges und sind
weltweit die haufigste Ursache fur Erblindung des Menschen (Harding, 2002). Sie
werden unterteilt nach der Lage des Katarakts in der Linse (total, polar, zonular,
kapsular) und nach dem Beginn des Auftretens (angeboren, Jugend, altersbedingt)
(Shiels and Hejtmancik, 2007). In Abb. 1.7 sind ein normales Auge und exemplarisch
die klinischen Erscheinungsformen von zwei Typen von Katarakten dargestellt. Die
charakteristische Linsentrubung resultiert aus einer veranderten Lichtbrechung
aufgrund von Veranderungen der Linsenproteine und/ oder der Struktur der
Linsenfaserzellen. Dies beinhaltet Membranveranderungen, Bildung von Vakuolen
und Akkumulation von Proteinaggregaten mit einem Durchmesser von mehr als 0,1
nm (Shiels and Hejtmancik, 2007). Am haufigsten verursachen allerdings
Proteinaggregate einen veranderten Brechungsindex und damit eine Tribung der
Linse. Auch wenn die klinischen Erscheinungsbilder von Katarakten unterschiedlich
sind, zeigt sich doch als allgemeiner Grundzug der Kataraktbildung eine Modifikation
von Proteinen, die einhergeht mit Konformationsédnderungen und schliel3lich zu
Proteinaggregation flhrt, die direkt fur die Linsentribung verantwortlich ist. Daher
dienen Katarakte auch als Beispiel und Modell fir Protein-Konformationskrankheiten
(Harding, 2002).
Grunde fur die Fehlfaltung und Konformationséanderung von Proteinen liegen zum
einen in chemischen, nicht-enzymatischen Veranderungen von Proteinen, wie z.B.
Glykierung, Carbamylierung, Deamidierung, Reaktionen mit Kortikosteroiden und
Racemisierung von Asparaginsaure (Harding, 2002). Die chemische Modifikation von
Proteinen ist ein altersbedingter Prozel3 (Horwitz, 2003), von dem angenommen wird,
dall er zu einer veranderten Oberflachenladung der Proteine und dadurch zu
erhdhter  Aggregationsneigung fuhrt. Dabei handelt es sich bei den
Proteinmodifikationen um unspezifische Reaktionen, die nicht nur die strukturellen
Proteine, wie Kristalline, Vimentin und ’beaded-filaments’ betreffen, sondern auch
Enzyme in der Linse inhibieren. Ebenso lassen sich die bekannten Risikofaktoren flr
das Entstehen von Katarakten, wie z.B. Rauchen, Ubermafliger Alkoholkonsum,
Diabetis, Nierenerkrankungen, UV-Strahlung und oxidativer Stre3 (Harding, 2002)
auf nicht-enzymatische, posttranslationale Proteinmodifikationen zurtckfuhren.
Zum anderen flihren Genmutationen in Linsenproteinen, wahrscheinlich durch
Konformationsanderungen und gestorte Interaktion mit anderen Proteinen und
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Iris  Linse Augenlid Linse  Katarakt

7

/
Iris Linse Linse Katarakt

Abb. 1.7: Klinisches Erscheinungsbild von Katarakten.

Abgebildet sind jeweils eine Photographie, Schraglichtbeleuchtung und eine schematische Darstellung,
in der die Linsentribung grau hervorgehoben ist. A) Normales Auge. B) Nuklearer Katarakt. C)
Zonularer Katarakt mit 'staubartiger’ Ablagerung in der Linse. Modifiziert nach (Francis et al., 1999).

Membranen, in der Maus und im Menschen zu Proteinaggregation und final zum
Katarakt (Graw, 2003; Hejtmancik, 2008). Mutationen in Aquaporin, einem in der
Linse stark exprimierten Transmembranprotein, und in den Gap Junction-bildenden
Connexinen 46 und 50 (Francis et al., 2000; Mackay et al., 1999; Rees et al., 2000)
fUhren beispielsweise zur Ausbildung eines Katarakts, ebenso wie Mutationen in den
a, B, und y-Kristallinen (Berry et al., 2001; Heon et al., 1999; Litt et al., 1997; Litt et al.,
1998; Vicart et al., 1998) sowie den 'beaded-filament’-Proteinen Filensin und CP49
(Conley et al., 2000; Jakobs et al., 2000; Ramachandran et al., 2007). Mutationen in
den Transkriptionsfaktoren PITX3, PAX6, SOX2, die fur Morphogenese des Auges
verantwortlich sind, kdnnen unter anderem zum Katarakt fihren, aber auch zu
Augenfehlbildungen und dem kompletten Verlust der Augenanlage. Mutationen im
Hitzeschock-Transkriptionsfaktor HSF4, welcher die Transkription von Kristallinen
steuert, kdnnen ebenfalls Katarakte verursachen (Graw, 2003; Hejtmancik, 2008).

Die Pathomechanismen, die zu Katarakten fuhren, sind in den molekularen Details
noch weitgehend unbekannt. Es zeigen sich allerdings Gemeinsamkeiten mit
neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson, Huntington und der
Alexanderschen Erkrankung, in Bezug auf Proteinaggregation (Graw, 2009; Quinlan

et al., 2007). Wie in den Aggregaten neurodegenerativer Erkrankungen, wurde auch
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in Katarakten eine erhdhte Menge an aB-Kristallin nachgewiesen (Ecroyd and Carver,
2009; Horwitz, 2003). Mit seiner Chaperonaktivitat tragt a-Kristallin im Auge zur
Transparenz der Linse bei, indem es fehlgefaltete und denaturierte Proteine bindet
und sie so in einer I6slichen Konformation halt (Horwitz, 2003). Potentiell 1aRt sich
dieser Mechanismus auch auf andere Proteinaggregationskrankheiten tbertragen.
Uber eine Beteiligung von Vimentin an der Entstehung von Katarakten ist bisher
wenig bekannt. Zwar konnte gezeigt werden, dal die Uberexpression von Vimentin
in der Linse von Mausen zu einer gestorten Differenzierung der Linse und zum
Katarakt fuhrt (Capetanaki et al., 1989). Allerdings scheint dieser Effekt nicht
spezifisch fur Vimentin zu sein, da auch die Uberexpression von Desmin und NF-L
Differenzierungsstorungen oder Katarakte der Linse verursachten (Dunia et al., 1990;
Monteiro et al., 1990). Vielmehr scheint die Uberexpression eines IF-Proteins das
fein ausbalancierte Verhaltnis von Vimentin und ‘’beaded-filaments’, das
entscheidend fur die Differenzierung und Funktion der Linse ist, zu storen.
Desweiteren verursachte auch die Uberexpression der Proteine Connexin 50, MHC 1
und SV40 T-Antigen, die keinen Bezug zu IF-Proteinen haben, in der Linse die
Bildung eines Katarakts (Chung et al., 2007; Gotz et al., 1991; Martin et al., 1995).
Dies deutet auf eine Stérung der Mengenverhaltnisse der Strukturproteine der Linse
hin.

Bisher ist bei bestehendem Katarakt die einzige Behandlungsmoglichkeit die
Operation und der Ersatz der Linse. Es konnte jedoch gezeigt werden, dald Aspirin
und ahnliche Substanzen vor altersbedingtem Katarakt schitzen kénnen, indem sie

die chemische Modifikation von Proteinen verhindern (Harding, 2002).

1.6 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollte anhand eines vorhandenen Mausmodells die in vivo
Funktion von Vimentin im Auge der Maus aufgeklart, und die von R. Meier-Bornheim
begonnene Charakterisierung der transgenen VimR113C und VIimAC2B Mauslinien
abgeschlossen werden. Zur Verbesserung der Immunfluoreszenzfarbungen sollte ein
neuer anti-Vimentin Antikorper, der insbesondere auf Gewebeschnitten ein
verbessertes Signal/ Hintergrundverhaltnis aufweist, generiert werden.

Da die Vimentin-transgenen Mause als Phanotyp im Auge einen Katarakt der Linse

entwickeln, sollte in Zusammenarbeit mit einer groRen Augenklinik ein
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Patientenkollektiv auf mdgliche Mutationen im Vimentingen untersucht werden. Nach
potentieller Identifikation einer Vimentinmutation in einem Kataraktpatienten sollte
diese in verschiedenen in vitro Zellsystemen charakterisiert, und damit erstmals ein
mdglicher Zusammenhang zwischen Vimentinmutation und humaner Erkrankung
etabliert werden. Bei einem potentiellen Effekt der Mutation auf die Vimentin-
Filamentbildung sollten stabile Zelllinien generiert, und die Mutation in funktionellen
Studien, z.B. in Hinblick auf Apoptose, Zellmigration und Proteasomenaktivitat
untersucht werden. In Zusammenarbeit mit anderen Arbeitsgruppen im Rahmen des
GRK804 sollten mdgliche funktionelle Konsequenzen einer Vimentinmutation mit
kleinen chemischen Verbindungen oder Aptameren im Zellkultursystem beeinfluf3t
werden, um als langfristiges Ziel Behandlungsmaoglichkeiten fur IF-Erkrankungen zu
entwickeln.

In den letzten Jahren wird zunehmend deutlich, dald IF-Proteine in vivo nicht nur fir
die Integritdt und mechanische Stabilitat der Zelle verantwortlich sind, sondern eine
Vielzahl weiterer Funktionen, welche sehr wahrscheinlich auch abhangig vom
Zellkontext sind, austben (Kim and Coulombe, 2007; Magin et al., 2004; Magin et al.,
2007; Toivola et al., 2005). Um ein genaueres Verstandnis des Einflusses von
Protein-Protein-Interaktionen auf die in vivo Funktionen von Vimentin zu bekommen,
sollten mit Hilfe von bioinformatischen Methoden neue Vimentin-interagierende
Proteine identifiziert werden. Die vorhergesagten Protein-Protein-Interaktionen
sollten in Zellkulturexperimenten sowie durch biochemische Methoden verifiziert

werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Chemikalien und Medienzusatze wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den
Firmen AppliChem, Fluka, Invitrogen, Merck, PAA, Roche, Roth, Serva und Sigma-
Aldrich in Analysequalitat bezogen. Enzyme stammten von Fermentas, Roche,

Invitrogen und New England Biolabs, Nukleotide von Fermentas.

2.2 Allgemeine Losungen und Puffer

Soweit nicht anders beschrieben werden Losungen und Puffer in doppelt
destilliertem Wasser (A. bidest) aus einer Millipore-Anlage angesetzt. Die pH-Werte
werden durch Verwendung von HCI oder NaOH eingestellt und die Losungen bei
Raumtemperatur (RT) gelagert. Wenn notwendig werden Lo&sungen zusatzlich

autoklaviert.

2.3 Losungen fur die Nukleinsaureanalytik

2.3.1 LoOsungen zur Praparation genomischer DNS

Lyse-Puffer 100 mM Tris-HCI, pH 8,5
5mM EDTA

0,2 % SDS

200 mM NaCl

Lagerung bei -20°C.

Proteinase K Losung 20 mg/ml Proteinase K in A. bidest
bei -80°C lagern.

RNase Losung 20 mg/ml RNase in A. bidest
bei -80°C lagern.

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

DEPC-H,0 A. bidest mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat, autoklavieren.

2.3.2 Lbésungen zur Praparation von Plasmid-DNS

Resuspensionspuffer P1 50 mM Tris-HCI, pH 8
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A
Lysepuffer P2 200 mM NaOH
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1% SDS

Neutralisierungspuffer P3

3 M Kaliumacetat, pH 5,5 mit Essigsaure einstellen.

2.3.3 Ldsungen zur Gelelektrophorese von Nukleinsauren

DNS-Ladepuffer (10x)

100 mM EDTA, pH 8,0

30 % (v/v) Ficoll

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol
0,25 % (w/v) Orange G

TAE-Puffer (10x)

0,4 M Tris, pH 8,3
0,2 M Acetat
10 mM EDTA

TBE-Puffer (10x)

1 M Tris-Base, pH 8,3
0,83 M Borsaure
10 mM EDTA

SB-Puffer (20x)

200 mM NaOH, pH 8 mit Borsaure einstellen.

Ethidiumbromid-Losung

10 mg/ml Ethidiumbromid (Sigma)

2.4 Losungen fur die Proteinanalytik

2.4.1 Lbsungen fur die Immunoblotanalyse

Acrylamid 37,5:1 Acrylamid/Bisacrylamid
APS 10 % Ammoniumpersulfat
Blockpuffer 5 % Magermilchpulver (Sucofin) in TBST

Bradford-Losung

100 mg Coomassie Brilliant Blau G250 in 50 ml
EtOH und 100 ml H3PO4 I6sen, auf 1 | mit A. bidest
auffillen.

Coomassie Blue-Farbelosung

0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250
10 % (v/v) Essigsaure

30 % (v/v) Isopropanol

Lésung durch Faltenfilter filtrieren.

Coomassie-Entfarber

10 % (v/v) Essigsaure
30 % (v/v) Isopropanol

ECL-Lésung A

50 mg Luminol in 200 ml 0,1 M Tris-HCI, pH 8,6

ECL-L6sung B

11 mg para-Hydroxycoumarinsaure in 10 ml DMSO

High Salt-Puffer

20 mM Tris-HCI, pH 7,4
1 M NaCl
1 mM EDTA

Laemmli-Laufpuffer (5x)

25 mM Tris-HCI, pH 8,8
192 mM Glycin
0,1 % SDS

Laemmli-Probenpuffer (5x)

50 mM Natriumphosphat, pH 6,8
5 % SDS

40 mM DTT

5mM EDTA

5 mM EGTA
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20 % (v/v) Glycerin
0,01 % (w/v) Bromphenolblau

Low Salt-Puffer

20 mM Tris-HCI, pH 7,4
0,2 M NaCl
1 mM EDTA

Ponceau-Farbelosung

0,1 % (w/v) Ponceau S
3 % (v/v) Essigsaure
lichtgeschutzt lagern.

RIPA-Puffer

50 mM Tris-HCI, pH 7,4

150 mM NaCl

5 mM EDTA

5 mM EGTA

0,1 % (v/v) Triton X-100

Complete Protease Inhibitor (Roche)

Sammelgelpuffer (upper Tris) |1 M Tris-HCI, pH 6,8

0,4 % SDS
Strip-Puffer 0,2 M Glycin, pH 2,2

0,1 % SDS
TBS-Puffer (10x) 100 mM Tris, pH 7,5

1,5 M NaCl
TBST-Puffer TBS-Puffer

0,1 % (v/v) Tween20

TBSTT-Puffer

TBST-Puffer
0,5 % (v/v) Triton X-100

Transferpuffer (Towbin)

25 mM Tris-HCI, pH 8,8
192 mM Glycin

0,1 % SDS

10 % Methanol

Trenngelpuffer (lower Tris)

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
0,4 % SDS

2.4.2 LoOsungen fur die Immunfluoreszenz-Analyse

Ammoniumchlorid-Lésung

50 mM Ammoniumchlorid in PBS

Blockierungsreagenz

5 % (v/v) Ziegennormalserum (NGS)
0,1 % Triton X-100

DAPI

4,6-Diamino-2-phenylindol, 1 mg/ml in A. bidest.
Endkonzentration in Farbreaktion 1 pg/ml. Bei -20°C
lagern.

PFA

4 % Paraformaldehyd (Formalin)

Durch Lésen von kristallinem Paraformaldehyd in PBS,
unter Erhitzen auf 56°C und Zugabe von NaOH, pH 7,4
einstellen. Oder aus 37 % Formaldehyd, verdinnt in PBS.

TBS-BSA

1% BSAin TBS

Mowiol+

Einbettmedium mit zusatzlichem Bleichschutz.
12,5 % Mowiol 4-88 (CalBiochem)

37,5 % Glycerol

30 mM Propylgallat

in PBS, pH 7,4
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2.5 Medien und Losungen fur die Kultivierung von Bakterien

Die Medien werden durch Autoklavieren bei 120°C fur 20 min sterilisiert. Hitzelabile
Zusatzstoffe werden sterilfiltriert und den Medien nach Abkuhlen auf 50-55°C
zugegeben. Zur Herstellung von Agarplatten wird dem Medium vor dem
Autoklavieren 1,5 % (w/v) Agar zugegeben. Antibiotika werden nach Abklhlen des
Agars auf 50-55°C hinzugegeben und die Platten werden unter sterilen Bedingungen

gegossen.

2.5.1 Medien und Losungen zur Herstellung kompetenter Bakterien

TFB | 30 mM Kaliumacetat, pH 5,8
50 mM MgCl,

100 mM KCI

15 % Glycerol

TFB Il 10 mM MOPS, pH 7,0
75 mM CaCl,

10 mM KCI

15 % Glycerol

2.5.2 Medien und Losungen zur Transformation und Kultivierung von Bakterien

Ampicillin 50 mg/ml in A. bidest, Lagerung bei -20°C. Die
Endkonzentration im Medium betragt 50 pg/ml, in
Platten 100 ug/ml.

Chloramphenicol 34 mg/ml in Ethanol, Lagerung bei -20°C. Die
Endkonzentration im Medium betragt 100 ug/ml.

Kanamycin 30 mg/ml in A. bidest, Lagerung bei -20°C. Die
Endkonzentration im Medium betragt 30 ug/ml.

LB-Agar LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar

LB-Medium 1 % Bacto-Trypton
0,5 % Hefeextrakt
172 mM NaCl

pH 7,4

SOC-Medium 2 % Bacto-Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSOq4

20 mM Glukose

TB-Medium 1,2 % Bacto-Trypton
2,4 % Hefeextrakt
0,4 % Glycerol

720 mM K;HPO4
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170 mM KH,PO4
pH 7,4

Tetrazyklin

10 mg/ml in Ethanol, Lagerung bei -20°C. Die
Endkonzentration im Medium betragt 10 pg/ml.

2.6 Medien fiir die Kultivierung eukaryotischer Zellen

2.6.1 Medien und Puffer

Einfriermedium (2x)

20 % DMSO
10 % FCS
in Normalmedium, Lagerung bei -20°C.

CaPO,-Transfektionslésung (2x)

50 mM HEPES, pH 7,05
280 mM NaCl

1,5 mM Na,HPO4

12 mM Glukose

10 mM KCI

DMEM+ (Normalmedium)

Dulbeccos Modified Eagle Medium (Invitrogen)
10 % FCS
1 mM Pyruvat

EBSS

Earle's Balanced Salt Solution (Invitrogen)

Glycerinlésung

50 % CaPOs-Transfektionslosung (2x)
15 % Glycerin

GMEM

Glasgow Minimum Essential Medium (Invitrogen)

Opti-MEM

Serum-reduziertes Medium, basierend auf Eagle's
Minimum Essential Medium (Invitrogen)

PBS (Invitrogen)

138 mM NacCl
2,66 mM KCI

1,5 mM Na;HPO4
8 mM KH2PO4
pH 7,4

Trypsin-Losung

0,25 % Trypsin (Invitrogen)
1 mM EDTA

2.6.2 Inhibitoren und Antibiotika

G418-Stammldsung 50 mg/ml G418 Sulfat (Geneticin) in PBS. Lagerung bei

-20°C. Die Konzentration im Medium ist zelllinienabhangig
zwischen 0,6-1,5 mg/ml.
Cyprofloxacin Stock: 1 mg/ml. Endkonzentration im Medium: 10 pg/ml.
Okadarsaure Endkonzentration im Medium: 1 pg/ml.

Penicillin / Streptomycin | Stock:

10 mg/ml Streptomycin, 10000 U/ml Penicillin.

Endkonzentration im Medium: 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin.
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2.7 Losungen fur histologische Farbungen

Eosin-Losung

0,1 % Eosin Y, vor Gebrauch filtrieren.

Hamatoxylin-Losung

0,1 % Mayers Hamalaunldsung, vor Gebrauch filtrieren.

2.8 Kommerzielle Reagenziensatze

Nucleobond AX-500 Macherey-Nagel
Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen
Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen
QiaEX 1l Gel Extraction Kit Qiagen
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Pierce

2.9 Plasmide

Name Eigenschaften Referenz
pFLAG-CMV-4 Eukaryotischer Expressionsvektor mit Sigma-Aldrich
(6,3 kb) N-terminaler FLAG-Sequenz.
pFLAG-CMV4-BAP | Kontrollvektor, exprimiert die Bakterielle | Sigma-Aldrich
(6,7 kb) Alkalische Phosphatase als N-

terminales FLAG-Fusionsprotein.

pCMV-HA Eukaryotischer Expressionsvektor mit Clontech
(3,8 kb) N-terminaler HA-Sequenz.
pEGFP-C1 Eukaryotischer Expressionsvektor mit Clontech
(4,7 kb) N-terminaler eGFP-Sequenz.
pcDNA 3.1 (+) Eukaryotischer Expressionsvektor mit Invitrogen
(5,4 kb) CMV-Promotor.
pBluescript Il SK(+/-) | Klonierungsvektor Stratagene
(3,0 kb)
pCRIl TOPO Klonierungsvektor Invitrogen
(4,0 kb)
pJET1.2 Blunt Klonierungsvektor Fermentas
(3,0 kb)

2.10 Oligonukleotide

2.10.1 Primer zur Klonierung

Alle Primer wurden von der Firma Operon (KoIn) in salzfreier Qualitat bezogen.

Name Basensequenz (5’—3’) Konstrukt
BN1139 AAGTCGACCATGGCCCAATGGAATCAGCT | humanes STAT3 in
ACAG pCMV-HA
BN1140 TTCTCGAGTCACATGGGGGAGGTAGCGC | humanes STAT3 in
pCMV-HA
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BN1142 AAAAGCTTCGAACCTGCAGGAGGCAGAA | Vimentin D2B-Doméne
GAATG in pPEGFP-C1
BN1143 TTGGATCCCTATCCATTTCACGCATCTGG | Vimentin D2B-Doméne
CGTTC in pPEGFP-C1
BN1116 TATAAAGCTTATGTCCACCAGGTCCGTGT | humanes Vimentin mit
CCTCG Hindlll Schnittstelle vor
ATG
BN1117 CGGGGACGAGGCGTAGAGGC humanes Vimentin mit
Hindlll Schnittstelle vor
ATG
R113C_for | GCTGAATGACTGCTTCGCCAACTACATCG | Mutagenese Vimentin
ATAAGGTGCGCTTCC R113C
R113C_rev | GGAAGCGCACCTTATCGATGTAGTTGGCG | Mutagenese Vimentin
AAGCAGTCATTCAGC R113C
E151K_for | GGACCTCTACAAGGAGGAGATGCGGGAG | Mutagenese Vimentin
CTCCGCCGGCAGG E151K
E151K_rev | CCTGCCGGCGGAGCTCCCGCATCTCCTC | Mutagenese Vimentin
CTTGTAGAGGTCC E151K

2.10.2 Primer zur Genotypisierung von Mausen

Name Basensequenz (5’—3’)

Vim1 TGTCCTCGTCCTCCTACCGC
Vim2 AGCTGCTCGAGCTCAGCCAGC
Vim3 CTGTTCGCCAGGCTCAAGGC
Myc for CTACGATTCACAGCCACCGC
Myc rev CGCAGTGCGCTGCCCAGA

2.10.3 Primer zur Sequenzierung des Vimentingens von Kataraktpatienten

Exon | Fragment | forward Primer (5’—3’) reverse Primer (5°—3’)

GrofRe (Bp)
1.1 499 GAGGGGACCCTCTTTCCTAAC | TCTTGAACTCGGTGTTGATGG
1.2 357 CAGGACTCGGTGGACTTCTC CGAGGCCCAGCTACTTGCAT
2 171 GAGCGAATACGTGGTGTTTG TGCGAGTGGGAAGAGAGTCTA
3 157 CCTCCATGTCCTGTCTTTTCTC | TCATTCCCCGAAAGTCACTC
4 218 GCTGACCGTCTGTCTGTTCTT | GTTGAAGCCGCACTGATTTG
5 294 ACTGCTCTTTCCCTGGCTTT CCCTCTTTTACTGCAGGGTTG
6 357 GGAACAGCTGGGTTTTTCTG TGACACTGCTTAGAGCCCAGT
7 169 TCCCAGTGGTTGAAGTTATTTG | TGCTTTGACATAAACACAGTGG
8 234 TCATTTTTGGCCTGTTTGTTT GCATGAATGAAACCTGAACCT
9 465 GTCTTTGGCATGTGGCATTAT | AGGACCAAGTAGAGAATTGTT

2.11 GroBenstandards

Bezeichnung

FragmentgroRen

DNS 50 bp-Leiter

50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
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(Fermentas) 900, 1000 Bp
A EcoRlI / Hindlll DNS des A-Phagen restringiert mit EcoRI und HindllI:
(Fermentas) 21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027, 1904, 1584,

1375, 947, 831, 564, 125 Bp

Unstained Prote
(Fermentas)

in Ladder
200 kDa

10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 85, 100, 120, 150,

Prestained Protein Ladder
Plus (Fermentas)

10, 15, 27, 35, 55, 70, 100, 130, 250 kDa

2.12 Bakterienstamme

E.coli Stamm Genotyp Verwendung Referenz
TG1 F'traD36 lacl®A(lacZ) M15 Plasmidvermehrung | DSMZ 6056
proA"B" /supE A(hsdM-mcrB)5
(rx - mg - McrB") thi A(lac-
proAB)
TOP10 F'mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) Plasmidvermehrung | Invitrogen
80lacZ M15 lacX74 recA1 deoR | Klonierung
araD139 (ara-leu)7697galU
galK rpsL (StrR) endA1 nupG
XL1-blue recAl endAl gyrA96 thi-1 Plasmidvermehrung | Stratagene,
hsdR17 supE44 relAl lac [F’ Klonierung (Bullock,
proAB laclgZAM15 Tn10 (Tetr)] 1987)
2.13 Eukaryotische Zelllinien
Bezeichnung Eigenschaften Referenz
MCF-7 humane Epithel-Zelllinie, die aus den ATCC: HTB-22
Zellen eines Adenokarzinoms der (Soule et al., 1973)
Brust einer weiblichen Patientin
abgeleitet wurde.
3T3-L1 murine embryonale Fibroblasten- ATCC: CL-173
Zelllinie. (Green and Meuth, 1974;
Todaro and Green, 1963)
3T3 F442A murine embryonale Fibroblasten- (Green and Kehinde, 1976)
Zelllinie. Subclon von 3T3 Zellen, der
mit erhohter Frequenz zu Adipozyten
differenziert werden kann.
SW-13 humane Epithel-Zelllinie, die aus den | ATCC: CCL-105
Zellen eines Karzinoms der (Leibovitz et al., 1973)
Nebenniere einer weiblichen Patientin
abgeleitet wurde.
3T3 E151K 3T3 F442A Fibroblasten, die stabil mit | diese Arbeit
einem Vektor, welcher die humane
Vimentin E151K Punktmutante kodiert,
transfiziert wurden.
3T3 R113C 3T3 F442A Fibroblasten, die stabil mit | diese Arbeit
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einem Vektor, welcher die humane
Vimentin R113C Punktmutante kodiert,
transfiziert wurden.

MEF

murine embryonale Fibroblasten-
Zelllinie, die aus E14 Embryonen des
Stammes C57BI/6 gewonnen wurde.

diese Arbeit

MEF vim™

murine embryonale Fibroblasten-
Zelllinie, die aus E14 Embryonen von
vim ko™ M&usen gewonnen wurde.

diese Arbeit

Myc 9E10

Hybridoma-Zelllinie, die einen
Antikorper gegen humanes c-myc
produziert.

ATCC: CRL-1729
(Evan et al., 1985)

2.14 Mauslinien

Bezeichnung Kurzbeschreibung Referenz
C57BI/6 Inzuchtstamm, schwarz. Charles River
Vim ko™ Mauslinie, welche durch Insertion des (Colucci-Guyon et al.,
Neomycin-Gens in Exon 1 defizient fur 1994)
Vimentin ist.
Vim AC2B tg | Transgene Mauslinie, die unter der (Bornheim et al., 2008)
Kontrolle des endogenen Vimentin
Promotors ein mutiertes Vimentin-Gen
exprimiert. Die 2B-Domane sowie Teile des
N-Terminus wurden deletiert.
Vim R113C tg | Transgene Mauslinie, die unter der (Bornheim et al., 2008)
Kontrolle des endogenen Vimentin
Promotors ein mutiertes Vimentin-Gen
exprimiert. Die Aminosaure Arginin an
Position 113 wurde durch Cystein ersetzt.
Vim wt tg Transgene Mauslinie, welche das Wildtyp (Bornheim et al., 2008)
Vimentin-Gen unter der Kontrolle des
endogenen Vimentin Promotors exprimiert.
Vim AC2B tg / | Mauslinie, die das Vimentin AC2B diese Arbeit
Vim ko™ Transgen auf einem Vimentin-defizienten
Hintergrund exprimiert.
2.15 Antikorper
2.15.1 Primarantikdrper
Antigen Klon Herkunft des Verdiinnung Referenz
Antikorpers
Aktin AC-40 Maus 1:200 (IF) Sigma
1:1000 (WB)
Aktin AC-15 Maus 1:500 (IF) Sigma
1:5000 (WB)
c-Myc 9E10 Maus, Hybridom | unverdunnt (IF) | Sigma,

32




Material

selbst hergestellt
CP49 2980 Kaninchen 1:50 (IF) Roy Quinlan,
1:500 (WB) Durham
F-Aktin Phalloidin-A488 | - 1:20 (IF) Invitrogen
Filensin 3241 Kaninchen 1:50 (IF) Roy Quinlan,
1:500 (WB) Durham
FLAG M2 Maus 1:2000 (IF) Sigma
FLAG F7425 Kaninchen 1:1000 (IF) Sigma
1:5000 (WB)
GFAP Z0334 Kaninchen 1:500 (IF) Dako
GFP 42704 Kaninchen 1:100 (IF) Chemokine
1:2500 (WB)
GFP ab1218 Maus 1:2000 (WB) Abcam
HA 3F10 Ratte 1:1000 (WB) Roche
HSP70 W27 Maus 1:400 (IF) Santa Cruz
1:4000 (WB)
HSP70 SPA-820 Maus 1:5000 (WB) Stressgene
Plectin HD1 Maus 1:200 (IF) Katsushi Owaribe
1:2000 (WB)
Synemin a-Syn Kaninchen 1:200 (IF) Denise Paulin,
Paris
Talin 8D4 Maus 1:200 (IF) Sigma-Aldrich
Tubulin B5-1-2 Maus 1:20.000 (WB) | Sigma
Ubiquitin P4G7 Maus 1:1000 (WB) Abcam
Vimentin 3B4 Maus 1:100 (IF) Harald Herrmann,
1:1000 (WB) DKFZ
Vimentin GP53 Meerschwein 1:100 (IF) Progen
1:2000 (WB)
Vimentin | vim_CT Kaninchen 1:1000 (IF) Peptide Specialty
1:30.000 (WB) | Lab, Heidelberg
Vinculin H-300 Kaninchen 1:250 (IF) Santa Cruz
B1-Integrin | 9EG7 Ratte 1:50 (IF) Reinhard FaRler,
Martinsried
2.15.2 Sekundarantikorper
Antigen Herkunft des Verdinnung Referenz
Antikorpers
Alexa488 Kaninchen Ziege 1:800 (IF) Molecular Probes
Alexa488 Maus Ziege 1:800 (IF) Molecular Probes
Alexa488 Ratte Ziege 1:800 (IF) Molecular Probes
Alexa488 Meerschwein | Ziege 1:800 (IF) Molecular Probes
Alexa594 Kaninchen Ziege 1:800 (IF) Molecular Probes
Alexa594 Maus Ziege 1:800 (IF) Molecular Probes
Alexa594 Ratte Ziege 1:800 (IF) Molecular Probes
Alexa594 Meerschwein | Ziege 1:800 (IF) Molecular Probes
Cy2 Kaninchen Esel 1:800 (IF) Dianova
Cy2 Maus Esel 1:800 (IF) Dianova
Cy2 Ratte Esel 1:800 (IF) Dianova
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Cy3 Kaninchen Esel 1:800 (IF) Dianova
Cy3 Maus Esel 1:800 (IF) Dianova
Cy3 Ratte Esel 1:800 (IF) Dianova
Peroxidase | Kaninchen Ziege 1:30.000 (WB) Dianova
Peroxidase | Maus Ziege 1:30.000 (WB) | Dianova
Peroxidase | Ratte Ziege 1:30.000 (WB) Dianova
Peroxidase | Meerschwein | Ziege 1:30.000 (WB) | Dianova
2.16 Gerate
Gerat Modell Hersteller
Bakterienschuttler innova4000 New Brunswick
Scientific
Blotkammer Trans-Blot Cell BioRad
Blotkammer, Semi dry Fast Blot B49 Biometra
Blotkammer, Semi dry Perfect Blue Sedec M PeqglLab
Brutschrank B6/ B12/ B20 Hereaus
Brutschrank CB 150 Binder
Filmentwicklermaschine Curix 60 Agfa
Fluoreszenz-Mikroskop Axiophot 2 Zeiss
Geldokumentationssystem UV-Systeme Intas
Gel-Giel3stand Mighty Small Dual gel Caster Hoefer
(Polyacrylamidgele)
Gelkammer SEG00 Ruby Amersham
Bioscience
Gelkammer (Agarosegele) B1A, B2 PeqgLab
Gelkammer Mighty Small SE250 Hoefer
(Polyacrylamidgele)
Heizblock HMR20 HLC Biotech
Homogenisator Potter-Elvehjem Braun
Hybridisierungsofen Hybridisierer HB-1D Techne
Kryostat CM3050S Leica
Laminarflow System Herasafe Heraeus
LSM-Mikroskop Fluoview1000 Olympus
LSM-Mikroskop LSM510 Zeiss
Magnetrthrer MR 3001 Heidolph
Mikrotom RM2155 Leica
Mikrowelle, Histologie Vacuum Histoprocessor RHS-1 | Milestone
Mini-Zentrifuge MCF-2360 LMS
Ofen, Gewebetrocknung TDOG66 Medite
Paraffin Tissue-Tek VIP Sakura
Gewebeinfiltrationsautomat
Paraffineinbettstation TEC Sakura
PCR-Thermocycler T Gradient Biometra
pH-Meter 761 Calimatic Knick
Photometer Genesys 10UV Thermo Electron
Pipetten (10, 20, 200, 1000 yl) | Pipetman Gilson
Pipettierhilfe vac-petus Faust
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Polytron Ultra Turrax T 25 Janke & Kunkel
Rollermixer SRT2 Stuart Scientific
Stereomikroskop, praparativ SMZ1500 Nikon
Tischschuttler 3016 GFL
Vakuumpumpe PM20405 VWR
Vortexer Vortex Genie2 Scientific
Industries
Waage BP2100S Sartorius
Waage (Feinwaage) BP210D Sartorius
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Plus Nanopure Barnstead
Wasserbad U3 und TW12 Julabo
Zellkultur-Mikroskop Telaval 31 Zeiss
Zentrifugen 5417R, 5810R, 5417C Eppendorf

2.17 Sonstige Materialien

2.17.1 Verbrauchsmaterial

Plastikwaren und Reaktionsgefal’e werden, von den Firmen Becton-Dickinson,

Eppendorf, Greiner und Sarstedt bezogen.

Dialyseschlauche, AusschlussgrofRe 10 kDa Roth

Faltenfilter Schleicher & Schuell
Hybond N Nitrozellulose Membran Amersham

Parafilm M Pechiney
Roéntgenfilme SuperRX FujiFilm

Sterilfilter 0,4 ym und 0,2 ym

Schleicher & Schuell

Whatman 3MM-Papier GB 002

Schleicher & Schuell

Einfrierbehalter QualiFreeze

Qualilab

2.17.2 Praparationsbesteck

Praparationsbesteck zur Praparation von Embryonen und adulten Tieren wird von

Witte GmbH (Solingen) bezogen. Nach der Benutzung wird das Praparationsbesteck

gereinigt und fur 20 Minuten bei 121°C autoklaviert.

2.17.3 Reagenzien

DPX, Einbettmedium Histologie Fluka
Mineraldl fur PCR Sigma
Prolong Gold, Einbettmedium Invitrogen
Protease Inhibitor Complete Roche
Proteasome Substrate Ill, #539142 CalBiochem
Tissue Tek O.C.T. Sakura
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3 Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Analytische Plasmid-Isolierung (Mini-Praparation)

Die analytische Plasmidisolierung ermoglicht die Praparation von Plasmid-DNS aus
Bakterien. Mit der gewonnenen DNS konnen Testspaltungen unter Verwendung von
Restriktionsendonukleasen durchgefihrt werden, um rekombinante Klone zu
identifizieren.

Eine Einzelkolonie transformierter Bakterien wird in 2 ml LB-Medium mit
entsprechendem Selektions-Antibiotikum tberfiihrt und UN bei 37°C und 225 Upm
inkubiert. Durch Verwendung vom schnellwachsenden E.coli Stamm TG1 in TB-
Medium kann die Inkubationszeit auf 8 bis 10 Stunden reduziert werden. Von dieser
Kultur werden 1,5 ml in ein Mikroreaktionsgefald Uberfuhrt und die Bakterien durch
Zentrifugation (5 min, 3.800 g, RT) sedimentiert. Nach Dekantieren des Uberstands
werden die Bakterien in 400 pl Resuspensionspuffer P1 resuspendiert. AnschlielRend
werden 400 pl Lysepuffer P2 zum Ansatz gegeben, durch Invertieren gemischt und 2
min bei RT inkubiert. Wahrend dieser Zeit werden die Zellwande der Bakterien
zerstort und die RNS durch die im Puffer enthaltene RNase abgebaut. Zum Ansatz
werden 400 pl Neutralisierungspuffer P3 hinzugegeben und durch Invertieren
grundlich gemischt. Durch anschlieBende Zentrifugation bei 20.000 g fur 5 min
kommt es zu einer Sedimentation der Zelltrummer sowie der daran haftenden
genomischen Bakterien-DNS. Der die Plasmid-DNS enthaltende Uberstand wird in
ein neues Reaktionsgefald Uberfuhrt und die Plasmid-DNS durch Zugabe von 1 ml
Isopropanol gefallt. Durch Zentrifugation bei 20.000 g fur 10 min prazipitiert die DNS.
Der Uberstand wird verworfen und die DNS mit 0,2 ml 70 % Ethanol gewaschen.
Nach Trocknung des Pellets wird die DNS in 50 pl TE-Puffer gelost.

3.1.2 Praparative Plasmid-Isolierung (Midi-Praparation)

Zur Isolierung groRerer Mengen (200-400 upg) Plasmid-DNS mit hohem
Reinheitsgrad wird der Reagenziensatz der Firmen Qiagen oder Macherey-Nagel
verwendet. Die Plasmid-Praparation erfolgt durch alkalische Lyse und anschlieRende

lonenaustausch-Chromatographie entsprechend den Herstellerangaben. Die so
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gewonnene Plasmid-DNS wird fur Klonierungen, Sequenzierungen und

Transfektionen von somatischen Zellen verwendet.

3.1.3 Isolierung genomischer DNS aus Gewebe

Zur Isolierung genomischer DNS aus Schwanzspitzen der Maus werden
Schwanzbiopsien (etwa 0,5 cm) in 0,2 ml Lyse-Puffer mit 5 pl Proteinase K (20
mg/ml) und 5 pl RNase (20 mg/ml) bei 55°C, unter langsamer Dreh- oder
Schittelbewegung, UN lysiert. Haare und unldsliche Zellriickstdnde werden durch
Zentrifugation (20.000 g, 5 min, RT) abgetrennt und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal® uberfuhrt. Durch Zugabe von 160 ul Isopropanol und mehrmaliges
Invertieren wird die DNS prazipitiert. Die DNS wird mit einer gelben Pipettenspitze
gefischt, durch kurzes Eintauchen in 70 % Ethanol gewaschen und in ein neues
Reaktionsgefal mit 200 pyl TE-Puffer Uberfuhrt. Das Reaktionsgefal® wird mit
geoffnetem Deckel 10 min bei 65°C inkubiert, um Spuren von Ethanol zu entfernen.
Danach wird die Pipettenspitze entfernt und die DNS wird durch Inkubation flr 3 h
bei 55°C gelost. Die genomische DNS wird bei 4°C gelagert und kann fir

Genotypisierungen mittels PCR eingesetzt werden.

3.1.4 Reinigung und Fallung von DNS

Um Nukleinsauren von Proteinen und anderen Zellbestandteilen zu trennen, bedient
man sich der Phenol/Chloroform-Extraktion. Proteinverunreinigungen werden durch
mehrmalige Phenol-Extraktion vollstandig denaturiert und von den in der wassrigen
Phase verbleibenden Nukleinsduren abgetrennt. Die DNS wird in TE geldst und je
0,4 Volumen TE-gesattigtes Phenol und Chloroform hinzugegeben und grundlich
gemischt. Nach einem Zentrifugationsschritt von 2 min, 20.000 g bei 4°C wird die
obere wassrige Phase abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal® tberflhrt. Bei
bestehender Interphase wird die Phenol/Chloroform-Extraktion wiederholt. Um Reste
von Phenol zu entfernen, wird zum Uberstand 1 Volumen Chloroform zugegeben,
gemischt und erneut zentrifugiert (4°C, 2 min, 20.000 g). Die wassrige Phase wird in
ein neues Reaktionsgefald Uberfihrt und die Nukleinsduren mit einem Volumen
absoluten Ethanol prazipitiert (10 min, 20.000 g). Bei geringen DNS-Konzentrationen

kann zur Erhdhung der Ausbeute vor der Zentrifugation 5 ug Glykogen zugegeben,
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und der Ansatz fir 30 min bei -20°C inkubiert werden. Nach kurzem Trocknen wird
das DNS-Pellet in A. bidest oder TE-Puffer resuspendiert.

3.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNS

Zur Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration einer Losung wird die Absorption
einer geeigneten Verdlinnung bei 260 nm in einer Quarzkivette mit Hilfe eines
Photometers gemessen. Die Konzentration wird unter der Annahme berechnet, dal}
eine Absorption von 1, bei einer Schichtdicke von 1 cm, 50 ug/ml doppelstrangiger
DNS bzw. 40 ug/ml RNS entspricht. Zusatzlich kann das Verhaltnis der Absorption
bei 260 und 280 nm zur Abschatzung der Reinheit einer DNS-Praparation genutzt
werden. Fur reine DNS ergibt sich ein Verhaltnis der Absorptionen 260/280 nm von
1,8 (Sambrook and Russell, 2001).

3.1.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (,Polymerase Chain Reaction® PCR)(Mullis and
Faloona, 1987) ist ein Verfahren zur exponentiellen und selektiven Amplifikation von
DNS-Fragmenten. Hierzu werden aus einem bekannten DNS-Bereich zwei
Oligonukleotid-Startermolekile (Primer) abgeleitet, die gegenlaufig an die
denaturierten komplementaren DNS-Strange binden, deren Sequenzen bekannt sind
und die den gewulnschten Bereich flankieren. Durch die hitzestabile DNS-
Polymerase aus Thermus aquaticus (Tag-Polymerase) werden die 3’-Enden der
Startermolekiile so verlangert, dal® zwei komplementare DNS-Strange entstehen, die
ihrerseits nach der Denaturierung wieder als Matrize dienen. Das Resultat der
Wiederholungen (25-35 fach) aus Denaturierung, Primer-Anlagerung und DNS-
Synthese ist die selektive Amplifikation des Primer-flankierten Bereichs der DNS. Die
abschlieRende verlangerte  Synthesephase ermdglicht die Verlangerung
unvollstandig vervielfaltigter DNS-Strange. Eine Analyse der amplifizierten DNS-
Sequenz erfolgt durch Agarose-Gelelektrophorese. PCR-Puffer (10x), MgCl, und
Tag-Polymerase werden von Invitrogen bezogen. Die Reaktionen werden in der

Regel in einem 25 pl-Ansatz durchgefihrt.
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3.1.6.1 PCR-Analysen transgener Mause

3.1.6.1.1 PCR zum Nachweis des Vimentin Transgens

Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:
DNS 2,0 ul 95°C | 5min 1x
PCR-Puffer (10x) 2,5 pl 95°C | 30 sek
MgCl, [50 mM] 0,75 ul 56°C | 30 sek 30x
dNTP’s [5 mM] 1,0 pl 72°C | 25 sek
myc for. [25 pM] 0,5 ul 72°C | 5min 1X
myc rev. [25 uM] 0,5 ul 4°C 0
A. bidest 17,55 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) | 0,2 pl

Ein PCR-Fragment von 244 Bp zeigt die Anwesenheit des Myc-Tags, N-terminal vom
Transgen, im Genom der untersuchten Mause an. Ein Fragment von 214 Bp die

Anwesenheit des Vim Wildtyp-Lokus.

3.1.6.1.2 PCR zum Nachweis des Vimentin-’knock-outs’

Zum Nachweis der funktionalen Deletion des Vimentingens wird die in Exon 1

inserierte neo-Kassette nachgewiesen.

Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:
DNS 2,0 ul 94°C | 5min 1x
PCR-Puffer (10x) 2,5 yl 94°C | 1 min
MgCl, [50 mM] 0,75 yl 65°C | 30 sek 30x
dNTP’s [5 mM] 1,0 ul 72°C | 40 sek
vim1 [25 yM] 0,5 pl 72°C | 5min 1X
vim2 [25 uM] 1,0 4°C 0
vim3 [25 uM] 0,5 pl
A. bidest 16,55 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) | 0,2 pl

Bei Anwesenheit eines Vim Wildtyp-Allels entsteht ein Amplikon von 398 Bp, im Falle
des Vim ko™ Allels ein PCR-Fragment von 530 Bp. Heterozygote Mause weisen

beide DNS-Fragmente auf.
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3.1.6.2 PCR-Analyse zum Nachweis verschiedener DNS-Molekile

Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:
DNS 1 ul 95°C 5min | 1x
PCR-Puffer (10x) 2,5 pl 95°C 30 sek
MgCl, [50 mM] 0,75 pl 55 - 65°C | 1 min | 30x
dNTP’s [5 mM] 2 ul 72°C 2 min
Primer for. [25 uM] 0,5 ul 72°C 7min | 1X
Primer rev. [25 uM] 0,5 ul 4°C 0
A. bidest 17,55 pl
Tag-Polymerase (5 U/ul) | 0,2 pl

Mit dieser PCR-Reaktion ist die Amplifikation verschiedener DNS-Fragmente mit den
unter Abschnitt 2.10.1 genannten  Primer-Kombinationen  moglich.  Ein

Temperaturgradient ermdglicht die parallele Optimierung der Anealing-Temperatur.

3.1.6.3 ’'Site-directed’-Mutagenese

Bei der ’site-directed’-Mutagenese werden Primer verwandt, die zur
Ausgangssequenz sowohl komplementare als auch mutierte Sequenz enthalten.
Dadurch wird bei der Amplifikation eine DNS mit bekannter Sequenz und einer
definierten Mutation generiert. Wird zusatzlich mit der Mutation eine Restriktionsstelle
eingefugt oder zerstort, kann mittels Restriktion der Erfolg der Mutagenese
nachgewiesen werden. Die Primer sind zwischen 25 und 45 Bp lang und sollten etwa
10 bis 15 Bp korrekte Basenpaarung up- und downstream der Mutation erlauben.
Der GC-Gehalt sollte Uber 40 % liegen und die Primer sollten mit G oder C Basen

enden. Die PCR mul3 mit HPLC- oder Gel-gereinigten Primern durchgeflhrt werden.

Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:
PCR-Puffer (10x) 5 pl 95°C | 30 sek 1X
dNTP’s 1 ul 95°C | 30 sek
DNS 10 ng 60°C |1 min 18x
Primer 1 125 ng 68°C |1 minje kB
Primer 2 125 ng 68°C | 7 min 1X
Pfu-Polymerase (2,5 U/ul) | 1 pl 4°C 0
A. bidest ad 50 pl

Die PCR-Reaktion wird auf Eis abgekuhlt, 10 U Dpnl hinzugeben und nach kurzem
Mischen fur 1 h bei 37°C inkubiert. Dpnl zerschneidet dabei spezifisch die
methylierten und somit unmutierten DNA-Strange. Ein bis 10 ul der Dpnl-verdauten

DNS werden benutzt, um kompetente E.coli zu transformieren. Auf LB-Platten mit
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entsprechendem Antibiotikum werden positive Klone UN selektiert. Aus
Flussigkulturen wird Plasmid-DNA prapariert. Werden durch die Mutation bzw.
Insertion oder Deletion neue Restriktionsschnittstellen geschaffen, kdnnen positive

Klone durch einen Testverdau identifiziert werden.

3.1.7 DNS-Sequenzierung

Alle Sequenzierungen werden als Auftragssequenzierungen bei der Firma 4baselLab
durchgefuhrt. Hierzu werden 10 pg DNS versandt. Zur Sequenzierung werden
Vektor-spezifische Standardprimer oder wenn notwendig, von der Firma

synthetisierte, interne Primer verwendet.

3.1.8 Agarose Gelelektrophorese

3.1.8.1 Native Agarose Gelelektrophorese

Zur analytischen und praparativen Trennung von DNS-Fragmenten dient die native
Agarose-Gelelektrophorese im Gleichspannungsfeld. Die DNS-Molekule wandern
aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen zum positiven Pol. Die
Wanderungsgeschwindigkeit hangt hierbei sowohl von der MolekulgroRe als auch
von der Konformation der DNS-Molekiile (einzelstrangig, doppelstrangig, zirkular
geschlossen oder mit Einzelstrangbruch) ab. Die verwendete Agarosekonzentration
liegt zwischen 0,6 und 2,5 % und richtet sich nach der Lange der zu erwartenden
Fragmente. Dazu wird eine entsprechende Menge Agarose in 1x TAE-Puffer
aufgekocht, nach Abklhlung auf ca. 70°C, 1 pg/ml Ethidiumbromid zugegeben und in
die vorgesehene Gelkammer gegossen. Die zu analysierenden Proben werden vor
dem Beladen des Gels mit der entsprechenden Menge 10x DNS-Ladepuffer versetzt.
Die Bestimmung der DNS-Fragmentlangen erfolgt durch den parallelen Auftrag eines
Langenstandards (siehe 2.11.). Die Auftrennung der Fragmente erfolgt bei

Spannungen bis zu 140 V.

3.1.8.2 Ultraschnelle Agarose Gelelektrophorese in Natrium-Borsaure Puffer

Zur schnellen, analytischen Trennung von DNS-Fragmenten wird die Methode der

ultraschnellen, hochauflosenden Agarose-Gelelektrophorese in Natrium-Borsaure
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Puffer (SB-Puffer) benutzt (Brody and Kern, 2004). Bei der Verwendung von SB-
Puffer findet keine Uberhitzung des elektrophoretischen Systems statt, wodurch eine
bis zu 15-fach schnellere Auftrennung von DNS- und RNS-Fragmenten, im Vergleich
zu TAE-Puffer, moglich ist. Mini-Gele (50 ml) werden mit 200-250 V, grol3e Gele (100

ml) mit einer Spannung von 300-400 V und einer Laufzeit von 10-20 min verwendet.

3.1.9 Enzymatische Modifikation von DNS
3.1.9.1 Restriktion von DNS

Far die Restriktion der DNS werden Restriktionsendonukleasen des Types |I
verwendet. Sie erkennen doppelstrangige, palindromische DNS-Abschnitte von 4 bis
8 Basenpaaren Lange und schneiden fast immer innerhalb der Erkennungssequenz.
In Folge der Restriktion entstehen entweder glatte Doppelstrangenden oder
Einzelstrangenden mit einem 3’- oder einem 5-Uberhang (kohasive Enden). Fir die
vollstandige Spaltung der DNS werden 2 U Restriktionsendonuklease pro uyg DNS
bei der vom Hersteller angegebenen Reaktionstemperatur eingesetzt. Es wird ein

Reaktionsvolumen von 10 pl gewahlt, die Inkubationszeit betragt mindestens 30 min.

3.1.9.2 Auffiillen von 3’ und 5° DNS-Uberhéngen

Durch Restriktionsspaltung entstandene, Uberhdngende DNS-Enden werden
entweder durch die Klenow-DNS-Polymerase | aus E.coli oder die T4-DNS-
Polymerase aus dem Phagen T4 geglattet. Um ein 5’-Uberhdngendes Ende
aufzufillen, wird das Klenow-Fragment verwandt, zum Abbau 3’-Uberhdngender
Enden die T4-DNS-Polymerase. Das Glatten wird im Falle der Klenow-DNS-
Polymerase | in einem Restriktionsansatz von 20 pl mit 1 pl ANTP’s sowie 1 pl
Enzym in Puffer H (Roche) fir 45 min bei 37°C durchgefuhrt. Bei Einsatz der T4-
DNS-Polymerase werden zu 20 pl Restriktionsansatz 2 uyl dNTP’s, 2 pl T4-DNS-
Polymerase und 2,5 ul 10x Puffer hinzugegeben. Der Ansatz wird bei RT flr 5 min
inkubiert. In beiden Ansatzen wird das Enzym anschlief3end hitzeinaktiviert (20 min

bei 65°C) und die DNS prazipitiert oder durch Gelelution gereinigt.
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3.1.9.3 Dephosphorylierung von Vektorenden

Die Dephosphorylierung von Vektorenden wird eingesetzt, um die Religation eines
linearisierten Vektors zu verhindern. Hierzu werden die durch Restriktion
entstandenen freien 5-Phosphatgruppen mit der alkalischen Phosphatase aus
Krabben (SAP = shrimp alkaline phosphatase) entfernt. Der Restriktionsansatz bzw.
das Geleluat wird mit 1,5 U SAP und 0,1 Volumen 10x Phosphatasepuffer versetzt
und fur 30 min bei 37°C inkubiert. Danach werden weitere 1,5 U SAP hinzugegeben
und noch einmal fur 30 min bei 37°C inkubiert. Es folgt eine Hitzeinaktivierung der
SAP bei 65°C fur 20 min sowie die Zugabe von 10 mM EDTA. Die dephosphorylierte

DNS wird in der Regel Uber ein Agarose-Gel gereinigt.

3.1.10 Extraktion von DNS aus Agarosegelen

Das entsprechende DNS-Fragment wird unter langwelligem UV-Licht (304 nm) mit
einem sterilen Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Das Gelstlck wird in ein
2 ml-Reaktionsgefal® dberfuhrt und die DNS mit Hilfe des QiaEX Il Gel Extraction Kit
(Qiagen) entsprechend den Herstellerangaben extrahiert. Die DNS wird mit A. bidest

oder TE-Puffer von den Silikabeads eluiert und bei -20°C gelagert.

3.1.11 Ligation von DNS-Fragmenten

Die Ligation von DNS-Fragmenten wird mit Hilfe der T4-DNS-Ligase durchgeflihrt.
Sie verknlUpft ATP-abhangig freie 5’-Phosphatgruppen mit freien 3’-Hydroxylgruppen
von DNS-Molekilen durch die Bildung von Phosphodiesterbindungen. Die Ligation
kann zwischen glatten oder kohasiven Enden stattfinden. Vektor-DNS (20-50 ng) und
Insert-DNS werden im molaren Verhaltnis von 1:3 bis 1:10 eingesetzt und mit 5 U
T4-Ligase, sowie 2 ul Ligase-Puffer (10x) versetzt. Das Reaktionsvolumen betragt 20
ul. Die Ligation erfolgt entweder bei RT fir 2 h oder UN bei 16°C. 5 pl der

Ligationsreaktion werden benutzt, um kompetente E.coli zu transformieren.

3.1.12 Direkte Klonierung von PCR-Fragmenten

Die direkte Klonierung von PCR-Fragmenten aus dem PCR-Ansatz oder nach

Aufreinigung der PCR-Fragmente aus einem Agarose-Gel (3.1.10) erfolgt nach
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Angaben der Hersteller in die Vektoren pCRII-TOPO, pCR-Blunt-TOPO oder pJET
Blunt. Alle Vektoren sind mit dem Enzymsystem der DNS-Topoisomerase |
ausgestattet und ermdglichen eine schnelle und effiziente Klonierung von PCR-

Fragmenten.

3.1.13 Transformation von E.coli

Als Transformation bezeichnet man die Aufnahme von Fremd-DNS durch
Prokaryoten. Die Bakterienzellwand wird bei dem Verfahren nach (Hanahan, 1983)
durch Behandlung mit CaCl, porés gemacht, so dal} die Aufnahme der DNS

ermoglicht wird.

3.1.13.1 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Mit einer Einzelkolonie werden 5 ml LB-Medium inokuliert und UN auf dem
Thermoschuttler bei 225 Upm und 37°C inkubiert. Sie werden als Vorkultur zu 100 ml
vorgewarmtem LB-Medium gegeben. Die Kultur wird bis zu einer ODgoo von 0,45-
0,55 bei 37°C geschuttelt (225 Upm). AnschlieRend wird die Kultur auf zwei 50 ml
Roéhrchen aufgeteilt und die Bakterien sedimentiert (3600 g, 4°C, 5 min). Der
Uberstand wird dekantiert und das Sediment bei 4°C in je 15 ml TFB | resuspendiert.
Nach einer 10-mindtigen Inkubation auf Eis schlief3t sich eine erneute Sedimentation
(3600 g, 4°C, 5 min) an, der Uberstand wird verworfen. Die Sedimente werden bei
4°C in je 2 ml TFB Il aufgenommen und Aliquots von 50-200 ul Bakteriensuspension
werden in Mikroreaktionsgefallen in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die

kompetenten Bakterien sind bei -80°C tber mehrere Monate lagerbar.

3.1.13.2 Transformation von E.coli durch Hitzeschock

Pro Transformationsansatz wird ein Aliquot (50 ul) transformationskompetenter
Bakterien auf Eis aufgetaut und dem Ligationsansatz beigefugt. Der Ansatz wird fur
30 min auf Eis inkubiert. Wahrend dieser Zeit adsorbiert die DNS an die Bakterien-
zellwand. Zur Transformation wird ein Hitzeschock bei 42°C flr 45 sek durchgefuhrt
und der Ansatz anschliel3end sofort auf Eis gekuhlt. Durch den Hitzeschock wird die
DNS in die Bakterienzelle aufgenommen. Zum Transformationsansatz werden 250 pl
LB-Medium gegeben und bei 37°C auf dem Schuttler (225 Upm) fur 60 min inkubiert.
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In dieser Zeit pragt sich die auf dem Plasmid kodierte Antibiotika-Resistenz aus. Es
werden je 50 pl und 250 pl der Bakteriensuspension auf LB-Platten mit einem

geeigneten Antibiotikum ausgestrichen und die Platten bei 37°C UN inkubiert.

3.1.13.3 Transformation von E.coli durch Elektroporation

Pro Transformationsansatz wird ein Aliquot (50 ul) transformationskompetenter
Bakterien auf Eis aufgetaut und dem Ligationsansatz beigefugt. Der Ansatz wird fur
30 min auf Eis inkubiert. Die Bakterienldsung wird in eine vorgeklhlte Kivette
gegeben und bei 1,2 kV, 3 yF Kapazitat, (BioRad Gene Pulser Il) geschockt. Danach
wird 1 ml 37°C-warmes LB oder SOC Medium zugegeben und der Ansatz 45 min bei
37°C, 225 Upm geschuttelt. Es werden je 100 ul und 400 ul der Bakteriensuspension
auf LB-Platten mit einem geeigneten Antibiotikum ausgestrichen und die Platten bei
37°C UN inkubiert.

3.2 Zellkulturmethoden

Alle Arbeiten zur Kultivierung eukaryotischer Zellen werden in Sterilbanken mit
Laminar-Luftstrom unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Alle bendtigten

Ldsungen werden autoklaviert oder steril filtriert.

3.2.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Die Zellen werden in DMEM-Medium mit 10 % FCS in Inkubatoren bei 37°C und 5 %
CO, kultiviert. Nach drei Tagen ist ein Wechsel des Mediums und/oder das

Passagieren der Zellen notwendig.

3.2.2 Passagieren von Zellen

MCF-7 Zellen werden bei einer Konfluenz von 90-100 % im Verhaltnis 1/6 bis 1/10
aufgeteilt. Hierfir wird das Medium abgesaugt, die Zellen werden mit PBS
gewaschen und es wird 1/10 des Kulturvolumens an Trypsin hinzugegeben. Nach 3-
minutiger Inkubation bei 37°C werden die Zellen durch leichtes Klopfen vom Boden

der Kulturschale abgeldst und das Trypsin durch Zugabe von Medium inaktiviert. Die
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Zellen werden sedimentiert (3 min, 250 g), durch vorsichtiges Pipettieren in Medium

resuspendiert und in den gewunschten Verdlinnungen neu ausplattiert.

3.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Durch Behandlung mit Trypsin werden die Zellen einer 10 cm-Schale mit 90 %
Konfluenz vom Schalenboden abgeldst. Sie werden sedimentiert (5 min, 250 g, RT),
in 500 pl Kulturmedium aufgenommen und in eine Einfrierampulle Uberfuhrt, in die
zuvor 500 ul 2x Einfriermedium vorgelegt wurden. Die beflllte Einfrierampulle wird in
speziellen Behaltern (QualiFreeze, Qualilab) 24 Stunden bei -80°C gelagert, um ein
schonendes, langsames Einfrieren zu gewahrleisten. AnschlieBend werden die
Zellen zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

Zum Auftauen wird ein Zell-Aliquot aus dem flissigen Stickstoff in ein 37°C-warmes
Wasserbad Uberfuhrt. AnschlielRend werden die Zellen in eine Zellkulturflasche mit
entsprechender Menge vorgewarmtem Medium pipettiert. Am nachsten Tag wird das

Medium gewechselt, um Zelltrimmer zu entfernen.

3.2.4 Transfektion von Zellen

Zellen mit 30-80 % Konfluenz werden in 24-Loch bis 6-cm Schalen mit gereinigten
Plasmiden entsprechend den Herstellerangaben mit Lipofectamin2000 (Invitrogen),
Lipofectamin LTX (Invitrogen), CaPO4, FuGene HD (Roche), ExGen500 (Fermentas),
NanoFect (Qiagen) oder Nanofectin (PAA) transfiziert. Fur die meisten Zelllinien
wurde mit Lipofectamin2000 die hdchste Transfektionseffizienz erzielt. Vereinzelt
wurden toxische Effekte beobachtet. Deshalb empfiehlt es sich mehrere Zeitpunkte,
in der Regel 48 und 72 Stunden, nach der Transfektion zu analysieren. MCF-7 Zellen

konnten auch mittels CaPO4 mit bis zu 80 % Effizienz transfiziert werden.

3.2.5 Selektion auf stabile Integration von Plasmid-DNS

Um Plasmid-DNS stabil ins Genom der transfizierten Zellen zu integrieren, wird eine
Selektion auf die Anwesenheit eines Selektionsmarkergens (Neomyzin) durchgefuhrt.
Das Selektionsmedium wird alle 2-3 Tage gewechselt. In einer Verdunnungsreihe
wird zuvor die optimale Konzentration des Antibiotikums flr die entsprechende

Zelllinie bestimmt. Im Fall von 3T3 F442A Zellen wird G418 in einer Konzentration
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von 1 mg/ml eingesetzt. Resistente Klone werden unter Selektionsdruck ausgewahlt,
vereinzelt und mit DMEM+ Medium kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz werden
zwei Drittel der Zellsuspension weiterkultiviert und ein Drittel zur Gewinnung von
Proteinlysat verwendet, das im Immunoblot eingesetzt wird. Ein Teil der Zellen wird
auf Glasplattchen ausgesat, um die Expression des Transgenes mittels
Immunfluoreszenz zu analysieren. Nach Expansion der positiven Klone wird ein Teil

der Zellen zur spateren Verwendung eingefroren.

3.2.6 Herstellung von murinen embryonalen Fibroblasten

Embryonen werden am Tag E14 prapariert und in GMEM uberfuhrt. Der Kopf und die
inneren Organe werden entfernt und der Embryo wird 3x mit PBS gewaschen. Die
Embryonen werden geschnitten und mit 15 ml T/E-Lésung und sterilen Glasperlen
unter Schutteln 10-15 min bei 37°C inkubiert. Zellen werden sedimentiert, in neuem
GMEM Medium mit 10 % FCS aufgenommen und vereinzelt. Aliquots werden auf 10
cm-Schalen ausplattiert. Am nachsten Tag wird das Medium gewechselt. Nach 1-2
Passagen enthalt die Kultur reine Fibroblasten. Aliquots werden in flissigem

Stickstoff gelagert.

3.2.7 Herstellung von Myc-Antikorper

Der Klon 9E10 wird als Suspensionskultur in GMEM Medium mit 10 % FCS bei 37°C
und 5 % CO; kultiviert. Das Medium wird nach 8 Tagen durch Zentrifugation
abgetrennt und in Aliquots bei -80 °C gelagert. Das so gewonnene Myc-Hybridom
wird in verschiedenen Verdunnungen auf Ohr-Kryoschnitten transgener Mause, oder

anderem geeignetem Material, getestet.

3.3 Tierexperimentelle Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Tierversuche erfolgten nach den
Vorgaben des geltenden  Tierschutzgesetzes und sind durch das
Regierungsprasidium Koéln (Az: 50.203.2 - BN24,20/04 und Az: 9.93.2.19.31.07.247)
genehmigt. Tiere werden durch zervikale Dislokation oder CO, getétet.
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3.3.1 Zucht und Haltung von Mausen

Alle Mauslinien werden in Mikroisolatorkafigen des IVC-Typs (individually ventilated
cage) in einem 12-stindigen Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Verpaarungen werden
im Verhaltnis 1:1 oder 1:2 angesetzt. Die Kontrolle des Vaginalpfropfens (VP), der
aus denaturierten Proteinen des Ejakulats besteht, wird am Tag nach der
Verpaarung am frihen Vormittag durchgefuhrt. Der VP 16st sich etwa 12 bis 14
Stunden nach der Verpaarung auf. In der Regel werfen C57BI/6 Weibchen 20 Tage
nach Konzeption (dpc) mit Beginn der Hell-Phase. Den Jungtieren werden im Alter
von 5 bis 6 Wochen Ohrmarken zur Identifizierung gesetzt. Gleichzeitig wird jedem
Tier ein Stuck der Schwanzspitze abgeschnitten, aus dem genomische DNS

gewonnen und der Genotyp der Maus mittels PCR bestimmt wird.

3.3.2 Praparation von Geweben und Organen

Gewebe werden aus der Bauchhohle prapariert und in PBS-Puffer Uberflhrt. Die
einzelnen Organe werden flir die Herstellung von Gefrierschnitten direkt in -80°C
kaltem Isopentan eingefroren und bei -80°C gelagert. Alternativ werden Gewebe in
4 % PFA in PBS fixiert oder in heillem 5x Laemmli-Probenpuffer lysiert.

3.3.3 Herstellung von transgenen Mauslinien

Die DNS-Konstrukte wurden von D. Brohl kloniert (Brohl, 2002) und transgene Tiere
wurden durch Pronukleusinjektion am Karolinska Institut, Zentrum fir Transgene
Technologie Stockholm, erzeugt. Die Grundertiere mit genetischem CBA Hintergrund
wurden auf einen C57BI/6 Hintergrund zurtuckgekreuzt und die Linien wurden als

heterozygote Tiere fur mehr als 7 Generationen fortgefuhrt.

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Zellen

Die Zellen einer 10 cm-Kulturschale mit einer Konfluenz von etwa 90 % werden nach
zweimaligem Waschen mit PBS bei RT und Zugabe von Proteaseinhibitoren
(Complete, Roche) mit einem Gummischaber abgeschabt und in ein neues

Reaktionsgefal® Uberfihrt. Der Ansatz wird fur 10 min gekocht. Das so entstandene
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Lysat kann im Ultraschallbad oder durch Passagieren durch eine Nadel weiter

aufgeschlossen werden. Das Proteinlysat ist bei -80°C lagerbar.

3.4.2 Herstellung von Proteinlysaten aus Geweben

Die praparierten und in Flussigstickstoff gelagerten Gewebeproben werden in 95°C
heiRem 5x Laemmli-Probenpuffer (1 ml pro 100 mg Gewebe) aufgenommen und mit
dem Ultra Turrax (2 min, 8000-20000 Upm) homogenisiert. Nach der
Homogenisation wird die Suspension fir 5 min auf 95°C im Wasserbad erhitzt. Bei
anhaltender Viskositat wird nochmals fur 5-10 min bei 95°C erhitzt. Um die Proteine
von restlichen Verunreinigungen und Zelltrimmern zu trennen, wird die Suspension
zentrifugiert (5 min, RT, 20.000 g) und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR
uberfuhrt. Um ein vollstandiges Losen der Disulfid-Brickenbindungen der Proteine
zu erreichen, wird bis zu einer Endkonzentration von 40 mM DTT zugegeben. Die
Proben werden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Vor dem Gelauftrag
wird das Lysat fur 5-10 min bei 95°C gekocht, um die Proteine zu denaturieren und

die DNS zu hydrolysieren.

3.4.3 Praparation der I6slichen und unldslichen Zytoskelettfraktion

Zytoskelettproteine besitzen im Vergleich zu andern Proteinen eine geringe
Ldslichkeit und kénnen somit durch Extraktion mit detergenshaltigen Losungen oder
durch Puffer mit hoher lonenstarke aus Kulturzellen angereichert werden. Alle
Praparationsschritte werden auf Eis durchgefiihrt. Zellen einer konfluenten 10 cm
Schale werden zweifach mit PBS gewaschen. Anschlielend werden die Zellen mit 4
ml eiskaltem Low-Salt-Extraktionspuffer aufgeschlossen, mit einem Zellschaber
abgeldst und in einen Glas-Homogenisator Uberfluhrt. Nach 5-facher Homogenisation
mit einem L-Pistill wird dem Homogenisat Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche)
zugefugt, 5 min auf Eis inkubiert und anschlieRend abzentrifugiert (10 min, 7.000 g,
4°C). Der Uberstand wird abgenommen (lésliche Fraktion, SF), das Sediment in 7 ml
High-Salt-Extraktionspuffer resuspendiert und weiter in einem Glas-Homogenisator
mit S-Pistill etwa 30-fach homogenisiert. Nach einer weiteren Inkubation fir 30 min
auf Eis wird die unldsliche Fraktion (CF) abzentrifugiert (10 min, 15.000 g, 4°C) und

der Uberstand verworfen. Das Pellet der unléslichen Fraktion wird in 600 ul TE-Puffer
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resuspendiert, erneut abzentrifugiert und anschlieBend in 400 pl 5x Laemmli-

Probenpuffer aufgenommen. Die Lagerung erfolgt in Aliquots bei -80°C.

3.4.4 Bestimmung der Proteasomenaktivitat in Zellhomogenisaten

5 Millionen Zellen werden in 2 ml Earl’s balanced salt solution (EBSS) in einem
Potter-Elvehjem Homogenisator (Braun) bei 4°C und 1,200 rpm fir 3 Minuten
aufgeschlossen. Im Uberstand wird die Spaltung eines synthetischen, fluorogenen
Proteasomensubstrates (50 uM, CalBiochem #539142) mit einem Varioskan
Plattenreader (Thermo Fisher Scientific) bei 37°C uber einen Zeitraum von 90
Minuten gemessen. Der Versuch wird im Triplikat durchgefuhrt und die

Proteasomenaktivitat wird normalisiert auf eine Proteinkonzentration von 1 pg/ul.

3.4.5 Bestimmung der Caspase- und Transglutaminase-Aktivitat

Die Caspase- und Transglutaminase-Aktivitat in Zell- und Gewebeextrakten wird

bestimmt, wie unter (Bornheim et al., 2008) beschrieben.

3.4.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

3.4.6.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) basiert auf den protein-
bindenden Eigenschaften des Coomassie Brilliantblau G250 Farbstoffes. Der
gebildete  Protein-Coomassie-Komplex verursacht eine Verschiebung des
Extinktionskoeffizienten von 465 nm auf 595 nm, im Vergleich zum freien Farbstoff.
Die Methode ist geeignet fur Konzentrationen von 0,1-5 mg/ml Protein, flr geringere
Konzentration ist die BCA-Reaktion zu bevorzugen. Die Reaktion kann sowohl mit
Klvetten und einem konventionellen Photometer als auch im Plattenformat mit Hilfe
eines VarioScan Plattenreaders durchgefihrt werden.

Zur Proteinbestimmung werden zu 1 ml Bradfordreagenz 10 pl Proteinlysat oder
entsprechende Verdunnung gegeben und nach 5 min Inkubation bei RT die
Extinktion bei 595 nm gemessen. Gleichzeitig wird eine Eichkurve mit einem BSA-
Standard (0-1,25 bzw. 5 mg/ml in PBS) angesetzt und gemessen. Die Umrechnung

der Proteinkonzentration anhand der Standard-Eichkurve erfolgt graphisch.
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3.4.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit BCA

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinlysaten mit geringen Konzentrationen im
Bereich von 5-250 ug/ml, wird der Reagenziensatz ,Bicinchinonic Acid Kit “ der Firma
Sigma verwandt. Es werden 2 bzw. 5 ul Lysat eingesetzt (Doppelbestimmung). Das
Prinzip dieses Nachweises beruht auf der Fahigkeit von Proteinen, Kupfersulfat zu
reduzieren. Die Bicinchoninsaure (BCA) komplexiert in einer Biuret-Reaktion das
reduzierte Kupfer. Die Absorption dieses Komplexes ist bei 562 nm photometrisch
nachweisbar, hierbei ist die Absorption proportional zur Proteinkonzentration. Die

Durchfihrung erfolgt nach den Herstellerangaben.

3.4.7 Proteinfallung

3.4.7.1 Proteinfallung mit Trichloressigsaure

Proteine konnen durch Fallung mit Trichloressigsaure angereichert werden. Dazu
wird auf Eis pro Volumeneinheit Proteinlosung 1 Volumen 10%ige Trichloressigsaure
zugegeben, durch Invertieren gemischt, fir 5 min auf Eis inkubiert und anschliel3end
abzentrifugiert (5 min, 20.000 g). Der Uberstand wird verworfen und das Pellet mit
96% Ethanol gewaschen und getrocknet. Das Pellet wird in 5x Laemmli-Probenpuffer

aufgenommen, 5-10 min bei 95°C gekocht und in Aliquots bei -80°C gelagert.

3.4.7.2 Proteinfallung mit Aceton

Proteine konnen durch Fallung mit Aceton angereichert werden. Dazu wird die
Proteinldsung mit 9 Teilen Aceton versetzt, grindlich mittels Vortexer aufgewirbelt
und fir 1 h bei -20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min, 14.000 g, 4 °C) wird der
Uberstand entfernt, das Pellet in 0,5 ml eiskaltem 80%igen Aceton aufgenommen
und erneut grindlich aufgewirbelt. Nach Zentrifugation wie zuvor wird das Pellet mit
0,5 ml eiskaltem absoluten Aceton versetzt, aufgewirbelt und nochmals zentrifugiert.
Nach Abnehmen des Uberstandes wird das Pellet bei RT vollstandig getrocknet und

dann in 5x Laemmli-Probenpuffer resuspendiert.
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3.4.7.3 Proteinfallung mit Methanol und Chloroform

Proteine konnen durch Fallung mit Methanol und Chloroform angereichert werden.
Dazu wird die Proteinlosung mit 3 Teilen Methanol und einem Teil Chloroform
versetzt und grundlich mittels Vortexer gemischt. Nach Zugabe von 3 Teilen Wasser
wird fur eine Minute gemischt. Danach wird die Lésung fir 5 min, 10.000 g
zentrifugiert. Die obere Phase wird abgenommen und verworfen. Die Losung wird mit
3 Teilen Methanol versetzt, gemischt und fur 5 min, 10.000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen. Das getrocknete Pellet wird in 5x Laemmli-Probenpuffer

resuspendiert.

3.4.8 Vimentin in vitro-Assemblierung und Viskositatsmessungen

Fir in vitro Polymerisierungsexperimente werden Vimentin oder Vimentin-
Punktmutationen in E. coli Uberexprimiert und anschlieBend gereinigt. Unter
spezifischen Pufferbedingungen kann die Filamentbildung analysiert werden. Die
Experimente werden in Kooperation mit Prof. Dr. H. Herrmann, DKFZ, Heidelberg
durchgefuhrt. Die Experimente werden durchgefihrt, wie unter (Herrmann et al.,
1996) beschrieben.

3.4.9 Immunoblotanalysen

3.4.9.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) ermoglicht die
Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld,
unabhangig von ihrer Eigenladung. Die Proteinproben werden mit SDS, einem
anionischen Detergens, behandelt, welches sich an hydrophobe Aminosauren
anlagert, so dal® die Eigenladung der Proteine vernachlassigt werden kann. Durch
den Zusatz von B-Mercaptoethanol werden inter- und intramolekulare Disulfidbricken
reduziert. Die Proteinauftrennung erfolgt mit einem Sammel- und einem Trenngel, die
sich in ihrem pH-Wert und ihrer Porengrof3e unterscheiden. Hierdurch wird die
Fokussierung der Proteine in scharfe Banden erreicht. Die SDS-Proteinkomplexe
ordnen sich im groBRporigen Sammelgel (pH 6,8) zwischen den vorauslaufenden
Chloridionen (Leitionen) und den Glycin-Molekulen (Folgeionen) an, die bei diesem
pH-Wert Uberwiegend als Zwitterionen mit einer Nettoladung von null vorliegen. Im
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kleinporigen Trenngel (pH 8,8) erhalt das Glycin eine negative Gesamtladung und
uberholt die SDS-Proteinkomplexe, wodurch der Sammeleffekt aufgehoben wird.
Nun trennen sich die SDS-Proteinkomplexe nach ihrer molekularen Masse. Sie
konnen anschlieRend mit verschiedenen Farbemethoden sichtbar gemacht werden.
Zunachst wird das Trenngel bis etwa 0,5 cm unterhalb der Auftragetaschen
gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels
wird das Sammelgel gegossen und der Auftragekamm eingesetzt. Das
auspolymerisierte Gel wird in die Elektrophoreseapparatur eingespannt und die
Pufferkammer mit 1x Laemmli-Laufpuffer geflllt. Die mit 5x Laemmli-Probenpuffer

versetzten Proben, sowie ein GréRenstandard werden auf das Gel aufgetragen. Die

kleine Gele 8 % 10 % 12 % 15 %
30 % Acrylamid [1,35/2,7ml |1,65/3,3ml |2/4 ml 2,25/4,5ml
Lower Tris 1,25/25ml (1,25/2,5ml |1,25/2,5ml |1,25/2,5 ml
A. bidest 2,4/4,8 ml 21/42ml |1,75/3,5ml |1,5/3 ml
Temed 5/10 pl 5/10 pl 5/10 pl 5/10 pl
10 % APS 50 /100 pl 50/100 yl |50/ 100 pl 50/100 pl

Tabelle 1: Zusammensetzung der kleinen SDS-PAGE-Trenngele. Angegeben sind die
Volumina fir je 1 bzw. 2 kleine Gele.

30 % Acrylamid |220 /440 pl 30 % Acrylamid 1,6 ml
Upper Tris 500/ 1000 pl Upper Tris 3 mi

A. bidest 1,3/2,6 ml A. bidest 7,4 ml
Temed 3/6ul Temed 20 pl

10 % APS 20 /40 pl 10 % APS 100 pl
Tabelle 2: Zusammensetzung der kleinen Tabelle 3: Zusammensetzung der grofden
SDS-PAGE-Sammelgele. Angegeben sind SDS-PAGE-Sammelgele. Angegeben sind
die Volumina fur je 1 bzw. 2 kleine Gele. die Volumina fur 2 grof3e Gele.

groBe Gele 8 % 10 % 12 %

30 % Acrylamid 17,8 mi 22,2 ml 26,7 ml

Lower Tris 16,7 ml 16,7 ml 16,7 ml

A. bidest 32,1 ml 27,8 ml 23,3 ml

Temed 67 ul 67 ul 67 ul

10 % APS 670 pl 670 pl 670 pl

Tabelle 4: Zusammensetzung der groBen SDS-PAGE-Trenngele.
Angegeben sind die Volumina fir 2 groRe Gele.
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Elektrophorese erfolgt bei RT, zum Sammeln der Proben wird eine Stromstarke von
10 mA angelegt. Sobald die Probe das Trenngel erreicht hat, wird die Stromstarke
auf 20-35 mA erhoht. Grolze PAA-Gele werden fur eine verbesserte Bandenscharfe
mit 2x Laemmli-Laufpuffer benutzt. Grolte PAA-Gele trennen mit 20 mA im
Sammelgel und 30-65 mA im Trenngel das Proteingemisch auf. Unter anderem
werden grolde Gele fur die Auftrennung von Proteinen mit Grolen von 50 und 55 kDa

verwendet.

3.4.9.2 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen

Der Immunoblot ermdéglicht mit Hilfe von Antikorpern den spezifischen Nachweis
eines Proteins in einem durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteingemisch. Hierzu
werden die Proteine aus dem Gel durch Anlegen eines elektrischen Feldes auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wird mit einer Antikérperlésung
inkubiert und die gebundenen Antikorper werden mittels ECL-Reaktion sichtbar
gemacht. Nach der Gelelektrophorese wird ein Stapel aus folgenden Komponenten
gebildet: 3MM-Papier, Polyacrylamidgel, Nitrozellulosemembran, 3MM-Papier. Alle
Komponenten werden zuvor fir 10 min in 1x Blotpuffer inkubiert. Der Proteintransfer
erfolgt bei RT, 300 mA fur 1 h.

3.4.9.3 Ponceau-Farbung

Hiermit wird der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf
Nitrozellulosemembranen nachgewiesen. Der Nachweis von Proteinen erfolgt
reversibel, die Detektionsgrenze liegt bei 100 ng Protein pro Bande. Direkt nach dem
Transfer wird die Membran mit Wasser gewaschen und flr 5 min mit Ponceau-S
Losung inkubiert. Banden werden beim schrittweisen Entfarben mit A. bidest

sichtbar. Die Farbung wird durch Scannen dokumentiert.

3.4.9.4 Immunoblotanalyse mittels Chemilumineszenz (ECL)

Mit Hilfe der Immunoblotanalyse kann ein spezifisches Protein auf einer
Nitrozellulosemembran nachgewiesen werden. Nachdem die Proteine auf eine

Membran transferiert wurden, wird diese in PBS gewaschen und zur Absattigung
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unspezifischer Bindungsstellen in Blockpuffer fir 30 min bei RT auf einem Schuttler
inkubiert. Es schlieRt sich die Inkubation (1 h RT oder UN 4°C) der
Nitrozellulosemembran mit dem Primarantikdrper, verdinnt in Blockpuffer, an. Durch
Waschen mit TBSTT (3x 5 min) und TBST (1x 5 min, RT) werden unspezifisch
gebundene Antikorper entfernt. Die Membran wird mit dem in Blockpuffer verdiinnten
Sekundarantikorper 1 h bei RT inkubiert. Anschlielend werden unspezifisch
gebundene Antikorper durch Waschen mit TBST (2x 5 min) und TBS (1x 5 min, RT)
entfernt.

In dieser Arbeit erfolgt der Nachweis der Proteine durch das
Chemilumineszenzverfahren (ECL = enhanced chemiluminescence) indirekt Uber
sekundare, mit dem Enzym ,horseradish peroxidase“ (HRP) gekoppelte Antikorper,
welche an die proteinspezifischen, primaren Antikdrper binden. HRP katalysiert die
Oxidation von Luminol, wobei Energie in Form von Photonen freigegeben wird. Das
emittierte Licht wird durch Exposition eines Rontgenfiims detektiert. Zur
Signaldetektion werden die ECL-Losungen A und B im Verhaltnis eins zu zehn
gemischt, 0,04 % H,0, zugegeben und damit die Membran fir 5 min bei RT inkubiert.
Die Membran wird in eine Filmkassette eingelegt und ein Rontgenfiim (SuperRX,
FujiFilm) aufgelegt. Nach verschiedenen Expositionszeiten (10 sek - 20 min) werden
die Filme entwickelt. Bei sehr schwachen Signalintensitaten wird das sensitivere

ECL-Substrat SuperSignal West Pico der Firma Pierce eingesetzt.

3.4.9.5 Entfernung gebundener Antikorper von Nitrozellulosemembranen

Um Nitrozellulosemembranen nach der Immunoblotanalyse wiederverwenden zu
konnen, muissen die gebundenen Antikorper entfernt werden. Hierfur wird die
Membran fir 10 min in Strip-Puffer (0,2 M Glycin pH 2,2, 0,1 % SDS) inkubiert. Nach
Waschen in TBS wird die Membran fur 30 min mit Blockpuffer (5 % MMP in TBST)

blockiert und kann dann wieder mit Antikdrpern inkubiert werden.

3.4.9.6 Farbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie Blue

Polyacrylamidgele werden auf einem Horizontalschattler in Coomassie Blue
Farbeldsung fur mindestens 1h bei RT inkubiert. Anschliefiend werden die Gele in

Coomassie-Entfarber inkubiert, bis die Proteinbanden deutlich erkennbar sind. Die
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Nachweisgrenze liegt bei etwa 50 ng Protein pro Bande. Dadurch ist diese
Farbemethode auch fur Gele nach dem Proteintransfer auf eine Membran geeignet.
Unter Vakuum kann das gefarbte Gel auf einem 3MM-Papier im Geltrockner (80 min,
80°C) getrocknet werden. Alternativ werden gefarbte Gele durch Scannen

dokumentiert.

3.4.10 Immunprazipitation

Die Immunprazipitation dient zur Fallung eines bestimmten Proteins unter nicht-
denaturierenden Bedingungen aus einem Proteingemisch mit Hilfe von Antikdrpern.
Dadurch wird eine Anreicherung dieses Proteins erreicht, das anschliel’end mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und durch eine Immunoblotanalyse nachgewiesen werden
kann.

Proteinextrakte werden durch Homogenisieren in kaltem RIPA-Puffer mit Protease
Inhibitoren hergestellt. Vom Uberstand nach Zentrifugation bei 4°C, 20.000 g wird die
Proteinkonzentration mit Hilfe der Bradford-Methode (Bradford, 1976) bestimmt. Das
Lysat wird mit 40 pl Sepharose versetzt und 1 h bei 4°C rotierend inkubiert. Durch
anschliellende Zentrifugation werden die unspezifisch an Sepharose bindenden
Proteine sedimentiert. Zum Uberstand wird Protein A/G-Sepharose und spezifischer
Antikérper gegeben. Die Inkubation erfolgt drehend bei 4°C fiir 2 h bis UN. Die
gebildeten Komplexe aus Antigen, Antikérper und Protein A/G-Sepharose werden
sedimentiert. Das Pellet wird dreimal mit 500 yl RIPA-Waschpuffer und einmal mit A.
bidest gewaschen und in 20 yl 5x Laemmli-Probenpuffer resuspendiert. Die Proben
werden fur 3 Minuten auf 98°C erhitzt und mittels SDS-PAGE der GroRe nach
aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran werden die Proteine mit

Antikorpern nachgewiesen (3.4.9.4.).

3.5 Histologie und indirekte Inmunfluoreszenzanalysen

3.5.1 Herstellung von Gefrierschnitten

Gewebe werden direkt nach Praparation in Isopentan schockgefroren. Die
gefrorenen Praparate werden mit Einbettmedium (O.C.T.) auf dem Objekttisch des
Gefriermikrotoms fixiert. Gewebeschnitte (12 pm) werden bei -20 bis -25°C

Kammertemperatur, einem Schnittwinkel von 10° und einer Objekttemperatur, je
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nach Gewebe, von -20 bis -35°C hergestellt und auf SuperFrost-Objekttrager
aufgenommen. Die Gewebeschnitte werden fur 30 min bei RT luftgetrocknet. Sie
sind anschlieend bei -80°C lagerbar. Fur Immunfluoreszenzen sind frische Schnitte

besser geeignet.

3.5.2 Immunfluoreszenzanalysen an Gefrierschnitten

Die Gewebeschnitte werden fur 10 min mit eiskaltem Aceton fixiert und 30 min bei
RT getrocknet. Die Schnitte werden in PBS gewaschen und fir 1 h bei RT mit
Blockierungslosung inkubiert. Im Folgenden werden die Praparate in einer feuchten
Kammer aufbewahrt. Danach wird fir 1 h bei RT oder UN bei 4°C mit den in
Blockierungslosung verdinnten Primarantikérpern inkubiert. Es folgen drei
Waschschritte mit PBS (5 min, RT). Danach werden die Gewebeschnitte fur 1 h bei
RT mit Sekundarantikdrpern, verdunnt in Blockierungslosung, inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen (je 5 min, RT) mit PBS folgt je ein Waschschritt (5 min, RT)
mit A. bidest und absolutem Ethanol. Die Gewebeschnitte werden 1 h bei RT
getrocknet und mit Mowiol+ oder ProLongGold (Invitrogen) und einem Deckglas
verschlossen. Die Farbungen werden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiophot 2E
oder LSM510, Zeiss) mit Zeiss Plan-Neofluar/Apochromat 63x/1.4 und 40x/1.30 OI-
Immersion, 25x/0.80 Multi-lmmersion und 10x/0.30 Objektiven analysiert und mit

einer Digitalkamera (AxiocamHR, Zeiss) aufgenommen.

3.5.3 Herstellung von Paraffin-Gewebeschnitten

Zur histologischen Analyse werden haufig Paraffinschnitte angefertigt, da in ihnen die
Gewebestruktur besonders gut erhalten bleibt und viele klassische Farbetechniken
fur diese Technik etabliert sind. Zur Paraffineinbettung werden die Gewebe einer
Maus prapariert und in 4 % PFA bei RT gelagert. Vor Beginn des automatisierten
Einbettungsprozesses (Paraffin Gewebeinfiltrationsautomat Tissue-Tek VIP, Sakura)
werden die Organe in einen Metallkorb gelegt, der wahrend der Einbettungsprozedur
in verschiedene FlUssigkeitsbehalter getaucht wird. Jeder Einzelschritt dauert etwa 1
bis 2 h. Nach Dehydrierung der Gewebe in 60 %, 70 % und 80 % Ethanol werden die
Praparate jeweils zweimal in 96 % und 100 % Ethanol, Xylol und Paraffin getaucht.
Nach Beendigung der Einbettung werden die Praparate in Metallbechern in einer

Paraffinausgie3station (Paraffineinbettstation TEC, Sakura) in der gewiunschten
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Schnittrichtung positioniert und mit flissigem Paraffin eingeschlossen, so dal} nach
Aushartung ein Paraffinblock vorliegt.

Zum Schneiden wird ein Mikrotom (RM2155, Leica) verwendet, mit dem 4-10 ym
dinne Schnitte des Paraffinblocks hergestellt werden, die Uber einen Flussigkeitsfilm
in ein 42°C-Wasserbad gleiten, sich strecken und mit einem Pinsel auf
Glasobjekttrager gezogen werden konnen. Die Schnitte werden eine Stunde bei RT
getrocknet und konnen dann aufbewahrt werden. Da die Schnittpraparate noch in
Paraffin eingeschlossen sind, mussen sie fur alle Folgeuntersuchungen
entparaffiniert werden. Daflir werden die Praparate flr 30 Minuten bei 60°C inkubiert.
Anschlieend werden Paraffinreste durch 2x 5 min Inkubation in Xylol entfernt und
die Praparate durch eine absteigende Alkoholreihe (je 2x 2 min 100 %, 95 %, 70 %,
A. bidest) rehydratisiert.

3.5.4 Immunfluoreszenzanalysen an Paraffinschnitten

Damit die Schnitte flur Antikdrperreaktionen zugangig sind, mussen sie zuerst wie
unter 3.6.3 beschrieben entparaffiniert werden. Um unspezifische Reaktionen zu
reduzieren, werden die Gewebeschnitte zunachst fur 30 min mit 5 %
Ziegennormalserum (NGS) in TBS inkubiert. Die Praparate werden dabei in einer
feuchten Kammer aufbewahrt. Der Erstantikorper in TBS mit 5 % NGS wird fur 1 h
bei RT oder bei 4°C UN zugegeben. Die Schnitte werden 3x 5 min mit TBS
gewaschen. Danach werden die Gewebeschnitte 45 min bei RT mit
fluorophorgekoppelten Sekundarantikdrpern und DAPI inkubiert. DAPI interkaliert
zwischen die Basen der DNS und ermdglicht eine blaue Kernfluoreszenz. Die
Schnitte werden 3x 5 min mit TBS sowie je einmal kurz mit A. bidest und absolutem
Ethanol gewaschen. Die Praparate werden 2 h bei RT getrocknet und mit Mowiol+
eingebettet. Die Epitop-Zuganglichkeit, und damit die Detektierbarkeit, kann fur
einzelne Antikérper durch Mikrowellenbehandlung (Vacuum Histoprocessor RHS-1,

Milestone) in spezifischen Puffern verbessert werden.

3.5.5 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Diese Farbemethode dient zum Nachweis der Zellkerne (Hamatoxylin) und des
Zytoplasmas (Eosin). Paraffinschnitte werden 30 Minuten bei 60°C inkubiert, um

einen Grofdteil des Paraffins zu entfernen. AnschlieRend werden die Schnitte 2x 5
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min in Xylol weiter entparaffiniert. Danach mussen die Gewebeschnitte Uber eine
absteigende Alkoholreihe (je 2x 2 min 100 %, 95 %, 70 % EtOH, A. bidest)
rehydratisiert werden. Zum Farben werden die Schnitte 20 sek in Hamatoxylin-
Ldsung inkubiert, mit A. bidest abgespult und anschlieend unter etwa 50°C warmem
Leitungswasser differenziert. In einem 30 sek Inkubationsschritt werden die
Objekttrager in 0,1%iger Eosin-Losung gefarbt und Uberschissige Losung mit
Leitungswasser abgewaschen. Die Farbung wird fur 30 sek in 80 % Ethanol
differenziert. Die Praparate werden anschlieBend erneut in aufsteigendem Alkohol
dehydriert (je 2x 2 Minuten 70 %, 95 %, 100 % EtOH) und in Xylol (2x 5 min)
inkubiert. Die noch feuchten Praparate werden mit DPX Medium eingedeckelt.
Gefarbte Strukturen werden mittels Lichtmikroskopie abgebildet. Hochauflésende
Abbildungen werden mit Hilfe eines Nikon 90i Mikroskops und einer Nikon DSRI

Kamera aufgenommen.

3.6 Elektronenmikroskopie

Gewebeschnitte werden fir die Elektronenmikroskopie vorbereitet, wie unter
(Reichelt et al.,, 2001) und (Meier-Bornheim, 2006) beschrieben. Elektronen-
mikroskopische Abbildungen werden in Kooperation mit Prof. Dr. H. Bussow,
Anatomie, Universitat Bonn aufgenommen und im Tif-Format gespeichert.

Abbildungen werden mit Hilfe von Corel Draw 12 zusammengestellt.

3.7 Analyse von Kataraktpatienten

In Kooperation mit Prof. Dr. S. Bhattacharya, University College of London, wird von
90 Katarakt-Patienten das Vimentin-Gen auf Mutationen anhand der publizierten
humanen Vimentin Sequenz (RefSeq ID: NM_003380) untersucht. Vimentin Exons,
einschlieBlich der Donor- und Akzeptor-Spliceseiten, werden mit den unter 2.10.3
aufgefiihrten Primern amplifiziert. Die PCR-Produkte werden mit Hilfe des BigDye
terminator cycle sequencing kit v3.1 (Applied Biosystems) und einem ABI 3100
Genetic Analyser analysiert. Chromatogramme werden mit dem Programm
Sequencer 4.5 (Gene Codes Corporation) ausgewertet. Die identifizierte Mutation

wird durch Sequenzierung beider DNS-Strange bestatigt.

59



Methoden

3.8 Computergestutzte Analysen

Die Vorhersage von Protein-Domanen und das Alignment von Proteinen werden mit

Hilfe der folgenden Webseiten durchgefuhrt.

Datenbank Ort Webseite

BioGrid Ontario Cancer Center, | http://www.thebiogrid.org
Kanada

ELM EMBL, Heidelberg http://elm.eu.org

ExPasy Proteomics Swiss Institute of http://www.expasy.ch

Server Bioinformatics, Schweiz

Human Intermediate IMB, Signapur http://www.interfil.org

Filament Database

Human Protein Atlas | Uppsala University, http://www.proteinatlas.org
Schweden

Human Protein John Hopkins University, |http://www.hprd.org

Reference Database |USA

ScanSite MIT, USA http://scansite.mit.edu

SMART EMBL, Heidelberg http://smart.embl-heidelberg.de

Promotoren und Gene werden mit diesen Web-Ressourcen analysiert.

Datenbank Ort Webseite
Genescan MIT, USA http://genes.mit.edu/GENSCAN.htm|
Promoter 2.0 |CBS, Technical http://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter
University of Denmark
PromoterScan |NIH, USA http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan
DBTSS University of Tokyo http://dbtss.hgc.jp/

Die potentiellen Phosphorylierungsstellen von Proteinen werden mit den folgenden

Webseiten analysiert.

Datenbank Ort Webseite

KinasePhos Chiao Tung University, http://kinasephos.mbc.nctu.edu.tw
Taiwan

NetPhos 2.0 CBS, Technical University | http://www.cbs.dtu.dk/services/Net
of Denmark Phos

Phospho.ELM EMBL, Heidelberg http://phospho.elm.eu.org

Predikin Prediction | University of Queensland, |http://predikin.biosci.uq.edu.au/pkr

Server Australien

Die Analyse oder Manipulation von Nukleinsaure- und Aminosauresequenzen wird
mit den Programmen Chromas 1.62 (Technelysium), pPDRAW32 (AcaClone software)
und NEBcutter 2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) durchgefuhrt.

Zur Analyse von genomischen Sequenzen der Maus und des Menschen werden die

Datenbanken Ensembl Genome Browser (Welcome Trust Sanger Institute, UK,
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http://www.ensembl.org/index.html), Entrez Gene (NIH, USA,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) und Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (University of Tokio, Japan, http://www.genome.jp/kegg) eingesetzt.
Primer werden mit dem Programm OligoCalc (Northwestern University, USA,
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) konzipiert.
3D-Darstellungen von Proteinen werden mit PyMOL 1.1 (DeLano Scientific) erzeugt.
Bildbearbeitung wird mit den mikroskopspezifischen Programmen Axiovision LE 4.6
(Zeiss), Zeiss LSM Image Browser 4,2 (Zeiss), Fluoview1000 (Olympus) sowie den
Graphikprogrammen Photoshop 6.0 (Adobe), Corel Draw 12 und IrfanView V3.98
vorgenommen.

Zur densitometrischen Messung von Chemilumineszenzsignalen im Western Blot
wird das Programm AIDA 2.11 (raytest) benutzt. Dazu werden die exponierten Filme
(SuperRX, FujiFilm) mit einem Scanner als Bild im Tif-Format eingelesen und

anschliellend ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Vimentinmutation im Mausmodell

4.1.1 Herstellung der Mauslinien und Analyse der transgenen Proteinexpression

Uber die in vivo Funktion von Vimentin, sowie die Funktion in spezifischen Geweben
und Zelltypen, ist bisher wenig bekannt. Dies liegt zum Teil auch am Phanotyp der
Vimentin ’knock-out’-Maus, die nur unter Stressbedingungen eine Reihe von Effekten
zeigt (Colucci-Guyon et al., 1994). In einem neuen Ansatz, basierend auf der hohen
Sequenzidentitat der IF-Proteine, sollte durch Expression von mutantem Vimentin in
transgenen Mausen die in vivo Funktion analysiert werden.

Dazu wurden zwei transgene Mauslinien, eine Vimentin Punktmutation (VimR113C)
und eine C-terminal verkurzte (VIimAC2B) Vimentinvariante generiert. Zusatzlich
diente eine wt Vimentin-exprimierende Mauslinie als Kontrolle. Alle Konstrukte
basieren auf genomischer DNS der Maus und enthalten ein N-terminales c-Myc
Epitop, um transgenes und endogenes Vimentin unterscheiden zu konnen.
Zusatzlich zum Vimentingen enthalten alle Konstrukte 10,5 kB 5’-UTR und 1,5 kB 3’-
UTR (Abb. 4.1 A). Dadurch wird die Vimentinexpression von seinen eigenen
regulatorischen Elementen gesteuert und die naturliche Gewebsspezifitat und
physiologische Expressionslevel sichergestellt.

Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse sind zusammen mit R. Meier-
Bornheim bearbeitet wurden. Die Abbildungen 4.1, 4.5-4.12 sind in ahnlicher oder
abgewandelter Form auch in der Dissertation von R. Meier-Bornheim enthalten.

Nach 3 Jahren kontinuierlicher Haltung wurde die Expression des Transgenes durch
Immunoblot von Gewebslysaten und Immunfluoreszenz von Ohrschnitten analysiert,
um 'DNS-silencing’-Effekte und dadurch verringerte Proteinmengen auszuschliel3en.
Mittels Immunoblot konnte transgenes Vimentin nur im Auge und zu geringen
Anteilen in der Milz der transgenen Tiere nachgewiesen werden (Abb. 4.3). Da in den
meisten Geweben die Vimentin-exprimierenden Zellen nur einen geringen Anteil
haben, liegt ohne Zellanreicherung die detektierbare Menge an Vimentin unter der
Nachweisgrenze des Immunoblots. Dies deckt sich mit Untersuchungen der F1-
Generation dieser Mause von R. Meier-Bornheim (Meier-Bornheim, 2006). Die
mittels Immunfluoreszenz untersuchte Verteilung von Vimentin in Ohrschnitten zeigte

ebenfalls ein der F1-Generation identisches Bild (Abb. 4.2). Aus diesem Grund
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A head rod tail
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Abb. 4.1: Vimentin Expressionskonstrukte und Augen Phanotyp.
(A) Schematische Darstellung der Expressionskonstrukte fir wt, R113C Punktmutante (VimR113C)
und C-terminal verkirzte (VIimAC2B) Vimentin Transgene. Alle Konstrukte basieren auf dem murinen
Vimentingen mit seinen eigenen regulatorischen Elementen. Zusatzlich enthalten alle Konstrukte ein
N-terminales c-Myc Epitop, um transgenes von endogenem Vimentin unterscheiden zu kdnnen. (B)
Getribte Linse in einem 22-Wochen alten, VimR113C Tier (Pfeil).

wurde auf eine weitere Immunfluoreszenzanalyse der Vimentinexpression in
einzelnen Organen und Geweben, wie sie fur die F1-Generation durchgeflhrt wurde
(Meier-Bornheim, 2006), verzichtet. Die densitometrische Auswertung des
Immunoblot ergab, dal} die exprimierte Menge an transgenem Vimentin im Auge von
VimR113C Tieren etwa 48 % und in den Augen von Vim ko VimAC2B*" Tieren 70-
170 % des endogenen Vimentins entsprach. Dabei macht Vimentin etwa 5 % des
Gesamtproteins in Augenlysaten aus (Tabelle 5). Um statistische Signifikanz zu
erreichen, sollten diese Ergebnisse mit mindestens 5 Tieren je Genotyp wiederholt

werden.
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Abb. 4.2: Nachweis von transgenem Vimentin auf Maus Ohrschnitten.
(A,B) Test der Expression des Vimentin Transgenes mittels anti-Myc Immunfluoreszenzreaktion an
Ohr Kryoschnitten. (A) VimR113C Maus. (B) C57BI/6 Maus. MalRstabsbalken: 20 um.

Abb. 4.3: Vimentinexpression in Organen transgener Mause.

Die Vimentinexpression in verschiedenen Organen transgener Mause wurde mittels Immunoblot
analysiert. Die Menge an transgenem Vimentin sowie die Verhaltnisse endogenes/ transgenes
Vimentin und Vimentin/ Gesamtprotein wurden mit Hilfe rekombinanten Vimentins bekannter
Konzentration densitometrisch bestimmt. (A) C57BI/6 Maus. (B) VimR113C*" Maus. (C) VimAC2B*"
Maus. (D) Vim ko™ VimAC2B*" Maus. (1) Lunge. (2) Milz. (3) Niere. (4) Herz. (5) Auge.

Genotyp C57BI/6 | VIimR113C*- | VImAC2B*- | Vim ko*" Vim ko*-
VimAC2B*- | VImAC2B*-

Tier #6266 #6211 #6108 #6209

% endogenes

Vimentin / 4,9 9,3 4,3 4,7 5

Gesamtprotein

% transgenes /

endogenem - 48 61 70 171

Vimentin

Tabelle 5: Quantitative Auswertung des Immunoblot in Abb. 4.3. Dargestellt ist die
Vimentinexpression im Auge prozentual zum Gesamtprotein bzw. endogenen
Vimentin.

4.1.2 Altersabhangige Proteinaggregation und Kataraktbildung

Die morphologische Untersuchung der transgenen Tiere offenbarte eine

Linsentribung und Kataraktbildung in erwachsenen VimR113C Mausen (Abb. 4.1. B),
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die in wt Tieren nicht auftrat. Nachfolgende histologische Untersuchungen an Linsen-
Paraffinschnitten ergaben eine deutlich erhdhte Fragilitat der VimR113C Linsen im
Vergleich zu wt Linsen (Abb. 4.4). AuBerdem sind VimR113C Linsen unter

mechanischer Belastung bei der Verarbeitung empfindlicher und weisen eine

j .

Abb. 4.4: Histologie der Augen von Vimentin wt und VimR113C transgenen Mausen.

(A,B) Hamatoxylin und Eosin (H&E) Farbung von Paraffinschnitten 45 Wochen alter Linsen. (A)
VimR113C transgene und (B) wt Maus. (A’,B’) Hohere VergroRerung der Bereiche in A) und B).
VimR113C Linsen sind deutlich fragiler als wt Linsen. Sie zeigen eine weniger gleichmaRige
Anordnung der Linsenfasern. Mal3stabsbalken: A,B) 70 um, A’,B’) 60 pm.

zerrissene Morphologie der Faserzellen auf.

Mit Hilfe von Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die Expression von transgenem
Vimentin analysiert. Es konnte gezeigt werden, dal} transgenes Vimentin in allen
erwarteten Geweben exprimiert wird und dabei grofdtenteils zytoplasmatische
Aggregate bildet (Meier-Bornheim, 2006). Trotz der Aggregation des Vimentin
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Zytoskeletts durchliefen alle transgenen Tiere eine normale Embryonalentwicklung,
zeigten keine Abnormalitaten und waren fruchtbar.

Um den Beginn der Kataraktbildung zu identifizieren, wurden Tiere in verschiedenen
Entwicklungsstadien mit Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Es stellte sich
heraus, dal die Vimentin Proteinaggregation ein altersabhangiger Prozel} ist. In den
Linsen neugeborener Mause kolokalisiert VIimR113C zu groRen Teilen mit
endogenem Vimentin und bildet ein normales Zytoskelett (Abb. 4.5 C), wie in
Kontrollmausen (Abb. 4.5 B). Die Aggregatbildung in transgenen Tieren begann in
einem Alter von 6 Wochen und wurde besonders deutlich sichtbar ab 12 Wochen
(Abb. 4.5 E). Wt Tiere weisen im Gegensatz dazu ein submembranéses Vimentin
Zytoskelett auf (Abb. 4.5 D). In der Uberlagerung der Immunfluoreszenzen ist
deutlich zu erkennen, dal} die Aggregate sowohl aus transgenem als auch
endogenem Protein bestehen. Das heillt, das mutierte Vimentin wirkt dominant und
kann endogene Vimentinfilamente kollabieren bzw. deren Assemblierung behindern.
Gleichzeitig ist, bei noch intaktem Zytoskelett, eine partielle Kolokalisation von
mutiertem und endogenem Protein in den Filamenten zu erkennen (Abb. 4.5 C). Dies
demonstriert, dall endogenes und mutiertes Vimentin in vivo Filamente bilden
konnen, und dall mutiertes Vimentin nicht ausschliel3lich aggregiert, sondern
wahrscheinlich in Abhangigkeit vom Mengenverhaltnis zum endogenen Vimentin, in
Filamente eingebaut wird.

Um auszuschlieBen, dall die Aggregation und Kataraktbildung durch
Proteinuberexpression verursacht wird, wurde die Vimentin Expression in der
I6slichen und unldslichen Fraktion von Linsenextrakten untersucht. Dabei konnte
gezeigt werden, dal® transgenes Vimentin in der Linse etwa 50 % des endogenen
Vimentins ausmacht. Dieses Verhaltnis von transgenem und endogenem Vimentin ist

unabhangig vom Alter der Tiere.

4.1.3 Veranderte Membranorganisation und zellkontextabhangige
Proteinaggregation

Um die Ursache der Kataraktbildung genauer zu verstehen, wurden 11 Wochen alte
Linsen von transgenen und wt Tieren mit Elektronenmikroskopie (EM) untersucht.
Dabei fallt auf, da® im Linsenepithel keine Vimentinaggregate vorhanden sind und
nur differenzierende Faserzellen Vimentinaggregate akkumulieren. In VIimAC2B

Mausen war die Aggregatbildung im Vergleich zu VimR113C Mausen noch verstarkt.
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Abb. 4.5: Altersabhangige Aggregat- und Kataraktbildung in Mauslinsen.

(A) Immunoblotanalyse von endogenem und transgenem Vimentin in Linsenextrakten 4-Monate
alter wt und VimR113C Mause. Endogenes und transgenes Vimentin wurde mit einem Vimentin
Antikorper detektiert. Durch das Myc-Epitop im punktmutierten Vimentin ist die Migration langsamer
als die von endogenem Vimentin. (B-E) Immunfluoreszenzanalyse von Linsen. Kryoschnitte von
neugeborenen und 5-Monate alten Tieren wurden gegen Gesamt- (griin) und Myc-Vimentin (rot)
gefarbt. (B,D) Vimentinexpression und -lokalisation in wt Linsen. (C,E) Vimentinexpression in
VimR113C Mausen. In neugeborenen Mausen ist die Verteilung von VimR113C Protein dhnlich der
von wt Vimentin, aber weniger homogen. (E) Aggregatbildung in Faserzellen adulter Tiere.
Bemerkenswert ist die grofle Anzahl und die GréfRe der Vimentinaggregate in Linsen adulter, im
Vergleich zu denen neugeborener Tiere (C’,C”,E’,E”). Mal3stabsbalken: 20 ym.
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Abb. 4.6: Ultrastruktur von Linsenfaserzellen in transgenen Mausen.

(A,B) EM von Vimentinaggregaten in Linsenfaserzellen von 11-Wochen alten VimR113C
Mausen. Vimentinaggregate sind amorph, mit scharfen Grenzen, und sind nicht von
Membranen umgeben. Zu diesem Zeitpunkt ist die Plasmamembran noch nicht stark
beeinflut. (C,D) Auffallig ist die stark gefaltete Organisation der Plasmamembran in
VimAC2B Mausen. (D) Vimentinaggregate und Membranreorganisation in VimAC2B
Mausen bei hdherer Auflésung. Die Aggregate sind dicht, unterschiedlich in der GréRe und
sind nicht an eine Membran gebunden oder von einer Membran umgeben. Pfeilspitzen
markieren irregulare Membraneinstilpungen. (E) Semi-dinne Linsenschnitte von 22-
Wochen alten VIimAC2B transgenen Mausen. Ein Pfeil kennzeichnet die zerrissene
Basallamina der Linsenkapsel. Linsenfasern durchbrechen die Basallamina und stehen in
den Glaskorper vor. Mal3stabsbalken: A) 2 um, B,D) 1 ym, C) 3 ym, E) 20 ym.
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Zusatzlich ist die Plasmamembran der Faserzellen desorganisiert und mit vielen
Einstulpungen versehen (Abb. 4.6 D). Dieser Effekt wurde nicht durch eine
Zerstorung der Membrananbindung von Aktin oder ’'beaded-filament’” Proteinen
verursacht (Abb. 4.10) (Straub et al., 2003). AuRerdem konnte durch EM gezeigt
werden, dald die Aggregate sehr dicht und nicht von einer Membran umschlossen
sind, was ihre Aufnahme in Lysosomen ausschlieft. Ultimativ fuhrt die
Vimentinaggregation im Alter von etwa 6 Monaten zum Rif3 der Linsenkapsel, gefolgt
von Linsenfaserzellen, die in den Glaskorper vorstehen (Abb. 4.6 E). Dieser
Phanotyp erinnert stark an den im Menschen beschriebenen 'Schneeball-Katarakt’
(Eshagian et al., 1981).

4.1.4 Verstarkter Abbau der Vimentinaggregate sowie erhdhte Chaperon
Expression und Proteasomaktivitat

Mutationen in IF Genen fuhren haufig zu Proteinaggregation, welche die Ursache der
Pathologie in den entsprechenden Geweben ist. So fliihren z.B. Mutationen in GFAP
zur Alexanderschen Krankheit, in Keratin 5 und 14 zu EBS (Epidermolysis Bullosa
Simplex) und in Desmin zu Myopathien (Bar et al., 2007; Kim and Coulombe, 2007;
Magin et al.,, 2004; Omary et al., 2004). Auch in vielen neurodegenerativen
Erkrankungen, wie z.B. Alzheimer, Parkinson, Huntington, Creutzfeldt-Jakob und
ALS (Amyothrophe Lateralsklerose) spielen fehlgefaltete Proteine eine
entscheidende Rolle (Aigelsreiter et al., 2007; Gregersen et al., 2006; Irvine et al.,
2008). Deshalb spricht man auch kollektiv von Protein-Aggregationskrankheiten. Der
Pathomechanismus ist in den meisten Fallen noch nicht geklart.

FUr Proteinaggregate, die mutiertes Keratin enthalten, konnte in Zellkultur gezeigt
werden, dal® diese Aggregate hochdynamische Strukturen mit einer Halbwertszeit
von weniger als 15 min sind (Werner et al.,, 2004). Diese Beobachtung legt eine
transiente Natur der Proteinaggregate nahe und veranlallte die Untersuchung der
GroRe und Verteilung der Vimentinaggregate in der Linse.

Im Gegensatz zur Erwartung, dal} die Aggregate zum Zentrum der Linse hin, wo sich
die altesten und metabolisch gering aktiven Faserzellen befinden, grof3er werden,
konnte durch Konfokalmikroskopie gezeigt werden, dall die Aggregate kleiner
werden und letztendlich ganz verschwinden (Abb. 4.7 A,B). In der Vergrof3erung
(Abb. 4.7 1-3) ist die Verringerung, sowohl in der Gro3e als auch der Anzahl der

Aggregate, gut zu erkennen. Im Linsenepithel sind keine Vimentinaggregate
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Abb. 4.7: Erhohte Proteasomenaktivitat und Reversibilitat von Vimentinaggregaten in vivo.

(A,B) Immunfluoreszenzanalyse von 4-Monate alten Linsen VimR113C transgener and wt Mause.
Gewebeschnitte wurden mit Antikérpern gegen Gesamt- (griin) und transgenes Vimentin (rot) gefarbt.
Bilder 1-3 zeigen eine hdhere VergrofRerung von Bereichen der Linse, welche die verschiedenen
Stadien der Differenzierung von Linsenfasern abbilden. Zum Zentrum der Linse hin, das die altesten
Faserzellen enthalt, 16sen sich die Vimentinaggregate auf. Dies impliziert, dal} Aggregate in vivo
transiente Strukturen sind. (C) Fluoreszenz-basierte Analyse der Proteasomenaktivitat in
Linsenextrakten und von stabil transfizierten Zellen. In beiden Fallen wurde ein Anstieg der
Proteasomenaktivitdt von 30 % in der Punktmutante, verglichen zum wt, gemessen. (D) SDS-PAGE
und Immunoblot gegen Ubiquitin in VimR113C und wt Linsenextraktien nach Immunprazipitation mit
einem Vimentin Antikdrper. Eine deutlich verstarkte Ubiquitylierung von Vimentin wurde in transgenen
Linsen nachgewiesen (Pfeile). Die Position der Ig schweren Kette ist eingezeichnet. (E) Immunoblot
gegen Hsp70 in der I6slichen und unléslichen Fraktion von Linsenextrakten von wt und VimR113C
transgenen Mausen. In beiden Fraktionen von VimR113C Linsen ist die Hsp70 Expression erhoht.
Mafstabsbalken: (A,B) 100 ym, (1-3) 15 uym.

vorhanden. Diese Ergebnisse konnten durch EM bestatigt werden (Meier-Bornheim,
2006). Die Vimentinaggregate scheinen in primaren und sekundaren Faserzellen in
einem aktiven Prozel3 abgebaut zu werden und sind somit transiente Strukturen.
Diese Beobachtung fuhrte zu der Hypothese, dal® die Expression von VimR113C,
abhangig vom zellularen Kontext, eine StreRantwort der Zelle verursacht.
Proteinaggregate konnen durch verschiedene Mechanismen wie z.B. Lysosomen,
Ubiquitin/Proteasom System, Caspasen sowie molekulare Chaperone abgebaut

werden. Da durch EM gezeigt werden konnte, daf} die Vimentinaggregate nicht von
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Vimentin Uberlagerung
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Vimentin Uberlagerung

Abb. 4.8: Rekrutierung von Chaperonen in Mauslinsen als Folge der Expression von Vimentin
Punktmutanten.

(A,B) Immunfluoreszenz von Linsen, gefarbt mit Antikérpern gegen Hsp70 (rot) und Gesamt-Vimentin
(grdin). In Linsen von wt Tieren ist Hsp70 kaum nachweisbar, wahrend es in Linsen von VimR113C
Tieren stark erhoht ist und mit Vimentin kolokalisiert. Ma3stabsbalken: 20 um.

einer Membran umschlossen sind, findet der Abbau in den Faserzellen nicht Uber
Lysosomen statt (Abb. 4.6). Fehlgefaltete Proteine induzieren die Expression von
molekularen Chaperonen der Hsp70-Familie und es ist bekannt, dal} das Chaperon
aB-Kristallin die Organisation der Vimentinfilamente beeinflu3t (Nicholl and Quinlan,
1994; Perng et al., 1999). In den Linsen transgener VimR113C Mause konnte durch
Immunfluoreszenz eine substanzielle Hochregulation von Hsp70 gezeigt werden. Ein
GroRteil des Chaperones kolokalisiert mit Vimentinaggregaten, wahrend Hsp70 in wt
Linsen kaum nachweisbar ist (Abb. 4.8). Der starke Anstieg in der Hsp70
Proteinmenge konnte durch Immunoblot auch in Linsenextrakten transgener Mause
nachgewiesen werden (Abb. 4.7 E).

Es wurde zuvor gezeigt, da® die gesteigerte Expression von Hsp70 oft mit einem
verstarkten Abbau des fehlgefalteten Proteins durch die Proteasom-Machinerie
einhergeht (Brehmer et al., 2001). Um diesen Zusammenhang zu analysieren, wurde
die Ubiquitinylierung von Vimentin in VimR113C Linsen untersucht. Dazu wurde mit
Linsenextrakten eine Immunprazipitation gegen Vimentin durchgefuhrt und
anschlie3end die Ubiquitinylierung durch Immunoblot nachgewiesen. Es konnte eine
verstarkte Ubiquitinylierung von Vimentin in VimR113C Linsen gezeigt werden (Abb.
4.7 D). Als Nachstes wurde die Proteasomenaktivitat in den Faserzellen transgener
VimR113C Mause sowie in stabil mit VimR113C transfizierten 3T3-L1 Fibroblasten
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Abb. 4.9: Unveranderte Caspaseaktivitat und keine Transglutaminaseaktivitat in Linsen und Zellen
mit wt Vimentin sowie Vimentin-Punktmutanten.

(A) Mit Hilfe eines Lumineszenz-gekoppelten Substrates wurde die Caspase-3 und -7 Aktivitat in
Extrakten von Linsen und stabil transfizierten 3T3-L1 Fibroblasten analysiert. In beiden Experimenten
wurden keine signifikanten Anderungen in der Caspase-3 und -7 Aktivitdt nachgewiesen. (B)
Transglutaminase Aktivitat. Linsen mutanter und wt Mause wurden bei 37°C in der Gegenwart von 2
mM Leupeptin UN inkubiert. Die fiir IF-Proteine angereicherten Zellfraktionen wurden mit Hilfe von
SDS-PAGE und Immunoblot analysiert. Die Coomassie Farbung der einzelnen Fraktionen und der
Immunoblot mit einem Vimentin Antikdrper sind abgebildet. Kein quervernetztes Vimentin wurde
detektiert. Die erwartete Position von quervernetztem Vimentin ist mit einem Sternchen markiert.

untersucht. In beiden Zellsystemen war die Proteasomenaktivitdt um 30 % im
Vergleich zum wt erhéht (Abb. 4.7 C). Dies zeigt, zusammen mit der erhohten
Ubiquitinylierung von Vimentin, eine Beteiligung des Proteasomensystems am Abbau
der Vimentinaggregate in der Linse transgener Mause.

Ein weiterer potentieller Abbauweg der Vimentinaggregate ist die proteolytische
Spaltung durch Caspasen. In Zellkulturexperimenten wurde demonstriert, dal}
Vimentin wahrend der Apoptose ein Ziel der Caspasen 3, 6 und 7 ist (Byun et al.,
2001). Die Analyse der Capaseaktivitat in Lysaten von Faserzellen transgener
VimR113C Mause sowie von stabil mit VimR113C transfizierten 3T3-L1 Fibroblasten
ergab keinen Unterschied zu wt Zellen (Abb. 4.9 A). Da die Caspasen 3 und 7
“Schlisseleffektoren” des Apoptose-Signalweges sind, kann aus diesem Experiment
geschlossen werden, dafl® die beobachtete Pathologie der Linse nicht durch
verstarkte Apoptose verursacht wurde.

In einem weiteren Experiment sollte geklart werden, ob der Abbau der
Vimentinaggregate durch Quervernetzung beeintrachtigt wird. In Rinderlinsenzellen
ist Vimentin als Ziel der Transglutaminase beschrieben worden (Clement et al., 1998).
Eine kovalente Quervernetzung sollte zu hochmolekularen Vimentinspezies fluhren.
Es konnte kein quervernetztes Vimentin in der Linse von VimR113C transgenen

Mausen nachgewiesen werden (Abb. 4.9 B).
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4.1.5 Unveranderte Expression und Organisation von 'beaded-filament’-Proteinen

CP49 und Filensin bilden zusammen mit aB-Kristallin die sogenannten ‘beaded’-
Filamente der Linse. Sie sind, basierend auf Studien an ’knock-out’-Mausen und
menschlichen Erkrankungen, essentiell fur die strukturelle Integritat und die optische
Kapazitat der Linse (Perng et al., 2004; Perng et al., 2007). In wt Linsen zeigen
Vimentin und Filensin eine ahnliche Verteilung (Abb. 4.10 A). Um zu untersuchen, ob
die in den Linsen VimR113C transgener Mause beobachtete Pathologie auf eine
Zerstorung der ’beaded’-Filamente zurlckzuflhren ist, wurden Linsenschnitte mit
Antikérpern gegen Vimentin, Filensin und CP49 gefarbt. Es konnte keine
Veranderung in der Menge und Lokalisation von Filensin und CP49 festgestellt
werden (Abb. 4.10 B,C). Desweiteren wurde keine Kolokalisation mit Vimentin
gefunden, d.h. die Proteinaggregate enthalten kein Filensin und CP49 und stdren die
Ausbildung von 'beaded-filaments’ nicht (Abb. 4.10 B,C). Im Immunoblot konnten flr
die beiden Proteine keine Unterschiede in der Expression oder der proteolytischen
Prozessierung, wahrend der Differenzierung der Linse (Sandilands et al., 1995b),
gezeigt werden (Abb. 4.10 D,E).

Das Typ IV IF-Protein Synemin, das in der Linse in geringen Mengen exprimiert wird
und mit Vimentin Heteropolymere bilden kann (Granger and Lazarides, 1984; Jing et
al., 2007; Tawk et al., 2003), wurde in vielen Aggregaten detektiert (Abb. 4.11 F). In
Kontrollschnitten kolokalisiert Synemin mit Vimentin an der Zellmembran (Abb. 4.11
E). Zusatzlich wurde die Verteilung und Expression des Adapterproteins Plectin, das
an Vimentin, Synemin und Aktin binden kann, untersucht (Straub et al., 2003; Wiche,
1998). Plectin zeigte eine unveranderte Verteilung an den Zelladhasionskomplexen
entlang des Linsenkortex (Abb. 4.11 C,D). Auch die Verteilung von F-Aktin war
identisch im Vergleich mit Kontrolllinsen (Abb. 4.11 A,B). Sehr wahrscheinlich ist die
Interaktion von Vimentin und Synemin starker als die Interaktion zwischen Plectin
und diesen beiden Proteinen. Die strukturellen Anderungen in der Linse von
VimR113C transgenen Mausen werden hoéchstwahrscheinlich durch die Zerstérung
des endogenen Vimentin Zytoskeletts, in Analogie zu dominanten Mutationen in
anderen IF-Krankheiten, verursacht. Dies wirft die Frage auf, in wie weit ein
funktionelles Vimentin Zytoskelett, zusatzlich zu 'beaded-filaments’, fur die Integritat
der Linse notwendig ist (siehe auch Abb. 5.1).

Um zu verstehen, wie Vimentinpunktmutationen zu strukturellen Veranderungen und

ultimativ zum Katarakt der Linse fuhren, wurden die Organisation und die Verteilung
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Abb. 4.10: Unveranderte Verteilung und Expression von ‘beaded filament'-Proteinen in Mauslinsen.
(A-C) Immunfluoreszenzanalyse an Kryoschnitten von 5-Monate alten, VimR113C und wt transgenen
Mauslinsen. Gewebeschnitte wurden mit Antikbrpern gegen Filensin, CP49 (beide griin) und Myc-
markiertes, transgenes Vimentin (rot) gefarbt. Die Expression und Lokalisation von Filensin und
mutiertem Vimentin ist in wt (A) und in VimR113C Mausen (B) dargestellt. (C) zeigt CP49. Uberlagerte
Bilder dokumentieren die unveranderte Expression und Lokalisation der wichtigsten Linsenproteine in
der Gegenwart von Vimentinaggregaten, die keine Kolokalisation zeigen. (D,E) Nachweis von Filensin
und CP49 in der l6slichen (I6s.) und unldslichen (unl6s.) Fraktion von Linsenextrakten von wt und
VimR113C Mausen mittels Immunoblot. (D',E’) Gleiche Beladung des entsprechenden Coomassie-
gefarbten SDS-Gels. In der Menge und in der Prozessierung der wichtigsten Linsenproteine wurde
keine Veranderung festgestellt. ‘Fragment R’ Filensin markiert ein bevorzugtes proteolytisches
Spaltprodukt von Filensin, in Ubereinstimmung mit friiheren Studien (Sandilands et al., 1995b).
Malstabsbalken: 20 ym.
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Abb. 4.11: Verteilung von Zytoskelett- und Vimentin-assoziierten Proteinen in Mauslinsen.

(A,B) Immunfluoreszenzanalyse an Linsen-Kryoschnitten von (A) wt und (B) VimR113C M&usen. Um
F-Aktin darzustellen, wurden die Gewebeschnitte mit Phalloidin gefarbt. Die Aktin Verteilung ist in den
Linsen mutanter Mause unverandert. (C,D) Doppelimmunfluoreszenz an Linsenschnitten mit Plectin
(rot) und Vimentin (griin). In Kontrollschnitten sind beide Proteine unter der Zellmembran verteilt. In
VimR113C Linsenschnitten bleibt die submembrane Lokalisation von Plectin erhalten, wohingegen
Vimentin gro3e Aggregate bildet. (E,F) Doppelimmunfluoreszenz von Synemin (rot) und Vimentin
(griin). Synemin, das mit Vimentin Heteropolymere bilden kann, wurde in einige, aber nicht alle,
Vimentin Proteinaggregate relokalisiert. Das legt die Hypothese nahe, dal} die Interaktion von
Vimentin und Synemin erhalten bleibt, wohingegen ihre Bindung zum Membranadhasionskomplex
gestort ist. Mallstabsbalken: (A,B) 10 um, (C-F) 20 ym.

von Fokalkontakten in stabil transfizierten 3T3-L1 Fibroblasten untersucht. In den
Sternzellen der Leber ist Synemin an Fokalkontakten lokalisiert und verbindet
wahrscheinlich Vimentin mit diesen (Uyama et al., 2006). In Ubereinstimmung damit
wurde mit Immunfluoreszenz in wt 3T3-L1 Zellen eine partielle Kolokalisation von
Vimentin mit Talin und Vinculin an Fokalkontakten detektiert (Abb. 4.12 A,C,E,G)
(Tsuruta and Jones, 2003; Uyama et al., 2006). Fibroblasten die VimR113C
exprimieren, zeigen eine unveranderte Lokalisation von Talin und Vinculin (Abb. 4.12
B,D) sowie eine intakte Interaktion mit 1-Integrinen (Abb. 4.12 F,H). Die Interaktion

von Talin und Vinculin mit Vimentin ist zerstort. Vimentin bildet im gesamten
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Abb. 4.12: Normale Fokalkontakte in VimR113C Fibroblasten.

Doppelimmunfluoreszenz von Fokalkontakt-Proteinen in wt und VimR113C 3T3-L1 Fibroblasten. (A,C)
Interaktion von Vimentin mit Talin und Vinculin an Fokalkontakten (Pfeil in VergroRerung). (B,D)
Unveranderte Verteilung von Talin und Vinculin in der Gegenwart von zytosolischen Vimentin
Proteinaggregaten (Pfeile). (E,G) Kolokalisation von Vinculin und Talin mit B1-Integrin an
Fokalkontakten. (F,H) Die Verteilung von Talin und Vinculin an Fokalkontakten, analysiert durch 31-
Integrin Farbung, ist in VimR113C Fibroblasten unverandert. Diese Daten legen nahe, dafl
Intermediarfilamente, die VimR113C enthalten, nicht stabil mit Fokalkontakten interagieren kénnen.
Malstabsbalken: 20 um.
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Zytoplasma Aggregate (Abb. 4.12 B,D,F,H). Obwohl die Verbindung zwischen
Vimentinfilamenten und Fokalkontakten gestort ist, beeinflussen in Zellkultur-
experimenten die Vimentinaggregate die Verteilung der Fokalkontakte nicht. In
Linsenfaserzellen, die auch Synemin exprimieren, verursacht die Expression von
VimR113C eine verringerte Bindung an Synemin- und Talin-enthaltende
Fokalkontakte und fuhrt zur Ablagerung von Synemin in zytoplasmatischen
Aggregaten (siehe auch Abb. 5.1). Die Vimentinpunktmutante R113C zerstort die
Integritat der Faserzellen durch Stérung der Bindung von Vimentin und / oder
Synemin mit Proteinen der Fokalkontakte. Auferdem verursacht VimR113C
Expression in vivo die Hochregulation von Hsp70 und die Ausbildung von
zytoplasmatischen Aggregaten, die altersabhangig zu einem Katarakt der Linse
fihren (Abb. 4.1, 4.4, 4.6).

4.2 Vimentin Antikorper Generierung und Charakterisierung

Ein neuer anti-Vimentin Antikorper sollte generiert werden, um insbesondere in der
Immunfluoreszenz an Gewebeschnitten verbesserte Spezifitdt und dadurch
reduzierten Hintergrund im Vergleich zum Serum GP53 und dem Klon 3B4 zu
erreichen. Dazu wurden zwei Kaninchen mit dem Peptid (CGQVINETSQHHDDLE),
das dem Vimentin C-Terminus entspricht, immunisiert und es wurden insgesamt 200
ml Serum gewonnen. Das Serum wurde in Aliquots bei -80°C gelagert und wurde im
Folgenden im Immunoblot und in Immunfluoreszenzreaktionen getestet.

Die anti-Vimentin Immunfluoreszenz wurde auf 3T3-L1 Fibroblasten (Abb. 4.13), wt
und vim ko™ MEF Zellen (Abb. 4.23) und auf Mausleber Kryoschnitten (Abb. 4.15)
getestet. 3T3-L1 Zellen und wt MEF exprimieren Vimentin und zeigen eine
filamentése Verteilung im gesamten Zytoplasma. Vim ko™ MEF und Leberschnitte
von vim ko Méusen sind dagegen wie erwartet Vimentin-negativ. Die Farbung auf
ko™ Schnitten gleicht der Kontrolle ohne Primarantikorper auf wt Gewebe (Abb. 4.15
A,B). Dies demonstriert die Spezifitdt des Antikdrpers und er weist auch keine
Kreuzreaktion mit anderen Typ Il IF-Proteinen, wie z.B. GFAP oder Desmin, auf.
Leberfarbungen von C57BIl/6 wt Tieren zeigen eine typische Vimentinverteilung in
Sternzellen, Epithelzellen der Gallengange und in den Endothelzellen der Kapillaren
(Abb. 4.15 C,D). Im Vergleich zu den Vimentinantikdrpern GP53 (Meerschwein) und

3B4 (Maus) ist der neugenerierte vim_CT Antikorper (Kaninchen) auf Gewebe-
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Abb. 4.13: Immunfluoreszenz a-Vimentin auf 3T3-L1 Zellen.
Der neu generierte a-Vimentin Antikdrper wurde in verschiedenen Verdiinnungen auf Spezifitat an
fixierten Zellen getestet. (A) und (A’) 1/100. (B) 1/1000. (C) 1/2500. Mafstabsbalken: 10 ym.

Abb. 4.14: Immunoblot a-Vimentin.

Der neu generierte a-Vimentin Antikérper wurde in verschiedenen Verdinnungen auf Spezifitat im
Immunoblot getestet. (A) Coomassiefarbung der Spuren 1-4 zeigt in etwa gleiche Proteinbeladung. (B)
bis (D) Immunoblot a-Vimentin mit verschiedenen Lysaten. (B) Zelllysate. (1) MCF 7. (2) 3T3-L1. (C)
Maus Augenlysate. (3) vim ko™. (4) C57BI/6. (D) Maus Leberlysate. (5) vim ko™, (6) C57BI/6.

schnitten der Maus spezifischer. Fur Mehrfach-Immunfluoreszenzreaktionen steht

nun ein VimentinantikGrper aus einer weiteren Spezies zur Verfligung. Der neue
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Abb. 4.15: Immunfluoreszenz a-Vimentin auf Maus Leber Kryoschnitten.

Der neu generierte a-Vimentin Antikérper wurde in verschiedenen Verdinnungen auf
Spezifitdt an Gewebeschnitten getestet. Als Negativkontrolle dienten Gewebe von Vimentin
ko™ -Tieren. (A) Vim ko™ Leber. (B-D) CS57BIl/6 Leber zeigt eine typische Vimentin-
verteilung in Sternzellen, Epithelzellen der Gallengédnge und in den Endothelzellen der
Kapillaren. (B) Kontrolle ohne Primarantikdrper. Ma3stabsbalken: A-C) 20 ym, D) 10 um.

Vimentin Antikdrper wurde auch im Immunoblot getestet. Dazu wurden Zelllysate
sowie Augen- und Leberlysate von wt und ko’ Mausen genutzt. In etwa gleiche
Proteinbeladung der einzelnen Spuren wurde durch Coomassiefarbung sichergestellt
(Abb. 4.14 A). In Zelllysaten konnte Vimentin nur in 3T3-L1 Fibroblasten
nachgewiesen werden (Abb. 4.14 B). MCF-7 Zellen exprimieren kein Vimentin. In
Augen- und Leberlysaten (Abb. 4.14 C, D) ist Vimentin nur in wt Proben
nachzuweisen, die Spuren mit vim ko™ Lysat (3,5) sind wie erwartet Vimentin-negativ.
Folgende Verdinnungen wurden als optimal bestimmt: Immunfluoreszenz auf
Gewebeschnitten 1:500, Immunfluoreszenz auf fixierten Zellen 1:1000, Immunoblot
1:30.000.

In weiteren Versuchen wurde die Spezifitdt und optimale Verdinnung eines GFAP
Antikérpers in Immunfluoreszenzreaktionen bestimmt. GFAP-Farbungen des Gehirns
von wt NMRI Mausen zeigen eine typische Verteilung in Gliazellen (Abb. 4.16 A,B).
Um Doppeltransfektionen in Zellkultur nachweisen zu koénnen, multen

Antikorperreaktionen gegen Protein-Tags etabliert werden. In (Abb. 4.16, C) ist ein
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Abb. 4.16: Etablierung der a-GFAP Immunfluoreszenz und des Immunoblots a-HA.

(A-B) Test der Spezifitat des a-GFAP Antikérpers in Immunfluoreszenzreaktionen. NMRI Maus,
Gehirn. 8 ym Kryoschnitte, horizontal. Mal3stabsbalken: A) 20 um, B) 10 um. (C) Test der Spezifitat
eines a-HA Antikérpers im Immunoblot. Lysat von MCF-7 Zellen, transient transfiziert mit HA-Stat3
(90,5 kDa). Aufgetragen sind 1, 2 und 5 pl.

Immunoblot gegen den HA-Tag abgebildet. Verwendet wurde dabei ein Lysat von
MCF-7 Zellen, die transient mit einem HA-Stat3 Konstrukt transfiziert waren. Gut zu
erkennen ist der Anstieg der Signalintensitat in Abhangigkeit von der eingesetzten

Proteinmenge.

4.3 Vimentinmutation und humane Erkrankungen

4.3.1 Identifikation einer humanen Vimentinmutation

Vimentin ist eines der wenigen IF-Gene, die noch nicht mit einer humanen
Erkrankung verknupft werden konnten (Magin et al., 2004; Magin et al., 2007; Omary
et al., 2004). In einem reversen genetischen Experiment wurde der hohe Grad an
Sequenzidentitat zwischen Vimentin und anderen IF-Proteinen, vor allem in den
sogenannten IF-Konsensusmotiven in den a-helikalen Enden der ’'rod’-Domane
(Herrmann and Aebi, 2004) genutzt, um transgene Mause, welche die dominante
Vimentinmutation R113C in der 1A-Domane exprimieren, zu generieren. Als
Konsequenz entwickeln die Mause einen Katarakt (Bornheim et al., 2008). Die
analoge Mutation in Keratin 14, R125C, ist die haufigste genetische Veranderung in

Keratinen und fuhrt zu einer schweren EBS-Erkrankung (Uitto et al., 2007).
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Basierend auf diesem Ansatz wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. S.
Bhattacharya, University College of London, das humane Vimentingen in 90
Kataraktpatienten auf Unterschiede zur verdffentlichten DNS-Sequenz untersucht
(Ferrari et al., 1986). In einer 45jahrigen Patientin mit einem zonularen ’staubartigen’
Katarakt wurde die Substitution G596A in Exon 1 gefunden (Abb. 4.17 A). Auch die
Mutter der Patientin litt unter einem Katarakt, wodurch eine autosomale dominante
Vererbung etabliert ist. Unglucklicherweise konnte von den Familienmitgliedern kein

biologisches Material erhalten werden, um diesen Zusammenhang durch DNS-
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C TACAAG G ARG CTACG AG G AG

n oA Iﬁl\ (f II| l.'\‘ f III :Il' I'|I
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/\f \w,l‘ II'IA/\,A }."I \ f y\ /\J’II \_.ff. \ -/\/\;'I | ’)/\/\J.'II \ ./\
| L wt | J
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s ow L0 am n WY r

_—— NHI_ ((‘.,H = (‘ [ (_MCOOH
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Doméne | | 1A | 1B L 127, 2B I |
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c 1A L1 1B
Mensch EQONKILLAELEQLKGQGKSRLGDLYEEEMRELRRQVDQLTNDKARVEVE 174
Maus EQQONKILLAELEQLKGQGKSR LGDLYEE EMRELRRQVDQLTNDKARVEVE 174
Huhn EQONKILLAELEQLKGKGTSRLGDLYEEEMRDVRROVDOQLTNDKARVEVE 168
Frosch EQONKILVAELEQLKGKGTSR IGDLYEEEMRELRRQLDQATNDKARVEVD 164
Zebrafisch EQQONKILIAELEQLRGKGASRVGDL EMRELRRQVDQLTGEKSKVEVD 165
Forelle EQONKILLAELEQLKGKGASR IGDLYEDEMRDLRRQVDQLTNEKAHVEVD 170
Hai EQONKQLLILELEQLKGKPRSRIGDLYEDELRELRLQIDONNNEKSRMEVE 160
Zitterrochen EQQNKMLLAELEQVKGKRPSK IGDLYEQELRELRLQIDQISNEKSRVEVE 168
efgabcde fgabcd a.bcdifgabcdef gabcdefgabcde fg

Abb. 4.17: Vimentin Struktur und Mutation.

(A) ldentifikation einer VIM Mutation in einem Kataraktpatienten durch DNS-Sequenzierung. Die
veranderten Nukleotide in der mutierten Sequenz sind Uber dem Chromatogram dargestellt, die
entsprechend geédnderte Aminosaure darunter. (B) Schematische Darstellung der Vimentin Gen- und
Protein-Domanenorganisation. Die Lage der Mutation E151K im coil 1B von humanem Vimentin ist
durch ein schwarzes Dreieck hervorgehoben. Gestrichelte Linien kennzeichnen das Peptid
(CGQVINETSQHHDDLE), das benutzt wurde, um ein hochspezifisches a-Vimentinserum zu
generieren. (C) Alignment von partiellen Vimentin Proteinsequenzen aus verschiedenen Spezies. 1A,
L1 und 1B markieren coil 1A, linker und coil 1B Domanen von Vimentin. Die Position der rod-Domane
ist Uber der Sequenz dargestellt. Buchstaben unter der Sequenz kennzeichnen die relative Position in
der a-Helix. Bemerkenswert ist die Konservierung der Aminosaure E151 zwischen den Spezies. Diese
Aminosaure ist im Kataraktpatienten mutiert (rote Box). Zahlen markieren die Aminosaurepositionen in
den entsprechenden Spezies.
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Sequenzierung zu unterstitzen. Die entdeckte Mutation ist in den 192
Kontrollsequenzen der europaischen Zellkultursammlung von gesunden Probanden
(human random control DNA panels) nicht enthalten. Die Mutation G596A ist auch
keiner der 51 bekannten Nukleotidpolymorphismen (SNPs) im Vimentingen (NCBI),
von denen 3 im Exon 1 liegen. Die Substitution verursacht einen Wechsel der
Aminosaure von Glutaminsaure zu Lysin in der ’e’-Position der ersten
Heptadenwiederholung in der 1B-Domane (Abb. 4.17 B). Die Glutaminsaure ist in
dieser Position der Vimentinsequenz evolutionar von Knorpelfischen bis zum
Menschen konserviert (Abb. 4.17 C). AulRerdem ist die Glutaminsaure in Desmin und
neuronalen IF-Proteinen, die mit Vimentin wahrend der Embryonalentwicklung
Heteropolymere bilden, konserviert (Herrmann and Aebi, 2004; Schaffeld et al., 2001)
(Abb. 4.29), was eine wichtige funktionale Rolle dieser Aminosaure unterstreicht.
Eine analoge Mutation ist bis jetzt noch fur kein anderes IF-Gen entdeckt worden.
Die Vimentin ’'rod’-Domane ist flir die Dimerbildung essentiell und ist bei der
Zusammenlagerung zu langen Filamenten entscheidend beteiligt (Herrmann et al.,
2007; Herrmann et al., 1996; Parry et al., 2007). Daher stellen wir die Hypothese auf,
dald die Mutation der konservierten Aminosaure mit einer Zerstérung von intra- und
interhelikalen ionischen Interaktionen, und dadurch mit einer Veranderung der

Vimentin Filamentstruktur und Funktion, einhergeht.

4.3.2 In vitro Charakterisierung der Vimentinmutation

Um die biologischen und biochemischen Folgen der Mutation zu untersuchen, wurde
cDNS der E151K Mutation und der R113C Mutation, die zur Zerstérung der
Vimentinfilamente und zum Katarakt in der Maus flhrt (Bornheim et al., 2008),
transient in MCF-7 Zellen transfiziert. Etwa 19 % der VImE151K transfizierten Zellen
zeigt zytoplasmatische Vimentinaggregate unterschiedlicher GrolRe, was darauf
hinweist, dal® die Vimentinmutation einen EinfluR auf die Struktur des
Vimentinpolymers und auf die Filamentorganisation austbt (Abb. 4.18 A-E). Die
restlichen transfizierten Zellen enthielten Filamente, die von kurzen Stucken bis zu
wildtypartigen, langen Filamenten reichten. Diese veranderte Vimentinorganisation
erinnert an die zuvor analysierte dominant negative Punktmutante R113C (Bornheim
et al., 2008; Schietke et al., 2006) (siehe auch 4.1), wenn auch in weniger starker
Auspragung (Abb. 4.18 F). Die Transfektion von wt Vimentin in MCF-7 Zellen fuhrt

zur Ausbildung von extensiven Filamenten im gesamten Zytoplasma und
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Abb. 4.18: Immunfluoreszenzanalyse von transient transfizierten MCF-7 Zellen.

Die Expression der Vimentin E151K Punktmutante verursacht eine veranderte Organisation des
Vimentin Zytoskeletts. (A) bis (E) zeigen einen Bereich von Vimentin E151K Phanotypen, die von
zerstorten Vimentinfilamenten, organisiert in dichten zytosolischen Aggregaten (A), bis zu beinahe
normal erscheinenden Vimentinfilamenten (B) reichen. (F) Die zuvor charakterisierte, dominante
Vimentin R113C Punktmutante verursacht eine starkere Zerstérung des Zytoskeletts (Bornheim et al.,
2008; Schietke et al., 2006) als die Mutante E151K. (G) und (H) Ausbildung eines extensiven,
filamentdsen Zytoskeletts nach Transfektion mit wt Vimentin. Mal3stabsbalken: 10 um.

demonstriert die generelle Fahigkeit der Zellen zur Filamentbildung (Abb. 4.18 G,H).
Da im R113C in vivo-Modell eine erhohte Proteasomenaktivitdt, die zum
Kataraktphanotyp beitragt, festgestellt wurde (4.1 und (Bornheim et al., 2008), wurde
die Konservierung des Pathomechanismus in E151K transfizierten Zellen untersucht.
In Zellextrakten von R113C und E151K transfizierten Zellen war die

Proteasomenaktivitat jeweils um etwa 60 % erhoht Vergleich zu MOCK-transfizierten
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Abb. 4.19: Die missense Mutation E151K verursacht eine erhdhte Proteasomenaktivitat in transient
transfizierten MCF-7 Zellen.
(A) In transfizierten MCF-7 Zellen verursachen beide Mutanten, E151K und R113C, einen starken
Anstieg der Proteasomenaktivitat. Mock-transfizierte Zellen zeigen einen geringen Anstieg. (B) Stellt
die relative Proteasomenaktivitdt von (A) zum Zeitpunkt 45 min dar. Im Vergleich zu mock-

transfizierten Zellen zeigen einzeln-

Proteasomenaktivitat von 60 % bzw. 50 %.
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Abb. 4.20: Charakterisierung der  Filament-
bildungskinetik von E151K Vimentin.

(A) und (B) Elektronenmikroskopische Analyse
von Filamenten, gebildet aus wt (A) und
mutiertem (B) Vimentin fir 1 h bei 37°C. Wie
andere  IF-Proteinmutationen hat E151K
Vimentin einen dominanten Effekt auf die
Filamentbildung. Obwohl E151K  Vimentin
Filamente von normaler Erscheinung bildet, ist
die Reaktion der Filamentbildung deutlich
verlangsamt. Pfeilspitzen in (B) markieren ULF
(unit-length ~ filament)  Vorlaufer, die in
Filamentbildungsreaktionen mit wt Vimentin
nicht vorkommen. Maf3stabsbalken: 100 nm. (C)
Viskositatsmessung von gereinigtem E151K und

wt Vimentin. Beide Proteine zeigen ein ahnliches Viskositatsprofil, wobei die Vimentin Punktmutante
E151K eine sehr geringe Geschwindigkeit der Filamentbildung aufweist. Die Viskositat von Vimentin
E151K Protein ist aus zwei unabhangigen Experimenten gezeigt.
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MCF-7 Zellen (Abb. 4.19). Kotransfektion von E151K und wt Vimentin resultierte
immer noch in einer Erhohung der Proteasomenaktivitat um etwa 50 %. Dies
demonstriert ein dominantes Verhalten der E151K Vimentinmutation in diesem
Experiment und stimmt mit den genetischen Daten Gberein.

Um die Vimentinmutation weiter zu charakterisieren, wurde ein etabliertes in vitro
Assemblierungsexperiment mit gereinigtem Vimentin genutzt (Schietke et al., 2006).
In vitro Assemblierung von wt Vimentin ergab lange und verzweigte Filamente,
wohingegen E151K Vimentin deutlich kirzere und weniger verzweigte Filamente,
selbst nach verlangerter Inkubationszeit, bildet (Abb. 4.20 A,B). E151K Vimentin
zeigt auch unvollstandige Filamente, die im wt nicht vorkommen (Pfeile in Abb. 4.20
B). An frihen Zeitpunkten (10 sek.) der Filamentbildung mit E151K Vimentin waren
ULFs (unit length filaments) vorhanden, allerdings war die Zusammenlagerung der
ULFs zu langen Filamenten im Vergleich zu wt Vimentin deutlich verlangsamt. Diese
Daten wurden durch Viskositatsexperimente unterstutzt. E151K Vimentin erreichte
dabei nur sehr langsam eine erhohte Viskositat (Abb. 4.20 C). Wt Vimentin erreichte
nach 10 min ein Plateau, wahrend E151K Vimentin erst nach 1 h langsam einen
Maximalwert der relativen Viskositat n erreicht. So ergibt wt Vimentin z.B. nach einer
Minute einen n Wert von 0,035, das entspricht 36 % des Wertes nach 1 h, E151K
dagegen nur 0,004, was 4 % des Wertes nach 1 h entspricht. Zusammen
unterstitzen die in vitro Experimente die Hypothese, dal} die E151K Mutation nicht
die Filamentbildung an sich inhibiert, aber zu einem starken kinetischen Defekt,

sowohl zu friihen als auch spaten Stadien der Filamentbildung, fihrt.

4.3.3 Erzeugung und Charakterisierung von stabil transfizierten
Fibroblastenzelllinien

Um den Effekt von Vimentinmutationen in einem gut manipulierbaren
Zellkulturmodell zu analysieren, wurden 3 Plasmide generiert, die N-terminal FLAG-
markiertes wt, R113C und E151K Vimentin kodieren. Diese Plasmide wurden in 3T3
F442A Fibroblasten transfiziert und mit G418 auf stabile Integration selektiert. Das
FLAG-Epitop ermoglicht eine Unterscheidung von endogenem und transgenem
Vimentin. Die Expression des Vimentin Transgens wurde mit Hilfe von
Immunfluoreszenz in mehreren Klonen analysiert (Abb. 4.21). Es wurden
ausschlieRlich Zellklone weiterverwendet, die in mindestens 90 % der Zellen

transgenes Vimentin aufwiesen. Wildtyp Vimentin und die E151K Vimentinpunkt-
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Abb. 4.21: Immunfluoreszenzanalyse stabil transfizierter 3T3 F442A Fibroblasten.
Immunfluoreszenz a-FLAG von stabil transfizierten 3T3 F442A Fibroblasten Zellen. (A) wt Vimentin
exprimierende Fibroblasten. (B) Vim R113C. (C) Vim E151K. Mehr als 95 % der Zellen sind positiv fir

das Vimentin-Transgen. Das Inset zeigt jeweils einen vergroRerten Ausschnitt. Malistabsbalken: 20
pm.

A _ v kDa

e —— ﬁ---..___ €0

- — 50

t ¢t Iil".i-
!

|

l

i
A

E151K wt vim o e e w w . ..CoOmassie.

Abb. 4.22: Immunoblotanalyse stabil transfizierter 3T3 F442A Fibroblasten.
(A) Immunoblot a-FLAG. Bei gleicher Proteinbeladung des Gels wurde die Expression von
transgenem Vimentin in verschiedenen Klonen analysiert. Die stabil transfizierten 3T3 F442A

Fibroblasten exprimieren unterschiedliche Mengen an transgenem Vimentin. (B) Coomassiefarbung
des entsprechenden PAA-Gels.

mutante bilden in Fibroblasten ein ausgepragtes Filamentsystem (Abb. 4.21 A,C).
Die Expression von R113C Vimentin dagegen fuhrt in einem Groldteil der Zellen zur
Aggregation von Vimentin (Abb. 4.21 B), in Ubereinstimmung mit Untersuchungen
von (Schietke et al., 2006). Die so identifizierten Klone wurden weiter durch

Immunoblot charakterisiert. Dabei zeigte sich, dal3 die Klone bei gleicher
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eingesetzter Proteinmenge unterschiedliche Mengen an transgenem Vimentin
exprimieren (Abb. 4.22). Die unterschiedlichen Verhaltnisse von transgenem zu
endogenem Vimentin in den analysierten Klonen beeinflulten allerdings die
Filamentbildung und Vimentinverteilung innerhalb der Zelle nicht. Da die VImE151K
Fibroblasten in der Gegenwart von endogenem Vimentin keinen Effekt auf die
Filamentbildung oder Vimentinlokalisation zeigten, wurden die stabilen Zelllinien nicht
weiter zur Analyse der physiologischen Effekte der E151K Punktmutation eingesetzt.
Vielmehr sollten fur diesen Zweck Vimentin-freie Zellsysteme oder Zellen mit
definierten bzw. regulierbaren Mengen von endogenem und transgenem Vimentin
verwendet werden.

3T3 F442A Zellen konnen durch Zugabe von z.B. Insulin zum Medium zu Adipozyten
differenziert werden und sind somit als Modell der Differenzierung von Fibroblasten
geeignet (Franke et al., 1987; Green and Kehinde, 1976). Dies kdnnte genutzt
werden, um den Zusammenhang zwischen Vimentin und Lipidspeicherung sowie
Lipidmetabolismus zu untersuchen (Franke et al., 1987; Lieber and Evans, 1996;
Schweitzer and Evans, 1998). Desweiteren konnte durch die generierten stabilen
Zelllinien der Einflu® von Vimentinmutationen auf die Vimentin-Lipid-Interaktion und

die Lipidspeicherung analysiert werden.

4.3.4 Erzeugung und Charakterisierung einer Vimentin-defizienten
Fibroblastenzelllinie

Nur wenige etablierte Zelllinien, wie z.B. SW-13 und MCF-7 Zellen, exprimieren kein
Vimentin. Selbst Zelltypen, die in vivo kein Vimentin exprimieren, beginnen in
Zellkultur haufig die Vimentinexpression. Eine veranderte Expression in Zellkultur
wurde auch fur Keratine gezeigt (Franke et al.,, 1982; Franke et al., 1979). Die
Grundlage der veranderten Expression ist nicht geklart, kdnnte aber auf fehlende 3D-
Interaktionen der Zellen oder auf veranderte Signalwege zwischen verschiedenen
Zelltypen im in vivo Gewebe zurlckzufuhren sein.

Um mogliche Effekte von Vimentinmutationen auf die Filamentbildung und Protein-
Protein-Interaktionen zu analysieren, sollte ein mdglichst natives, Vimentin-freies
Zellsystem generiert werden. Vimentin-negative Zellen haben den Vorteil, dafl
kompensatorische Effekte von endogenem Vimentin ausgeschlossen werden konnen
und so auch Mutationen analysiert werden konnen, die nicht dominant sind. Ein

experimentell leicht zuganglicher und in vivo Vimentin-exprimierender Zelltyp sind
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Abb. 4.23: Immunfluoreszenzanalyse von Vimentin und Keratin 19 in wt und vim ko™ MEF Zellen.

Die Vimentinexpression in MEF Zellen wurde mit einer Immunfluoreszenzreaktion gegen Vimentin
(gran) und Keratin 19 (rot) analysiert. (A) vim ko” MEF Zellen exprimieren kein Vimentin und Keratin
19. (B-C) wt MEF Zellen zeigen eine typische Vimentin Verteilung. Malistabsbalken: A,C) 10 ym, B)
20 pm.

Fibroblasten. Daher wurden aus E14 Embryonen von vim ko’ und wt C57BI/6
Mausen embryonale Fibroblasten (MEF) Zellen gewonnen. Die Zellen wurden in den
ersten 2 Passagen vermehrt und anschlieRend in Aliquots in flissigem Stickstoff
gelagert. Die Expression von Vimentin und Keratinen wurde mittels
Immunfluoreszenz analysiert und ergab, wie erwartet, extensive Vimentinfilamente
im gesamten Zytoplasma von wt MEF Zellen (Abb. 4.23 B,C) und keine
Keratinexpression in beiden Zelllinien. Vimentin ko™ MEF exprimieren dagegen kein
Vimentin (Abb. 4.23 A). Im Vergleich zu wt MEF Zellen konnten im Phasenkontrast
keine Unterschiede in der Zellgrofde oder Zellmorphologie in Abwesenheit von
Vimentin festgestellt werden. Dies impliziert, dal3 Vimentin in Fibroblasten, ahnlich
wie in Vimentin ko’ Mausen (Colucci-Guyon et al., 1994), nicht essentiell fir die
Integritat der Zellen ist. Es wurde keine induzierte Expression von Keratinen, welche
die fehlende Vimentinexpression kompensieren konnten, beobachtet. Die Fahigkeit
dieser Zellen zur Aufnahme von Plasmid-DNS wurde mit dem Transfektionsreagenz
Lipofectamin2000 getestet und 2 Tage nach Transfektion wurde die Expression
durch Immunfluoreszenz analysiert. Mit dieser Methode konnten nur 10-15 % der
Zellen transfiziert werden. Dies sollte mit einem anderen Transfektionsreagenz, wie
z.B. FUGENE 6 (personliche Kommunikation Prof. Dr. H. Herrmann), optimiert

werden, da die so erhaltenen Proteinmengen fur Immunoblotanalysen zu gering sind.
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Somit steht eine neue Vimentin-freie Fibroblastenzelllinie zur Verfigung, die fir

weitere Experimente genutzt werden kann.

4.3.5 Analyse der Vimentinverteilung innerhalb der Zelle

Vimentinmodifikationen, wie Phosphorylierung oder Glykosylierung, aber auch
Interaktion mit Proteinen wie z.B. Chaperonen, fihren haufig zu Veranderungen der
Filamentstruktur der Zelle (Coulombe and Omary, 2002; Kueper et al., 2007; Sihag et

al., 2007). Deshalb wurden mégliche Einflisse der entdeckten humanen Vimentin-

A, unten

Abb. 4.24: Stapel von a-Vimentin Immunfluoreszenzbildern von 3T3-L1 Zellen.

(A-H) Endogenes Vimentin wurde in Fibroblastenzellen mit einem a-Vimentin Antikdrper gefarbt und
mit einem konfokalen Mikroskop abgebildet. Vimentin wird im gesamten Zytoplasma exprimiert, nur
die Bereiche der Zellkerne enthalten kein Vimentin. (I) Schematische Darstellung der Schnittebenen
durch die Zelle. ECM: extrazellulare Matrix. Schnittdicke: 300 nm. Maf3stabsbalken: 10 ym.
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Abb. 4.25: Stapel von a-Vimentin Immunfluoreszenzbildern von MCF-7 Zellen, transient transfiziert mit
wt Vimentin.

(A-H) Die Expression von Vimentin in Epithelzellen wurde mit einem a-Vimentin Antikdrper analysiert
und mit einem konfokalen Mikroskop abgebildet. Vimentin wird im gesamten Zytoplasma exprimiert,
nur die Bereiche der Zellkerne enthalten kein Vimentin. Die ektopische Expression von wt Vimentin
gleicht der endogenen Vimentinverteilung in Fibroblasten. (I) Schematische Darstellung der
Schnittebenen durch die Zelle. ECM: extrazellulare Matrix. Schnittdicke: 300 nm. MaRstabsbalken: 10
pm.

punktmutation auf die Vimentinlokalisation und Organisation innerhalb der Zelle mit
Konfokalmikroskopie untersucht. Als wt Kontrolle dienten Vimentin-exprimierende
3T3-L1 Fibroblasten. Immunfluoreszenzfarbungen gegen Vimentin zeigen ein
ausgepragtes Filamentsystem im gesamten Zytoplasma (Abb. 4.24). Vimentin wird in
allen Schnittebenen exprimiert, nur die Bereiche des Zellkerns enthalten kein
Vimentin. Die Verteilung von E151K Vimentin wurde in MCF-7 Zellen, die kein

endogenes Vimentin exprimieren, analysiert, da in Gegenwart von endogenem
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Abb. 4.26: Stapel von a-Vimentin Immunfluoreszenzbildern von MCF-7 Zellen, transient transfiziert mit
E151K Vimentin.

(A-H) Die Expression der E151K Vimentinpunktmutation wurde in Epithelzellen mit einem a-Vimentin
Antikorper analysiert und mit einem konfokalen Mikroskop abgebildet. Vimentin wird im gesamten
Zytoplasma exprimiert, nur die Bereiche der Zellkerne enthalten kein Vimentin. Die ektopische
Expression von E151K Vimentin gleicht der endogenen Vimentinverteilung in Fibroblasten. (I)
Schematische Darstellung der Schnittebenen durch die Zelle. ECM: extrazelluldre Matrix. Schnittdicke:
300 nm. Mal3stabsbalken: 10 ym.

Vimentin in Fibroblasten der Effekt dieser Mutation nicht sichtbar war (siehe auch
4.3.3.). Als zusatzliche Kontrolle dienten wt Vimentin-transfizierte MCF-7 Zellen. Die
ektopische Expression von wt Vimentin in MCF-7 Zellen flhrt zu einer typischen
Verteilung der Vimentinfilamente im Zytoplasma (Abb. 4.25). Diese ist sehr ahnlich
der Vimentinverteilung in 3T3-L1 Fibroblasten (Abb. 4.24) und demonstriert die
generelle Fahigkeit von MCF-7 Epithelzellen zur Bildung von Vimentinfilamenten.

Daher ist diese Epithelzelllinie als Modell fir die Analyse der Vimentinfilamentbildung
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Abb. 4.27: Stapel von a-Vimentin Immunfluoreszenzbildern von 3T3-L1 und MCF-7 Zellen.
Zur besseren Vergleichbarkeit sind die Schnittebenen (D-F,H) der Abb. 4.24-4.26 nebeneinander
dargestellt. Die Vimentinexpression wurde in Fibroblasten und transient transfizierten Epithelzellen mit
einem anti-Vimentin Antikérper analysiert und mit einem konfokalen Mikroskop abgebildet. Vimentin
wird im gesamten Zytoplasma exprimiert, nur die Bereiche der Zellkerne enthalten kein Vimentin. Die
ektopische Expression von Vimentin gleicht der endogenen Vimentinverteilung in Fibroblasten,
allerdings ist Vimentin in MCF-7 Zellen mehr apikal verteilt. Schnittdicke: 300 nm. MaRstabsbalken: 10
pm.
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Abb. 4.28: Stapel von a-Vimentin Immunfluoreszenzbildern von MCF-7 Zellen, transient transfiziert mit
wt- und R113C Vimentin.

(A-H) Die Expression von Vimentin in Epithelzellen wurde mit einem a-Vimentin und einem a-FLAG
Antikdrper analysiert und mit einem konfokalen Mikroskop abgebildet. Vimentin wird im gesamten
Zytoplasma exprimiert, nur die Bereiche der Zellkerne enthalten kein Vimentin. Die gleichzeitige
Expression von wt Vimentin und der dominanten R113C Vimentinpunktmutante im Verhaltnis 1:1
verursacht die Bildung von partiellen Filamenten und von massiven zytosolischen Proteinaggregaten.
Die Aggregate sind bevorzugt randstandig und kommen in allen Schnittebenen vor. Gezeigt ist die
Uberlagerung der Vimentin und FLAG Farbung. () Schematische Darstellung der Schnittebenen
durch die Zelle. ECM: extrazellulare Matrix. Schnittdicke: 300 nm. Maf3stabsbalken: 10 um.

geeignet. Ahnlich wie wt Vimentin bildet E151K Vimentin im Zytoplasma von MCF-7
Zellen grofltenteils Filamente aus (Abb. 4.26). Diese erscheinen aber vor allem in
den mittleren Schnittebenen (D-F) mehr membranstandig und gebundelt als in wt
Zellen. Es wurden auch immer wieder kurze Filamente und Aggregate beobachtet

(siehe auch Abb. 4.18). Im Vergleich zu wt Vimentin zeigt E151K Vimentin eine mehr
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apikale Verteilung (Abb. 4.26, Schnittebenen F, G), mdglicherweise in Verbindung
mit sekretorischen Strukturen. In Abb. 4.27 sind ausgewahlte Schnittebenen
derFibroblasten und transfizierten Epithelzellen nebeneinander dargestellt, um diese
besser vergleichen zu kénnen. Die Vimentinmutation R113C verursacht in MCF-7
Zellen Aggregate im gesamten Zytoplasma und bildet keine Filamente (Abb. 4.18). In
einer 1:1 Mischung mit wt Vimentin werden vereinzelt kurze Filamente ausgebildet,
uberwiegend aggregieren aber beide Proteine (Abb. 4.28). Die R113C Mutante wirkt
daher dominant, in Ubereinstimmung mit Experimenten in stabil transfizierten
Fibroblasten (Abb. 4.21) und (Schietke et al., 2006). In den konfokalen Aufnahmen
ist zu erkennen, dal in allen Schnittebenen Aggregate enthalten sind (Abb. 4.28).

Besonders ausgepragt sind die Aggregate in den basalen Schnittebenen A-D.

4.4 Putative Vimentin-Protein-Interaktionen

Wie in 4.1 gezeigt wurde, verursacht die Expression von Vimentinpunktmutanten die
Bildung von zytoplasmatischen Aggregaten und fuhrt im Mausmodell zum Katarakt
der Linse (Bornheim et al., 2008). Dabei enthalten die Aggregate nicht nur
endogenes und transgenes Vimentin, sondern auch Hsp70, Synemin und sehr
wahrscheinlich noch weitere Proteine. Daher ist eine mogliche Ursache der
Pathologie in der Linse eine gestorte Vimentin-Protein-Interaktion.

Um zu klaren, wie Vimentinaggregate einen Katarakt in der Linse verursachen, und
somit mehr Uber den zugrunde liegenden Pathomechanismus zu verstehen, wurde
die humane Vimentin Proteinsequenz mit Hilfe von Datenbanken auf Protein-
Interaktionsdomanen untersucht. Abb. 4.29 zeigt eine Auswahl der detektierten
Vimentin-bindenden Proteine bzw. Proteindomanen sowie schematisch die Lage der
Interaktionsmotive im Vimentinmolekul. Enthalten sind dabei Proteine wie z.B. 14-3-3,
fur die in Zellkulturexperimenten schon eine Interaktion mit Vimentin gezeigt wurde,
und auch Vimentin-modifizierende Enzyme wie z.B. PKA (Eriksson et al., 2004;
Satoh et al., 2004; Tzivion et al., 2000). Die Datenbanksuche ergab auch ein
besonders interessantes und bisher unbekanntes Vimentin-bindendes Protein, den
Transkriptionsfaktor Stat3, mit einer einzelnen putativen Bindungsstelle in der 2B-
Domane (Abb. 4.29). Da bisher keine Interaktion von IF-Proteinen mit
Signalproteinen, und speziell mit zytosolischen Transkriptionsfaktoren, beschrieben

ist, wurde an dieser Stelle auf Stat3 fokussiert. Um die Konservierung der
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Abb. 4.29: Vorhersage Vimentin-bindender Proteindoménen.

Die humane Vimentin Proteinsequenz wurde mit Algorithmen der ELM Datenbank auf potentielle
Proteininteraktionsmotive untersucht. Dargestellt sind die Vimentin Domanen- und Proteinstruktur
sowie die Lage und Anzahl der vorhergesagten Proteindomanen.
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vorhergesagten Bindungsstelle zu untersuchen, und damit eine potentiell funktionelle
Relevanz der Interaktion zu unterstreichen, wurde ein Alignment der bekannten
Vimentinproteinsequenzen verschiedener Spezies angefertigt (Abb. 4.31). Dabei
zeigt sich eine Konservierung der Stat3-Interaktionsdomane in  der
Vimentinproteinsequenz vom Menschen uber die Maus bis hin zu Knorpelfischen.
Nur im Frosch ist der Tyrosinrest der Stat3-Konsensussequenz (Levy and Darnell,
2002; Stahl et al.,, 1995) zu Phenylalanin mutiert. Desweiteren wurde die
Konservierung der vorhergesagten Stat3-Bindungsstelle in der humanen Typ Il IF-
Proteinfamilie untersucht. Es konnte gezeigt werden, dal® die Bindungsstelle nicht
nur in humanem Vimentin sondern auch in GFAP, dem IF-Protein in Gliazellen, und
dem Muskel-IF Protein Desmin konserviert ist (Abb. 4.30). Die weite Konservierung,
sowohl innerhalb der humanen Typ Il IF-Proteine als auch zwischen den
Vimentinsequenzen unterschiedlicher Spezies, spricht flur eine physiologische
Bedeutung der potentiellen Vimentin-Stat3-Interaktion oder auch fir eine strukturelle
Bedeutung dieser Sequenz.

Um die potentielle Vimentin-Stat3-Interaktion in Zellkultur zu untersuchen, wurden

Stat3 und ein Plasmid, das die humane Vimentin 2B-Doméane kodiert, in MCF-7
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Abb. 4.30: Alignment der Aminosauresequenzen der menschlichen Typ Il IF-Proteine.
Schwarz unterlegt sind die einzelnen Bereiche (1A, 1B, 2A, 2B) der rod-Domane. Die potentiellen
Interaktionsstellen und die Lage der Vimentin Punktmutationen sind farbig markiert.

Zellen transfiziert. Die 2B-Domane wurde anstatt des kompletten
Vimentinkonstruktes verwendet, da die vorhergesagte Stat3-Bindungsstelle in
diesem Bereich des Vimentinmolekdls liegt (Abb. 4.29) und dadurch die Lokalisation
einer moglichen Interaktionsstelle eingegrenzt werden sollte. Die Expression und
Lokalisation beider Proteine wurde mit Immunfluoreszenz analysiert. Es zeigte sich in
60 % der Zellen eine partielle Kolokalisation im Zytoplasma (Abb. 4.32). Beide
Proteine liegen dabei in kleinen Partikeln und auch in groen Aggregaten im
gesamten Zytoplasma vor. Die Vimentin 2B-Domane kann in MCF-7 Zellen ohne
endogenes Vimentin keine Filamente ausbilden. Stattdessen bilden sich kurze, diffus

erscheinende Vimentinpartikel sowie zytoplasmatische Aggregate (Abb. 4.33).
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Abb. 4.31: Alignment der Vimentin-Aminosauresequenzen verschiedener Spezies.
Gelb unterlegt sind die potentiellen Stat3 und Stat5-bindenden Regionen. Der Tyrosinrest wird dabei entsprechend phosphoryliert. Die Lage der Punktmutationen
ist rot markiert. Schwarz unterlegt sind die 1A, 1B, 2A und 2B Regionen der 'rod’-Domane. Zahlen markieren die Aminosaureposition in den entsprechenden

Spezies.
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Abb. 4.32: Immunfluoreszenzanalyse der Vimentin 2B-Domane und Stat3 in MCF-7 Zellen.

(A-1) Die Expression der Vimentin 2B-Domane in transient transfizierten MCF-7 Zellen wurde mit einer
Immunfluoreszenzreaktion gegen Vimentin (grin) und HA-Stat3 (rot) analysiert. Stat3 und die
Vimentin 2B-Domane zeigen eine partielle Kolokalisation im Zytoplasma. Mal3stabsbalken: 10 pm.

Abb. 4.33: Immunfluoreszenzanalyse der Vimentin 2B-Domane in MCF-7 Zellen.

(A-D) Die transiente Expression der Vimentin 2B-Doméne in MCF-7 Zellen wurde mit einer
Immunfluoreszenzreaktion gegen Vimentin (griin) und FLAG (rot) analysiert. Die Vimentin 2B-Doméane
zeigt eine Verteilung sowohl diffus im Zytoplasma als auch in Aggregaten. Mafstabsbalken: 20 uym.
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Im Vimentin Mausmodell manifestiert sich trotz Proteinaggregaten in allen Vimentin-
exprimierenden Geweben nur im Auge ein Phanotyp (4.1). Es war bekannt, daf in
den Epithelzellen der Linse GFAP, neben Vimentin ein weiteres Typ Il IF-Protein,
exprimiert wird und dall GFAP ein Stat3-reguliertes Gen ist (Hatfield et al., 1984;
Herrmann et al., 2008; Sriram et al., 2004). AuRerdem wurde in Vimentin und
GFAP ’knock-out'-Mausen ein Zusammenspiel von Vimentin und GFAP, speziell
unter Stre3 und bei Verletzung des ZNS, beschrieben (Pekny and Lane, 2007).

Deshalb wurde in der Arbeit von R. Meier-Bornheim ein potentieller Einflu® der

wt STAT3 B im; ’ STAT3

Abb. 4.34: Immunhistochemische Detektion von Stat3 in der Retina transgener Mause.

(A-B) Die Stat3-Expression in der Retina wurde mit einer Immunfluoreszenzreaktion analysiert. Der
Nachweis erfolgt Uber das AEC-Cromagen, welches in einen roten Niederschlag resultiert. (A) vim wt
Maus. (B) VImMAC2B Maus. (A) zeigt eine geringe zytoplasmatische Verteilung von Stat3 in der Retina
von vim wt Mausen. (B) deutlich ist die starke Aktivierung mit einhergehender Lokalisation von Stat3 in
den Zellkernen von Miller-Zellen und Astrozyten zu erkennen (Pfeile). Malistabsbalken: 50 pm.
Adaptiert nach (Meier-Bornheim, 2006).

VimAC2B

c D wi VimAC2B
wt  VimAC2B Zyklen 26

56— GFAP
@ <— GFAP

43—

Abb. 4.35: Erhdhte GFAP-Expression im Linsenepithel transgener Mause.

Die Expression von GFAP im Linsenepithel wurde durch Immunfluoreszenz, Immunoblot sowie
semiquantitative RT-PCR bestimmt. (A) und (B) zeigen die Immunfluoreszenzreaktion mit einem
Antikdrper gegen GFAP (griin) in der Epithelschicht der Linse. In (B) ist die intensivere Fluoreszenz
bei gleicher Belichtungszeit im Epithel der VImMAC2B Mause zu erkennen. Mal3stabsbalken: 20 um.
(C) zeigt die Immunoblotanalyse von Linsenlysaten. Es wurden gleiche Proteinmengen aufgetragen.
VIimAC2B Linsenextrakte enthalten erhdohte Mengen an GFAP. (D) semiquantitative RT-PCR Analyse
von mRNS-Mengen in transgenen Mauslinsen und anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese. Ein
fur die mRNS von GFAP spezifisches Amplikon von 179 Bp war in Vim wt Linsen nach 35 Zyklen nur
schwach detektierbar, wahrend es in VimAC2B Linsen reichlich vorhanden war. Die Kontrolle der
eingesetzten RNS-Menge erfolgte Uber das R-Aktin Amplikon. Adaptiert nach (Meier-Bornheim, 2006).
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ableiten,

wie

CTGGGGAGGA
CCGCCCCCCA
GTTCGGGGTG
GAGAAGCCCA
GATAAAAGCA
GAACAAGGCT
CAGTGGGTGG
TGGGTGAGGG
ACCTGAAGTC
TCCAGCGTTT
TGGGAACTCG
GCTGCAGGAA
TCAAGGCCTG
AGGGACAGAT
CTATCAGGAC
TCCAATCCCA
GGGACATCTG
AATGAGGTGG
GCAGGCACTT
AGGTCAGAGG
AAGGTCTCTC
CTACTGGGCT
AGCCACCCCA
ATCATGGTCC
AGCGGTCAGG
TGGCGTGCCC
TCCCCATAGC
AGGGGCACCC
GCGAGCHBGAG
ACGTCTCCTC
GCACCCGCCT
TGGCTGGGGC
TGGAGCTCAA
ACAAGGCGCT

Vimentinmutationen

GGCAGACAGC
GGGCCTCCTC
GGCACAGTGC
TTGAGCAGGG
GCACAGCCCC
CTATTCAGCC
CAGGGGGGGA
GACTGGGCAG
TCCAGGGACA
CCAAACCCAT
AGGAAATAAA
TAAAGACGAG
GTCTCTGGGA
CCAGGGGCTA
CTCCACTGCC
GCCCCCAGCC
TGTTCAAGGG
CCCTTGAGGG
ACAGCTGAGT
TCATCTGGTA
TCTGTTGCCC
CAAGCAATCC
CTCAGCCCTT
AACCAACCCT
GCCCCAGACC
AGGAAGCTCT
TGGGCTGCGG
GGGCATCGCC
CCAGAGCAGG
AGGGGAGATG
CTCCCTGGCT
ACTCAATGCT
TGACCGCTTT
GGCTGCTGAG

CAGGCCTTGT
TTCATGCCCA
CTGCTTCCCG
GGCTTGCATT
CTAGGGGCTG
TGTGCCCAGG
GAGGAGGGCT
GGTTCTGACC
ACAGGGCCCA
CCATCCCCAG
TCTCCAGTGG
CCAGCACAGC
GAGAGGCACA
AAGTCCTGAT
ACATAGAGGC
CCAGAACTCC
AAGGACTCCA
TACAGAACAG
GAGATAATGC
CAGCCCTTCC
AGGCTGGAGT
TCCAGCCTCA
TCCTTCCTTT
TTCTTGACCC
CATGGTCTGG
GCCTCTGGGC
CCCAACCCCA
AGTCTAGCCC
ATGGAGAGGA
ATGGTGGGGG
CGAATGCCCC
GGCTTCAAGG
GCCAGCTACA
CTGAACCAGC

die

CTGCAAGLAG
GTGAATGACT
CCGCACCCCA
GCACCCCAGC
CCCTTGCTGT
AAAGGGGATC
GTCTGCTTCC
CTGTGGGACC
GGTCTCAGGC
AGGTTCTTCC
GAGACGGAGG
CAGCTCATGT
GGGAGGCCAG
AAGGCAAGAG
CATGATTGAC
AGGGAATGAA
GGAGTCTGCT
GTTCATTCTT
CTGGGTTATG

(Meier-Bornheim, 2006).

ACCTGGCAGC
CACCTTGGCA
GCCCCCCTCA
CTGACAGCCT
GTGGCGCCAC
AGGGGATGCC
CAGAAGTCCA
AGAGTGGAGG
TCCTAGTTGG
CATCTCTCCA
GGTGGCCAGG
GTAACGGCTT
ACAAGGAAGG
AGTGCCGGCC
CCTTAGACAA
TGGGCAGAGA
GGGAATGAGG
CGCCAAATTC
AAATCAAAAA

TTCCCTTTTT

GGCGCAAACA
GCCTCCCAAA
TTAATTGATG
ACCTTCCTAG
CTCCAGGTAC
ACAGTGACCT
CCCCCTCAGG
ACTCCTTCAT
GACGCATCAC
GCCTGGCTCC
CTCCACTCCC
AGACCCGGGC
TCGAGAAGGT
TGCGGGCCAA

TTTTTTTTTI
CAGCTCACTG
GTGCTGGGAT
CATAATAATT
AGAGAGGGTC
CACCTGCCTC
CAGTGGGGTG
CTATGCCAGG
AAAGCCCTCG
CTCCGCTGCT
TGGCCGCCGT
GACCCGGGTG
CAGTGAGCGG
TCGCTTCCTG
GGAGCCCACC

Abb. 4.36: Partielle DNS-Sequenz des humanen GFAP-Lokus.
Dargestellt ist der Teil der humanen genomischen DNS-Sequenz, der auf Chromosom 17 das GFAP-
Gen enthalt. Die potentiell Stat3-bindende Sequenz (TTCN;4GAA) ist gelb hervorgehoben, der
Transkriptionsstart pink, der Translationsstart grin, und die TATA-Box blau. Die Zahlen in Klammern
markieren die Position relativ zum Transkriptionsstart. Pro Zeile sind 60 Nukleotide abgebildet.

Dabei

ATTGGGCTGG
CAGACACAAT
AATGCCTTCC
GGCATCTTGG
CGGCGGTGGA
CAGGCATGGA
AGGACACAAA
GCGTAGATGG
GCCCAGTGGC
GGCTGATGTG
GAAACGGGGC
TGTGGAGCTG
GGTGACCTGG
CCCTCTTGCC
AGGGCTGGTG
GCAGGAATGT
CCTAGTAGGA
CCAGCACCTT
GTTGGAAAGC
TTTGTGAGAC
CAGCCTCAAC
TACAAGCATG
GTAAGTATTC
CTCTTGCTTC
ATGCAGGAGT
AGGGGAGCTC
GGGTGTTGCC
CATCCCAGGA
CGCCGCTCCT
CTGGGTCCTG
GATTTCTCCC
GCAGAGATGA
GAACAGCAAA
AAGCTGGCAG

Expression von transgenem Vimentin auf GFAP im Linsenepithel von R113C und
VImAC2B Mausen untersucht

Immunfluoreszenz, Immunoblot sowie semiquantitative RT-PCR gezeigt werden, dal}

konnte durch

die Menge an GFAP sowohl auf mRNS als auch Proteinebene im Vergleich zu wt
Tieren erhoht war (Abb. 4.35). Dies deutet auf eine Beteiligung des mutierten,
transgenen Vimentins an der transkriptionellen Regulation der GFAP-Expression hin.
Desweiteren wurde mit einer immunhistochemischen Farbreaktion eine verstarkte
Lokalisation von Stat3 in Mduller-Zellen und Astrozyten nachgewiesen (Abb. 4.34).
Zusammen mit den Zellkulturexperimenten lalkt sich daraus ein neues Modell
GFAP-Expression
beeinflussen. Vimentin sequestriert Stat3 im Zytoplasma, limitiert dadurch die im

im  Linsenepithel

Zellkern verfugbare Menge an Stat3 und die GFAP-Expression ist gering. Ist
aufgrund von Mutation oder fehlender Vimentinphosphorylierung keine Stat3-

Bindung mehr mdéglich, erhoht sich die Menge an aktivierbarem Stat3 und die GFAP-

(-1450)

(-1230)

(+338)
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Expression wird erhoht (siehe auch Abb. 5.5). Um diese Theorie zu unterstitzen,
wurden Stat3-Bindungsstellen in der humanen chromosomalen GFAP DNS-Sequenz
analysiert (Abb. 4.36). Es wurden 3 mogliche Stat3-Bindungsstellen, die der
beschriebenen Konsensussequenz entsprechen, gefunden (Ehret et al., 2001).
Davon liegen die DNS-Bindungsstellen bei -1230 und -1450 im Bereich des durch
den ProScan Algorithmus vorhergesagten GFAP-Promoters. Die Regulation der
GFAP-Transkription durch eine Vimentin-Stat3-Interaktion ist also prinzipiell moglich
und sollte durch weitere Experimente bestatigt werden. Falls dies zutrifft, ist hier zum
ersten Mal eine Rolle von Vimentin in der Regulation von Stat3 im Prozeld der
reaktiven Gliose, und damit indirekt in der Regulation eines Genprogramms der

Regeneration, aufgezeigt worden.
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5 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zum einen die Charakterisierung der
Expression von Vimentinmutationen in transgenen Mausen durchgefuhrt. Die
Mutation flUhrte nur im Auge zu einem Phanotyp in Form eines Katarakts. Zum
anderen wurde in Kataraktpatienten das Vimentingen auf Mutationen untersucht. Die
gefundene Mutation in der Vimentin 1B-Domane wurde in vitro und in Zellkultur
charakterisiert und zeigt zum ersten Mal einen Zusammenhang zwischen

Vimentinmutation und humanem Katarakt.

5.1 Vimentinfunktion in der Maus

Vimentin wird in allen Zellen mesenchymalen Ursprungs exprimiert und ist in seiner
Aminosauresequenz und Expressionsmuster stark konserviert (Schaffeld et al.,
2001). Obwohl Vimentin in vitro und in Zellkultur mit vielen essentiellen Prozessen
wie StrelRantwort, intrazellularer Transport oder Zellbewegung verknupft werden
konnte, ist bis jetzt noch kein Bezug zu einer Erkrankung bekannt (Colucci-Guyon et
al., 1994; Herrmann and Aebi, 2004). Nur eine Studie, in der Hihnervimentin in der
Linse von Mausen Uberexprimiert wurde, ergab einen Katarakt und
Differenzierungsstdrungen der Linse (Capetanaki et al., 1989). Der Phanotyp scheint
aber unspezifisch zu sein, da auch die ektopische Expression von anderen Proteinen
wie SV40 T-Antigen kann in der Linse zum Katarakt fihren (Gotz et al., 1991).

Um die Vimentinfunktion in vivo zu untersuchen, wurde ein Ansatz, der zur
Identifikation von Keratinmutationen in EBS-Patienten und GFAP-Mutationen in der
Alexanderschen Krankheit geflhrt hat, verwendet (Li et al., 2002; Messing et al.,
1998; Vassar et al., 1991). Dabei konnte eine wichtige Funktion von Vimentin in der
Linse gezeigt werden (Bornheim et al., 2008). Mutiertes Vimentin bildete in allen
Zellen Aggregate, verursachte aber nur in der Linse einen Phanotyp in Form eines
Katarakts. Da Vimentin nur in der Linse, aber nicht in anderen Vimentin-
exprimierenden Geweben eine Pathologie verursacht, sind Vimentinaggregate nicht
an sich toxisch fur die Zelle. Mutantes Vimentin verursachte in Linsenfaserzellen eine
Hochregulation von Hsp70 und dessen Kolokalisation in Vimentinaggregaten. Im
Gegensatz zu Desminopathien und Alexanderschen Erkrankung sind

Vimentinaggregate nicht terminale sondern transiente Strukturen, die sogar in
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postmitotischen Zellen abgebaut werden (Li et al., 2002; Omary et al., 2004). Dies ist
in Ubereinstimmung mit Zellkulturexperimenten der Keratin14 Mutation R125C, die
eine Halbwertszeit von weniger als 15 Minuten hat und schnell abgebaut wird
(Werner et al.,, 2004). Ein potentiell ahnlicher Mechanismus in der Linse wurde
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dal’3 die dominante Vimentinmutation eine
Streldantwort der Zelle induziert, fur die eine verstarkte Hsp70 Expression und eine
erhohte Proteasomenaktivitat typisch sind. Die um 30 % erhohte Proteasomen-
aktivitat tragt zum beobachteten Abbau der Aggregate und moglicherweise zur
Kataraktpathologie bei (Bornheim et al., 2008). Die Aggregate kolokalisieren mit
Synemin, aber nicht mit den ‘beaded-filament’-Proteinen CP49 und Filensin, oder mit
anderen Proteinen des Zytoskeletts und bestehen daher vorrangig aus Vimentin,
Synemin und Chaperonen. In weiteren Experimenten mufd gezeigt werden, ob Ko-
Chaperone, wie z.B. CHIP, in den Abbau involviert sind (Arndt et al., 2007).
Mechanistisch gesehen verursacht die Vimentinmutation wahrscheinlich eine
Fehlfaltung von Vimentin, welche die Assemblierung beeinflult. Polymere, die
mutierte Untereinheiten enthalten, lagern sich mit der Zeit dann zu Aggregaten
zusammen. Die Mutation R113C liegt im 1A-Bereich der 'rod’-Domane, flr den schon
eine Kristallstruktur vorliegt. In Abb. 5.1 ist dieser Teil der Vimentinstruktur fir wt und
mutiertes Vimentin dargestellt. Deutlich ist der Gro3enunterschied zwischen Cystein
und Arginin in der nach aullen gerichteten Seitenkette zu erkennen. Aufllerdem
enthalt die Vimentinmutante eine positive Ladung weniger als der wt. Sehr
wahrscheinlich verhindern die veranderte Ladung und raumliche Struktur der
Aminosaure die korrekte Ausbildung von Filamenten.

Wie kann trotz Vimentinexpression in verschiedenen Geweben ein spezifischer
Phanotyp nur in der Linse erklart werden? In der Linse wird Vimentin sowohl im
einschichtigen Epithel als auch in Linsenfaserzellen exprimiert. Im Linsenepithel wird
Vimentin mit GFAP koexprimiert und bildet keine Aggregate. Dies liegt
wahrscheinlich an den im Vergleich zu GFAP geringen Vimentinproteinmengen
(Hatfield et al., 1984), der Fahigkeit von Vimentin mit GFAP Heteropolymere
auszubilden, und am Proteinabbau im regenerativen Linsenepithel. In anderen
Geweben sind auch Vimentinaggregate vorhanden, bilden aber keinen
pathologischen Phanotyp aus. Dies liegt mdglicherweise am sehr geringen
Proteinumsatz der Linse und an der Notwendigkeit fur den Erhalt der Transparenz

keine Fehlfaltung der Linsenproteine, z.B. durch detoxifizierende Enzyme und hohe
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Abb. 5.1: Modell der Proteinsekundarstruktur der 1A Domane von humanem Vimentin.

(A) wt Vimentin. (B) R113C Vimentin. Die Lage der Vimentin Punktmutation ist farbig markiert.
Dargestellt sind jeweils ein Oberflachen- und ein Stabmodell, basierend auf der partiellen humanen
Vimentin Kristallstruktur (Strelkov et al., 2002).

Konzentrationen von a-Kristallinen, zu erlauben. Desweiteren wird Vimentin im
Gewebe oft nur in speziellen Zelltypen exprimiert, so dal} eventuell die Menge an
transgenem Vimentin nicht ausreicht, um Effekte wie in Linse zu zeigen.

In Linsenfaserzellen gibt es 2 Arten von Adhasionskomplexen, die mit dem
Zytoskelett verbunden sind. Der eine besteht aus N-Cadherin und Cadherin 11 und
ist mit den Adapter-Proteinen a- und -Catenin, Plakoglobin, p120ctn und Vinculin
assoziiert. Der Zweite befindet sich vor allem an der Langsseite der
Linsenfaserzellen und wird von Ezrin, Periplakin, Periaxin und Desmoyokin,
zusammen mit Plectin, Spectrin und Moesin gebildet (Straub et al., 2003). Im
Gegensatz zur Keratininteraktion mit Desmosomen, die durch Mutationsstudien und
korrelierte Erkrankungen sehr gut untersucht ist, ist fur Vimentin und andere IF-
Proteine wenig Uber deren Verknupfung mit Adhasionskomplexen bekannt (Fuchs
and Cleveland, 1998; Getsios et al., 2004). In Zellkultur wird Vimentin in Fibroblasten
durch p120ctn mit N-Cadherin verknupft (Kim et al.,, 2005), in Endothelzellen
dagegen durch Plakoglobin und Desmoplakin mit VE-Cadherin (Kowalczyk et al.,
1998; Lampugnani and Dejana, 1997). Da Mutationen in Keratinen und den
Proteinen der Desmosomen sowohl die Integritat der Desmosomen als auch des
Keratinzytoskeletts beeinflussen (Magin et al., 2004; Omary et al., 2004), ist es
denkbar, daf} die Vimentinmutation R113C die Verbindung der Vimentinfilamente mit
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den Adhasionskomplexen der Linse verringert. Dies konnte letztendlich unter
mechanischer Belastung durch die Akkommodation zum Rif3 der Linsenkapsel fuhren.
Unterstutzt wird diese Hypothese durch die elektronenmikroskopische Analyse
transgener Linsenschnitte, die eine Plasmamembran mit starken Einstllpungen und
eine stark verminderte Interaktion der dorsalen Linsenzellen zeigt. Durch
Immunfluoreszenzanalyse wurde in Gegenwart von Vimentinaggregaten eine
unveranderte Lokalisation von Plectin und Aktin demonstriert, was eine direkte
Schadigung der Adhasionskomplexe oder der Verbindung zum Aktinzytoskelett
ausschliet. Trotzdem kann die mechanische Stabilitdt der Linse nicht aufrecht
erhalten werden. Dies verdeutlicht die essentielle Funktion von Vimentin fir die
Interaktion zwischen Fokalkontakten und Zytoskelett sowie fur die Struktur der
Linsenfaserzellen. Das Modell der Interaktionen von Vimentin-IF mit den
Membranadhasionskomplexen ist in Abb. 5.2 dargestellt. Dabei wird durch die
Vimentinmutation und die resultierende Aggregation die Verbindung zu den

Fokalkontakten gestort und Vimentin kann die Zellen nicht mehr vor mechanischem

Vimentin Vimentin

Aggregate

IIIntegrine II Integrine Integrine Integrine

Fokalkontakt Fokalkontakt Fokalkontakt Fokalkontakt

Abb. 5.2: Modell der Interaktion von Vimentin mit Fokalkontakt-Proteinen.

(A) In Fibroblasten ist das Vimentinnetzwerk durch Interaktionen mit Synemin und Vinculin oder durch
Plectin mit Integrinen verbunden. (B) Die Expression von Vimentinpunktmutanten in Fibroblasten
verursacht die Bildung von Proteinaggregaten und zerstért die Verbindung von Intermediar-
Filamenten zu Fokalkontakten. Die Anwesenheit von Synemin in Vimentinaggregaten und die
unveranderte Verteilung von Vinculin und Plectin an Fokalkontakten legt eine starkere Bindung mit
Vimentin, verglichen mit anderen Proteinen des Fokalkontaktes, nahe.
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Strel3 schitzen. Welche anderen Mechanismen sind in die Bildung von Katarakten
involviert und wie konnen sie zum Verstandnis des Pathomechanismus der
Vimentinmutation in der Maus beitragen? Mutationen in den Genen der Connexine,
Kristalline, aber auch der IF-Proteine CP49 und Filensin sowie Transkriptionsfaktoren
konnen Katarakte verursachen (Graw, 2004; Perng et al., 2007) (siehe auch 1.5). Es
wurde demonstriert, dal} die Inaktivierung des Connexin 46 Gens einen erhdhten
Kalziumeinstrom in Linsenfaserzellen verursacht, dadurch die proteolytische
Prozessierung von y-Kristallin stort und somit zur Aggregation fuhrt (Baruch et al.,
2001). Die Mechanismen, durch die CP49 und Filensin Mutationen zum Katarakt
fuhren sind noch nicht bekannt. Die Analyse der CP49 und Filensin ‘knock-out’-
Mause unterstutzt die Hypothese, dal} diese linsenspezifischen IF-Proteine fur die
Transparenz der Linse entscheidend sind (Alizadeh et al., 2003; Alizadeh et al., 2002;
Perng and Quinlan, 2005). Im Gegensatz dazu sind die 'beaded-filament’-Proteine in
der Linse von VimR113C und VIimAC2B Mausen vollig unverandert und somit nicht
mit der Kataraktbildung verbunden. Anscheinend sind ’beaded-flament’-Proteine
allein nicht in der Lage, die Integritat der Linse aufrecht zu erhalten. Mutationen in y-
Kristallinen der Maus und des Menschen verursachen deren Aggregation im Zellkern
von primaren Linsenfaserzellen und dadurch die Bildung von Katarakten (Sandilands
et al, 2002). Moglicherweise geschient dies durch die Depletion von
Transkriptionsfaktoren, in  Analogie zu  Mechanismen, die flir die
Aggregationskrankheit Huntington postuliert wurden. Es wurde keine veranderte
Differenzierung der Linsenfaserzellen in transgenen VimR113C und VimAC2B
Mausen detektiert, was diesen Mechanismus fur die Kataraktentwicklung
unwahrscheinlich macht. Eine weitere Gruppe von Kristallinen, die aA- und aB-
Kristalline, sind eng mit dem |IF-Zytoskelett assoziiert und sind an der Reorganisation
von Vimentin, durch Modulation der Loéslichkeit, beteiligt (Nicholl and Quinlan, 1994).
So fuhren Mutationen von aB-Kristallin zu Katarakten in der Linse und Myopathie, die
phanotypisch Ahnlichkeit zu Desminopathien aufweist. Diese Pathologie wird
verursacht von zytoplasmatischen Proteinaggregaten aus IF-Protein und aB-Kristallin,
und zeigt die enge Protein-Protein-Interaktion und ihre gegenseitige Regulation (Litt
et al., 1998; Vicart et al., 1998). Durch ihre Chaperonaktivitat wirken a-Kristalline der
Proteinschadigung in der Linse entgegen, die aufgrund des stark verminderten
Stoffwechsels der Zellen nicht kompensierbar ware (Sun and MacRae, 2005). In den

Proteinaggregaten der VIimAC2B und VimR113C transgenen Mausen konnte
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allerdings keine Kolokalisation von Vimentin mit aB-Kristallin detektiert werden. Dies
spricht fur einen Mechanismus der Kataraktentstehung unabhangig von aB-Kristallin.
Weiterhin  scheint aB-Kristallin  die Proteinaggregate nicht durch seine
Chaperonaktivitat zu modulieren. Zudem ist zu erwahnen, dal® Mutationen im aB-
Kristallingen zu polaren Katarakten fihren, wahrend mutiertes Vimentin in der Maus
einen hauptsachlich posterioren Katarakt verursacht (Bornheim et al., 2008). Das
konnte mit der leicht unterschiedlichen Architektur der Linse oder den

Expressionsmustern in Mensch und Maus erklart werden.

5.2 Vimentin und Katarakt im Menschen

In den Genen von Typ Il IF-Proteinen wurden Mutationen identifiziert, die zu
gestorter Filamentbildung fihren und eine humane Erkrankung auslésen. So sind
zahlreiche Mutationen in Desmin der Ausléser von Desminopathien (Bar et al., 2004;
Goldfarb and Dalakas, 2009). Mutationen im GFAP-Gen verursachen die Bildung von
Rosenthalfasern in Gliazellen, die zur neurodegenerativen Alexanderschen
Erkrankung fuhren (Li et al., 2002; Liem and Messing, 2009). Fur Vimentin war bisher
keine humane Erkrankung bekannt. Ein transgenes Mausmodell, das in Analogie zu
Keratinmutationen in EBS-Erkrankungen eine Vimentinmutante exprimiert,
entwickelte einen Katarakt (Bornheim et al.,, 2008). Um einen Zusammenhang
zwischen Vimentinmutation und humaner Erkrankung zu etablieren, wurden 90
Kataraktpatienten auf Veranderungen im Vimentingen untersucht. In einer 45jahrigen
Frau mit einem zonularen ’staubartigen’ Katarakt wurde die Vimentinmutation E151K
identifiziert und damit zum ersten Mal Vimentin mit humaner Erkrankung assoziiert
(Muller et al., 2009).

5.2.1 Vimentinstruktur und Pathologie

Vimentin hat wie alle IF-Proteine eine coiled-coil Struktur. Coiled-coil Strukturen
bestehen aus a-Helices und haben eine geschatzte Haufigkeit von etwa 10 % in allen
Proteinsequenzen. Sie weisen eine charakteristische Heptadenwiederholung
(abcdefg), der Aminosauren auf (Grigoryan and Keating, 2008). Die Positionen a und
d sind vorrangig mit apolaren Aminosauren besetzt und die Positionen e und g mit
geladenen und hydrophilen Aminosauren (Burkhard et al., 2001). Strukturelle

Spezifitat im coiled-coil wird hauptsachlich durch die Aminosauren in den Positionen
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a, d, e und g bestimmt (Mason and Arndt, 2004). Die elektrostatischen Interaktionen
zwischen den Aminosauren in e und g Positionen sind entscheidend fur die
Ausrichtung der Helices im coiled-coil. Aminosauren in a und d Position bestimmen
durch Komplementaritat die enge Packung der Helices (Abb. 5.3) (Grigoryan and
Keating, 2008).

Mutationen kdonnen auf molekularer Ebene die Anzahl und Art der ionischen inter-
und intramolekularen Interaktionen, die Wasserstoffbrickenbindungen, die Stabilitat
und Biegung der a-Helices sowie das Helixpotential verandern (Smith et al., 2004). In
einer vergleichenden Studie wurden von 22 EBS-verursachenden Keratin5 und 14
Mutationen im 1A-Bereich der ’'rod’-Domane die strukturellen Effekte analysiert
(Smith et al., 2004). Dabei lagen 11 der 22 Mutationen in den Heptadenpositioen a
und d sowie 7 in e und g Position. Mutationen bewirken unterschiedlich starke
Konformationsanderung im a-Helix. Allerdings kann das Ausmal} der lokalen
Strukturveranderung an der Stelle der Mutation nicht mit der Position in der
Heptadenwiederholung korreliert werden (Smith et al., 2004). Die strukturellen
Effekte eine Mutation kdnnen daher schwer vorausgesagt werden und sind abhangig
von der lokalen Umgebung (Grigoryan and Keating, 2008). Der Effekt von humanen
Krankheit-verursachenden Mutationen im Typ Il IF-Protein Desmin auf die
Filamentbildung wurde in vitro systematisch untersucht. Punktmutationen in Desmin
konnen in vitro unterschiedliche Schritte der Filamentbildung stéren, z.B. die Bildung
von ULFs, deren Anlagerung zu langen Filamenten und die radiale Komprimierung.
Auch die Interaktion mit bestehenden Filamenten kann beeinfluf3t sein (Bar et al.,
2005). Als moglicher Mechanismus wurde eine Kompetition zwischen mutierten und
wt IF-Proteinen um Bindungsstellen an den Zelladhasionskomplexen postuliert
(Herrmann et al.,, 2009). Punktmutationen koénnen sowohl inter- als auch
intramolekulare Interaktionen in den Filamenten modifizieren. Dabei liegen die
meisten Krankheit-assoziierten Desminmutationen in der 2B-Region der ’rod’-
Domane (Goldfarb and Dalakas, 2009). Ebenso liegen die meisten Mutationen in
Keratingenen, die zu EBS flhren, in den IF-Konsensusmotiven an beiden Enden
der 'rod’-Domane (Fuchs and Weber, 1994). Im Vimentinmolekul sind diese Bereiche
entscheidend fur die Dimer-Dimer-Interaktionen (Herrmann and Aebi, 2004). Durch in
vitro Assemblierungsexperimente wurden neben den |F-Konsensusmotiven der
Beginn des 2A-Bereichs der 'rod’-Domane sowie die 'Kopf-Domane als essentielle

Strukturen fur die Vimentin Filamentbildung identifiziert. AuRerdem kdnnen artifizielle
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Mutationen in den Linkerbereichen der ’'rod’-Domane in vitro die Fahigkeit zur
Filamentbildung blockieren, wahrscheinlich indem sie deren Flexibilitat reduzieren
(Herrmann and Aebi, 2004; Herrmann et al., 1996). Einige Desminmutanten kénnen
in vitro perfekte Filamente ausbilden, wahrend andere Mutanten gar keine Filamente
mehr bilden kdnnen. Trotzdem verursachen beide den gleichen Phanotyp in vivo, d.h.
die Schwere einer Erkrankung und der Grad eines Assemblierungsdefektes in vitro
nicht direkt miteinander korrelieren. Umgekehrt verursachen aber bisher alle
Mutationen in IF-Proteinen, die in vitro die Assemblierung beeinflussen, auch in vivo
eine gestorte Filamentbildung (Herrmann et al.,, 2009). Zusatzlich zu den
strukturellen Eigenschaften von Desminmutationen spielt der genetische Hintergrund
des Patienten eine Rolle (Bar et al., 2005). Die Auspragung des Phanotyps einer
Desminmutation wird in vivo auch durch die Interaktion mit anderen Proteinen und
die Aktivitat der Chaperone und Proteinabbaumechanismen beeinflul3t (Goldfarb and
Dalakas, 2009).

Ein weiterer Ansatz ist, da® Mutationen zusatzlich zu strukturellen Veranderungen zu
veranderten biophysikalischen Eigenschaften des IF-Proteins und dadurch zu
erhdhtem Abbau und/ oder zu Aggregation fuhren. IF-Mutationen kdnnen auch die
Flexibilitat wahrend mechanischer Verformung der Zelle, die Interaktion mit anderen
Bestandteilen des Zytoskeletts und mit Bindungspartnern, wie Kinasen und
Phosphatasen, oder die Loslichkeit beeinflussen.

In Abb. 5.3 sind die Positionen der Aminosauren und die Interaktionen zweier Helices
im coiled-coil schematisch dargestellt. Die im Kataraktpatienten identifizierte
Vimentinmutation E151K liegt in e Position der Heptadenwiederholung. In vitro
inhibiert die Vimentin E151K Mutation nicht die Filamentbildung an sich, sondern
verursacht einen kinetischen Defekt der frlhen und spaten Phasen der
Assemblierung. Wahrscheinlich werden durch den Aminosaureaustausch die
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Helices, die fur die laterale
Assoziation und die Orientierung zueinander notwendig sind, gestort (Abb. 5.3)
(Herrmann et al., 2007). Trotzdem verursacht die Vimentin E151K Mutation nicht so
starke Defekte, wie sie flir Mutationen des Muskel-spezifischen IF-Proteins Desmin
in Myopathien beobachtet werden (Bar et al., 2004; Goldfarb et al., 2004). Ob die
Struktur des Vimentinmonomers durch die Mutation beeinfluft wird, kann aufgrund
der fehlenden Kristallstruktur der 1B-Subdomane nicht vorhergesagt werden. Bisher

wurde die E151K Mutation nicht in einer humanen Erkrankung oder in den anderen
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B, E151K

Abb. 5.3: Schematische Darstellung der Vimentin 1B-Domane als 'wheel’-Projektion.

(A) wt Vimentin. (B) E151K Vimentin. Die mutierte Aminosaure ist farbig markiert. Dargestellt sind die
Heptaden-Wiederholungen der a-helikalen ‘rod’-Doméane als Positionen a-g. Interaktionen zwischen
Aminosauren in a und d, sowie e und g Position sind entscheidend fur die Vimentin Dimerbildung und
die Ausbildung von Vimentinfilamenten.

Typ Il IF-Proteinen gefunden (www.interfil.org) (Szeverenyi et al., 2008).

5.2.2 Proteinaggregation und Mechanismen der Erkrankungen

Die dreidimensionale Struktur eines Proteins ist vollstandig bestimmt durch seine
Aminosauresequenz (Anfinsen, 1973). Missense-Mutationen verursachen etwa die
Halfte aller humanen genetischen Erkrankungen (Stenson et al., 2003). Eine
besonders wichtige Frage ist daher: wird eine bestimmte Mutation eine Fehlfaltung
des Proteins verursachen? Da das Wissen uUber Proteinfaltungswege noch gering ist,
lakt sich dies nicht gut vorhersagen (Gregersen et al., 2006). Proteine falten sich in
vivo in den nativen Zustand oder in Intermediate, die kinetisch stabile fehlgefaltete
Konformationen darstellen (Hartl and Hayer-Hartl, 2009). Teilweise- oder
fehlgefaltete Proteine haben eine erhdohte Tendenz zur Aggregation, da sie
hydrophobe Aminosauren und Teile des unstrukturierten Polypeptidrickrates
exponieren, die sonst im Molekul verborgen sind. Aggregation wird hauptsachlich
durch hydrophobe Interaktionen verursacht und bildet amorphe Strukturen oder
fibrillare Amyloide aus (Hartl and Hayer-Hartl, 2009). Falls die native Konformation
eines Proteins durch Mutation oder posttranslationale Veranderung gestort wird, hat
die Zelle Schutzmechanismen, die fehlgefaltete Proteine in einer I6slichen
Konformation halt, sie zur nativen Struktur zurtckfaltet oder das Protein hydrolysiert.
Dazu gehdéren die molekularen Chaperone, antioxidative Enzyme und auch die
Proteine des Ubiquitin-Proteasom-Weges (Sherman and Goldberg, 2001).
Proteinaggregation kann die Expression dieser Proteine aktivieren. Falls die
Schutzmechanismen der Ruckfaltung, des Abbaus von Proteinen und die Reduktion

von Oxidanzien und Radikalen nicht ausreichen, kann Aggregation auch Apoptose
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induzieren (Sherman and Goldberg, 2001). Desweiteren kénnen Mutationen und
Fehler in den Proteinen des Proteinqualitatskontrollsystems Aggregationskrankheiten
verursachen (Macario and Conway de Macario, 2005). Fur viele genetische
Erkrankungen kann keine Genotyp-Phanotyp-Beziehung etabliert werden, was unter
anderem daran liegt, dal} Missensevariationen fehlgefaltete Proteine verursachen,
deren Schicksal an vielen unterschiedlichen, zwischen Zelltypen und Patienten
variierenden, Faktoren liegt (Gregersen et al., 2006). Fur die Auspragung einer
Erkrankung scheint die Balance zwischen aggregiertem und nativem Protein,
zwischen Proteinabbau und Akkumulation entscheidend zu sein (Gregersen et al.,
2006). Die Erkrankung resultiert dabei nicht aus den Proteinaggregaten per se,
sondern aus den dadurch gestorten zellularen Prozessen und kann je nach Zelltyp
unterschiedlich ausgepragt sein. In Abb. 54 sind in verschiedenen
Aggregationskrankheiten und Modellsystemen beobachtete zellulare Konsequenzen
von Proteinaggregaten zusammengefalt. Insbesondere toxische Effekte von
Aggregaten  konnen durch diverse = Mechanismen verursacht werden.
Proteinaggregate kdnnen eine Stre3antwort der Zelle und auch Apoptose und Zelltod
induzieren. Eine Fehlfunktion der Mitochondrien und der Einstrom von sekundaren

Signalstoffen kann durch Aggregate verursacht werden. AuRerdem werden

l Accumuiation Stress response
Loss-of- Proteasome inhibition
T function Chaperone sequestration

l Toxic gain-of-function Wi
Transcription/cell cycle
factor sequestration
Fibril pore formation
Calcium overload

Oxidative stress
Degradation Glutamate overload

Loss-of-function Mitochondrial dysfunction
Functional insufficiency

Cell death

Abb. 5.4: Mechanismen der zellularen Reaktion auf Proteinaggregate.
Dargestellt sind schematisch mogliche Konsequenzen der Proteinaggregation
und die verursachten Prozesse in der Zelle. Nach (Gregersen et al., 2006).
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unterschiedliche Proteine, darunter Chaperone und Transkriptionsfaktoren, in
Aggregate sequestriert und der Proteinabbau kann inhibiert werden (Abb. 5.4). So
konnen Aggregate indirekt auch die Transkription modifizieren. Ein weiterer
mdglicher Mechanismus der Aggregation und daraus resultierender Erkrankung
konnte nach (Aguzzi, 2009) das ’'Prion Prinzip’ sein. Neurodegenerative
Erkrankungen, wie die Creutzfeldt-dakob Erkrankung, entstehen durch aggregierte
Proteine, sogenannte Prione. Prione verursachen das Fortschreiten der Erkrankung,
indem sie losliche Proteinmonomere rekrutieren und durch Aufbrechen der
Aggregate neue weitere Aggregationsstartpunkte bilden. So konnten Ren und
Mitarbeiter zeigen, dal® Polyglutaminaggregate von Zellen aufgenommen werden
konnen und in diesen neue Aggregate bilden (Ren et al., 2009). Aggregate konnen
sich demnach in weitere Zellen propagieren. Polyglutaminerkrankungen, eine
Gruppe von Proteinaggregationserkrankungen, sind toxisch durch veranderte
zellulare Lokalisation und Proteininteraktionen und durch gestérte Proteinfaltungs-
und Proteinabbausignalwege. Polyglutamin allein reicht aber nicht aus, um Krankheit
zu verursachen. Dies wurde interpretiert, dal® der Funktionsverlust keine
signifikanten Konsequenzen hat. Eine weitere Erklarung ist, da} die normale
Funktion des Krankheit-verursachenden Gens zwar notwendig ist, der Verlust aber
nicht ausreicht, um die Krankheit zu verursachen (Thompson, 2008). Erst die
Expression einer dominanten Mutante verursacht den Phanotyp und stellt dadurch
einen ’gain of toxic function’ dar. Da der Verlust von Vimentin in der Vimentin ’knock-
out’ Maus keinen pathologischen Effekt zeigt (Colucci-Guyon et al., 1994), aber die
transgene Expression von Vimentinpunktmutanten in Gegenwart von wt Protein
einen Katarakt verursacht (Bornheim et al., 2008; Mduller et al., 2009), handelt es sich
bei den R113C und E151K Mutationen um einen ’gain of toxic function’. Die
Mutationen sind in ihrer Auspragung, wie der Aggregation, zwar unterschiedlich, aber
genetisch sind beide dominant. Die Vimentin E151K Mutation wurde vorlaufig durch
Sequenzanalyse charakterisiert. Da allerdings nur ein Kataraktpatient mit einer
Vimentinmutation zur Verfugung steht und vom betroffenen Patienten kein Material
fur histologische Charakterisierung gewonnen werden konnte, sind keine weiteren in
vivo Untersuchungen moglich. Deshalb wurde in vitro weiter untersucht, wie die
E151K Mutation mechanistisch die Funktion von Vimentin beeinflut. In Zellkultur
verursacht Vimentin E151K teilweise Aggregation und eine veranderte

Filamentbildung. Der Pathomechanismus geht mit einer Erhdhung der
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Proteasomenaktivitit um 60 % und einem kinetischen Defekt der in vitro
Filamentbildung einher (Muller et al., 2009). Neben strukturellen Veranderungen im
Filament verursacht die Vimentinmutation den pathologischen Phanotyp
mdglicherweise auch durch veranderte Interaktion mit anderen Bestandteilen des
Zytoskeletts und mit Bindungspartnern, wie Kinasen, Phosphatasen und
Zelladhasionskomplexen. Denkbar ware auch, dall die Vimentinmutation zu
veranderten biophysikalischen Eigenschaften, wie z.B. der Loslichkeit oder
Halbwertszeit der Vimentinmonomere, und dadurch zu erhdhtem Abbau und/ oder zu
Aggregation fuhrt. Die in Zellkultur beobachtete erhéhte Proteasomenaktivitat bewirkt
moglicherweise einen verstarkten Abbau des fehlgefalteten Vimentins und der
assoziierten Proteine. Differenzierte Linsenfaserzellen konnen keine Proteine
synthetisieren und konnten infolge des verstarkten Abbaues von Vimentin-
interagierenden Proteinen durch deren Depletion beeinflult werden. Da sowohl im
Mausmodell als auch in Zellkultur Vimentinmutationen zu einer erhohten
Proteasomenaktivitat und Hsp70 Expression fuhren, stellt dies moglicherweise einen
generellen Zusammenhang zwischen IF-Erkrankungen und den Proteinfaltungs und
Proteinabbauwegen dar. Um den Effekt der E151K Mutation in vivo genauer
untersuchen und moglicherweise beeinflussen zu kdnnen, sollte eine Vimentin

E151K transgene Mauslinie generiert werden.

5.2.3 Behandlung von Katarakten und Proteinaggregaten

Ein Groldteil der Behandlung von Katarakten befalt sich mit deren Pravention.
Zusatzlich zur Chaperonaktivitdt von a-Kristallinen enthalt die Linse Enzyme wie
Katalase, Glutathionperoxidase und Superoxiddismutase, die gegen schadigende
Effekte von Wasserstoffperoxid und Sauerstoffradikalen schutzen (Toh et al., 2007).
Antioxidative Substanzen sollten daher theoretisch die Bildung von Katarakten
verhindern. Vitamin C ist im Vergleich zum Plasma in der Linse und im Glaskoérper in
erhohter Menge vorhanden und kann freie Radikale binden. Vitamin E kann in vitro
die Oxidation von Membranlipiden verhindern. Langzeitstudien, die Patienten taglich
Vitaminpraparate gaben, konnten allerdings keinen signifikanten Effekt in der
Verhinderung von Katarakten feststellen (Toh et al.,, 2007). Eine weitere
Behandlungsstrategie basiert auf der aufleren Anwendung von N-acetylcarnosin
(NAC). NAC ist ein starkes Antioxidans und ein Inhibitor der Lipidperoxidase und

sollte dadurch Schadigungen der Linsenzellen vermindern. Die bisher untersuchten
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Fallzahlen sind trotz positiver Ergebnisse allerdings fir eine abschliellende
Bewertung noch zu gering (Toh et al., 2007). Fur die Substanzen Aspirin, Ibuprofen
und Paracetamol konnte gezeigt werden, dal} sie vor altersbedingtem Katarakt
schitzen, indem sie die chemische Modifikation von Proteinen verhindern (Harding,
2002). Ein weiteres Konzept der Behandlung basiert darauf, dal® nicht alle
Proteinmodifikationen zur Aggregation und zum Katarakt fuhren (Benedek et al.,
1999). So soll durch induzierte Proteinmodifikation die Gesamtzahl der zu
Aggregation fuhrenden Proteininteraktionen reduziert und dadurch die
Kataraktbildung stark vermindert werden. Da die Kinetik der Aggregatbildung stark
verlangsamt wird, und Katarakt oft altersbedingt auftritt, kommt es so zu deutlich
weniger Katarakterkrankungen. Die Substanzen Glutathion, Dithiodiethanol (DTDE)
und Pantethin, ein Coenzym A-Derivat, wurden mit den Thiolgruppen von Cysteinen
verknlUpft und konnten in vitro und im Tiermodell eine Linsentribung verhindern
(Benedek et al., 1999). Entwickelt werden auch neue Systeme zur langfristigen
Abgabe von Wirkstoffen an das Auge. Eine interessante Moglichkeit sind dabei
Kontaktlinsen, die auf der Innenseite mit Wirkstoff-enthaltenden Gelen beschichtet
sind. Die Penetration und Bioverfugbarkeit soll durch Cyclodextrine, Liposomen oder
Nanopartikel verbessert werden (Conway, 2008).

Therapeutische Ansatze zur Modifikation von Aggregationskrankheiten haben zwei
Hauptbestandteile. Zum einen die Expression, Prozessierung oder Konformation des
mutanten Proteins zu beeinflussen, zum anderen die verursachten zellularen Defekte
zu revertieren (Shao and Diamond, 2007). Zur Revertierung der Aggregate und der
verursachten Phanotypen kann die Stimulation der Proteinabbauwege, durch einen
erhohten Umsatz der fehlgefalteten Proteine, natzlich sein. So wurde mit mTOR-
Inhibitoren gezeigt, dal® dadurch induzierte Autophagie Polyglutaminaggregate
abbauen kann (Shao and Diamond, 2007). In vielen Aggregationskrankheiten sind
Caspasen aktiviert, die Proteine proteolytisch spalten und Apoptose induzieren. Der
Einsatz von Caspaseinhibitoren scheint daher gewinnbringend zu sein. Die
Verhinderung oder Auflésen von Proteinaggregaten ist ein weiterer Schwerpunkt der
Forschung und soll durch die Behandlung von Proteinaggregaten mit chemischen
und molekularen Chaperonen erreicht werden (Chaudhuri and Paul, 2006).
Chemische Chaperone sind Substanzen wie z.B. Glycerol, DMSO, Peptidomimetika,
Trimethylamin-N-oxid (TMAOQO), Porphyrine und Anthracycline. In vitro beschleunigen

chemische Chaperone die Faltung und Oligomerbildung von Proteinen unter

114



Diskussion

anderem durch Reduzierung der LoOsungsmittel-zuganglichen Oberflache der
Proteine. In Zellkultur wird die Bildung von fehlgefalteten Konformationen verhindert.
Allen Substanzen gemeinsam ist ein geringes Molekulargewicht. Ein therapeutischer
Einsatz ist durch die mangelnde Spezifitdt und die bendtigten mikromolaren
Konzentrationen bisher nicht mdglich (Chaudhuri and Paul, 2006). Eine weitere
Méglichkeit, die Uberexpression von molekularen Chaperonen, zeigt zumindest im
Mausmodell einen starken Effekt auf die Aggregatbildung (Sherman and Goldberg,
2001). Auch durch pharmakologische Stoffe wie Geldanamycin konnte Hsp70
induziert, und dadurch verstarkt Aggregate abgebaut werden (Shao and Diamond,
2007). Aulerdem wurden kleine Molekile entwickelt, die direkt Aggregate binden
und auflésen. Trotz erfolgreicher Zellkulturexperimente waren die Ergebnisse im
Mausmodell nicht so eindeutig, was daran liegen kann, dal® zwar Aggregate
verhindert werden, aber die initiale pathologische Fehlfaltung des mutanten Proteins
nicht verhindert wird. Die Stabilisierung der nativen Konformation ist ein anderes
vielversprechendes Konzept. So konnten Polyglutaminaggregate durch die
Expression des Polyglutamin-bindenden Peptides (QBP1) beeinflult werden, durch
Verschieben des Gleichgewichts zwischen toxischen und nicht-toxischen
Konformationen (Shao and Diamond, 2007). AufRerdem wird versucht, die
Konformationsanderungen der Proteine zu inhibieren oder revertieren. Durch kurze
synthetische Peptide soll eine Destabilisierung des fehlgefalteten Proteins erreicht
werden (Soto, 2001). Da in vielen Proteinkonformationserkrankungen das
aggregierte Protein reich an B-Faltblattstrukturen ist, wurden speziell Peptide gegen
B-Faltblatter entwickelt (Soto, 2001). Um die Konformation von aggregierten
Proteinen zu beeinflussen, kdnnen auch Aptamere benutzt werden (Lee et al., 2006).
Weitere Versuche der Behandlung von Aggregationskrankheiten zielen auf die
direkte Modulation der Expression des mutanten Proteins. Im weiteren Sinn werden
alle Methoden, die auf dem Weg vom Gen zum Protein regulierend eingreifen, als
Gentherapie bezeichnet. Fur Keratinmutationen wurde gezeigt, dal® der Effekt von
Mutationen abhangig vom Mengenverhaltnis zum wt Protein ist. Erst bei einem
Verhaltnis von 1:2 kommt es zur Ausbildung des Phanotyps (Cao et al., 2001). D.h.,
dominant-negative Mutationen konnen in vivo durch wt Keratin titriert werden. Dies
hat auch Bedeutung fur mdgliche Therapieansatze wie die Gentherapie, da die
vollstandige Ausschaltung des mutanten Allels nicht notwendig erscheint (Hesse et

al., 2007). Therapieansatze, die auf proliferierenden Zellen und Proteinexpression
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basieren, sind in den postmitotischen Linsenfaserzellen allerdings nicht geeignet.

Die Behandlung bzw. Verhinderung von Katarakten ist besonders schwierig, da die
Kataraktbildung von vielen Faktoren bestimmt wird. Auch sind die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen, die auch insbesondere zur Auspragung der
unterschiedlichen Kataraktformen fihren, kaum verstanden. Daher bleiben trotz
vieler neuer Konzepte und Substanzen zur Behandlung bisher nur die Operation und
der Ersatz der Linse.

5.3 Vimentin-Stat3-Interaktion

Signal transducer and activator of transcription 3 (Stat3) ist ein Transkriptionsfaktor,
der in unstimulierten Zellen im Zytoplasma lokalisiert ist. Nach Stimulation von
Transmembranrezeptoren fur Zytokine, Wachstumsfaktoren oder Hormone, wie z.B.
EGFR, FGFR, HGFR, PDGFR und Rezeptoren flr Interleukin 6 und 10, wird Stat3
durch deren Rezeptortyrosinkinaseaktivitdt an Tyrosin705 phosphoryliert. Daraufhin
bilden sich Stat-Dimere, die in den Zellkern wandern und dort direkt die Transkription
von Zielgenen regulieren (Levy and Darnell, 2002; Schindler et al., 2007) (Abb. 5.5
A). Stat3 hat vielfaltige biologische Aktivitaten, die vom jeweiligen Zelltyp und dem
exprimierenden Gewebe abhangen (Desrivieres et al., 2006). Auch in vielen
Krebsarten wird Stat3 uUberexprimiert (Deng et al.,, 2007). Im Gehirn wird Stat3 in
allen Gliazellen exprimiert (Gautron et al., 2006) und ist in Zellkultur entscheidend fur
die Differenzierung von Astrozyten (Sriram et al., 2004). In den letzten Jahren
gewann der Jak/Stat-Signalweg zusatzliche Komplexitat durch die Entdeckung, da®
abweichend von der kanonischen Vorstellung, auch unphosphorylierte Stat-Molekule
in den Zellkern transportiert werden und dort die Transkription von Zielgenen steuern
(Sehgal, 2008).

Mit Hilfe bioinformatischer Methoden wurde die humane Vimentin Proteinsequenz
auf bekannte Protein-bindende Domanen untersucht. Dabei wurde eine putative
Stat3-bindende Sequenz im 2B-Bereich der ’rod’-Domane identifiziert. Diese
Sequenz ist im Vimentinmolekul zwischen den Spezies Mensch, Maus und Fisch
konserviert. Aulderdem ist die Stat3-bindende Sequenz in den humanen Typ Il IF-
Proteinen Desmin und GFAP konserviert. In transfizierten MCF-7 Zellen konnte eine
partielle Kolokalisation von Stat3 und Vimentin gezeigt werden. Dies weist auf eine

modgliche physiologische Bedeutung der Vimentin-Stat3-Interaktion hin. VimAC2B
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transgene Mause zeigen zusatzlich zum Kataraktphanotyp der Linse eine erhohte
GFAP-Expression im Linsenepithel und in den Gliazellen der Retina. Im Unterschied
zu den Linsenfaserzellen sind in den Epithelzellen aber keine Vimentinaggregate
enthalten. Dies konnte daran liegen, dal3 die Epithelzellen die einzigen
proliferierenden Zellen der Linse sind und durch eine erhdhte Metabolismusrate
einen verstarkten Proteinumsatz aufweisen. Linsenepithelzellen exprimieren neben
Vimentin auch GFAP als weiteres IF-Protein, wobei die Funktion noch nicht
verstanden ist (Hatfield et al., 1984). Da Vimentin und GFAP Heteropolymere bilden
kénnen und mutantes Vimentin in den Linsenfaserzellen zumindest teilweise in wt
Filamente inkorporiert wurde, ist eine weitere Moglichkeit der Einbau von mutantem
Vimentin in GFAP-Filamente der Epithelzellen. Eine deutlich erhdhte GFAP-Menge
titriert sozusagen die geringere Menge an mutantem Vimentin und verhindert so eine
Aggregation.

In den Astrozyten der Retina wurden in VImAC2B transgenen Mausen ebenfalls
Vimentinaggregate und eine erhohte GFAP-Expression nachgewiesen (Meier-
Bornheim, 2006). Erhdhte GFAP-Expression ist in Astrozyten ein Charakteristikum
der Astrogliose, einem Prozel, der im Gehirn bei Alterung, Neurodegeneration und
vor allem Verletzung auftritt (Eng and Ghirnikar, 1994; Pekny and Nilsson, 2005).
Man spricht auch von aktivierten Astrozyten bzw. von reaktiver Gliose. Reaktive
Gliose ist mit verschiedenen Erkrankungen der Retina assoziiert und wird durch
Ablésung der Netzhaut, Photorezeptorschadigung, Ischamie oder Trauma induziert
(Bringmann et al.,, 2006). Die erhdhte GFAP-Expression wurde von einer
Relokalisation von Stat3 in den Zellkern von Astrozyten begleitet. Allerdings konnten
keine morphologischen Veranderungen der Zellen, wie sie in der reaktiven Gliose
typischerweise auftreten, nachgewiesen werden. Somit wird zum ersten Mal eine
Rolle von Vimentin in der Regulation der Expression eines anderen IF-Proteins in
vivo gezeigt. Mechanistisch konnte dies wie folgt ablaufen. Vimentin bindet im
Zytoplasma Stat3 und reguliert dadurch die Menge an im Zellkern verfigbarem
Transkriptionsfaktor. Da jedes Vimentinmolekil eine potentielle Stat3-Bindungsstelle
aufweist, konnten theoretisch sehr viele Stat3-Molekile gebunden, und auch in
subzellularen Regionen lokalisiert werden. Kommt es nun aufgrund von Mutationen
zur Aggregation von Vimentin oder die postulierte Bindungsstelle ist im Molekul nicht
mehr vorhanden, wie in VImAC2B, ist keine Stat3-Interaktion mehr maoglich. Als

Konsequenz steht mehr Stat3 zur Verfiigung und die Expression von GFAP wird
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Abb. 5.5: Modell der Vimentin-abhangigen Regulation von Stat3-Zielgenen.

Schematisch ist der Jak/Stat-Signalweg dargestellt. Durch Zytokine wie z.B. IL6, kommt es zur
Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen. Diese dimerisieren und autophosphorylieren ihre
zytoplasmatische Domane. Ein mdgliches Substrat der Kinase ist ein Tyrosinrest in Stat3. Die
Phosphorylierung fiihrt zur Dimerbildung. Die Stat-Dimere werden in den Zellkern transportiert, wo die
Transkription von Genen mit entsprechenden regulatorischen Elementen gesteuert wird. Die Stat3-
Aktivitat kann durch zusatzliche Serinphosphorylierung modifiziert werden. (A) zeigt die Situation in wt
Zellen. Vimentin interagiert mit Stat3 Mono- und/ oder Dimeren und reguliert dadurch die Menge an
aktiviertem Stat3, die im Zellkern zur Regulation der Zielgene zur Verfugung steht. (B) In VIimAC2B
exprimierenden Zellen ist aufgrund der fehlenden 2B-Doméane, die das Stat-Bindemotiv enthalt, keine
Interaktion zwischen Stat3 und Vimentin mdglich. Dadurch kann Stat3 nicht im Zytoplasma
sequestriert werden und es kommt im Zellkern zu einer erhdhten Transkription von Stat-Zielgenen.

erhoht (Abb. 5.5). Die Vimentin-Stat3-Interaktion reguliert so nach diesem Modell
moglicherweise die GFAP-Expression und Vimentin stellt einen neuen Partner in der
Stat-Signalkaskade dar. Vimentin muf® flr die Interaktion mit Stat3 am Tyrosin319
der Stat-bindenden Sequenz YXXQ phosphoryliert werden. Eine Kinase, die diesen
Tyrosinrest im Vimentinmolekul phosphoryliert, wurde bisher nicht identifiziert (Izawa
and Inagaki, 2006). Die Zuganglichkeit der im Vimentin-Monomer vorhergesagten
Stat3-Bindungsstelle in der dreidimensionalen Anordnung der Vimentinmolekule zum
Filament ist entscheidend fir die putative Vimentin-Stat3-Interaktion. Aufgrund
fehlender Kristallstrukturdaten sind die Zuganglichkeit im Filament und die Anzahl
der putativen Stat3-Bindungsstellen nicht geklart. In vitro wurde eine Bindung von

Stat3 an den humanen Vimentinpromoter demonstriert (Wu et al., 2004). Zusammen
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mit dem beschriebenen Modell der Vimentin-Stat3-Interaktion ergibt sich so ein

moglicher Autoregulationsmechanismus der Vimentinexpression.
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6 Ausblick

Die Analyse der Vimentin-transgenen Mause wurde auf den prominenten Phanotyp
in der Linse fokussiert. Ein Aspekt, der bisher nicht untersucht wurde, sind die
Vimentin-exprimierenden  Zellen des hamatopoetischen  Systems. Durch
Blutabstriche kdonnte eine mogliche Veranderung dieser Zellen, sowie eine potentielle
Funktion von Vimentin in der Migration und Adhasion von Immunzellen untersucht
werden. AulRerdem ist die Interaktion von Vimentin mit Proteinen der Plakinfamilie
und dadurch mit membranstandigen Adhasionskomplexen noch nicht genau
verstanden. Dazu kénnte die Linse mit nur 2 unterschiedlichen Zelltypen als Modell
dienen. Die Untersuchungen sollten Aufschlu® dariber geben, wie das
Vimentinfilamentsystem zusammen mit Adhasionsstrukturen die mechanische
Stabilitat der Linsenfaserzellen gewahrleistet.

Im Lauf dieser Arbeit wurden Fibroblasten, welche die VIimR113C und VimE151K
Mutationen stabil exprimieren, sowie Vimentin-defiziente Fibroblasten generiert.
Diese Zelllinien konnen fur weitere Funktionsstudien genutzt werden.

Mit der VimR113C Maus steht ein Modell fur die Entstehung von Katarakten und
damit auch fur Proteinaggregationskrankheiten zur Verfugung. Da es bisher keine
etablierte Zelllinie von Linsenfaserzellen gibt, koénnte eine Organokultur von
VimR113C Linsen etabliet werden. Daran konnten dann Madoglichkeiten der
Behandlung oder Verhinderung von Proteinaggregaten, wie z.B. kleine Molekile
oder im Rahmen des GRK 804 Aptamere, getestet werden. Falls Substanzen topisch
aufgebracht werden koénnen, kdnnen diese auch direkt am Auge von VimR113C
Mausen getestet werden. In Zellkultur konnte der Mechanismus der Aggregation
untersucht werden, und welche Rolle die Chaperonmaschinerie beim Abbau von
Proteinaggregaten und in der Entstehung von Katarakten spielt. Dabei kdnnten auch
Zellen verwendet werden, die mutierte Chaperone exprimieren.

Um den Zusammenhang zwischen Vimentinmutationen und der Entwicklung eines
menschlichen Katarakts weiter zu verstehen, sollten zusatzliche Kataraktpatienten
auf Mutationen im Vimentingen analysiert werden. Dabei ist die Identifikation weiterer
Katarakt-assoziierter Mutationen zu erwarten. Nach Moglichkeit sollte in diesem
Zusammenhang der genetische Hintergrund der Familien der Kataraktpatienten mit
untersucht werden. Da die Linse bei einer Kataraktoperation zerstort wird, kann der

in vivo Pathomechanismus in diesem Gewebe nicht analysiert werden. Von der
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identifizierten und in vitro charakterisierten Vimentin E151K Mutation sollte eine
transgene Mauslinie generiert werden, um den postulierten Mechanismus der
Kataraktentstehung im in vivo Modell zu untersuchen. Die VIimE151K transgene
Mauslinie konnte auf den genetischen Vimentin ’knock-out’ Hintergrund
zuruckgekreuzt werden. In einer Situation ohne endogenes Vimentin wirde man
potentiell einen verstarkten Phanotyp der VimE151K Mutation, die in Zellkultur eine
geringere Aggregatbildung als die VimR113C Mutante aufwies, erwarten.
Desweiteren ist bisher sowohl in Vimentin ’knock-out’ als auch transgenen Tieren
nicht untersucht, welche Bedeutung Vimentin fur die Sehleistung eines Organismus
hat.

Um weitere Erkenntnisse Uber die Vimentin-Stat3-Interaktion zu gewinnen, sollten
die Kolokalisationsstudien mit dem kompletten Vimentinmolekul in MCF-7 Zellen
wiederholt werden und mittels Konfokalmikroskopie in Stapelaufnahmen analysiert
werden. Dabei sollten die Fluoreszenzintensitaten ausmessen werden, um das
Ausmaly der Interaktion zu quantifizieren. Durch dieses Experiment konnen
Erkenntnisse uber die Verteilung innerhalb der Zelle und eine mogliche subzellulare
Lokalisation der Interaktion gewonnen werden. Eine zusatzliche Moéglichkeit ware die
Generierung einer Vimentinmutante, die nicht phosphoryliert werden kann. Diese
sollte dann keine Vimentin-Stat3-Interaktion mehr zeigen. Aullerdem sollte die
potentielle Interaktion in Zellen wie z.B. Fibroblasten untersucht werden, die
natlirlicherweise Vimentin exprimieren und keine Situation der Uberexpression
darstellen. Ein biochemischer Nachweis der Interaktion durch Immunprazipitation war
aufgrund der schlechten Loslichkeit von Vimentin nicht moglich. Auch ein GST-pull
down Experiment war nicht erfolgreich. Eventuell kann in vitro durch zellfreie
Koexpression oder ein Gel-overlay Experiment, sowie in Zellkultur durch die BiFC-
Methode eine Interaktion direkt nachgewiesen werden. Ein weiterer wichtiger Punkt
der Analyse ist die Identifikation der Kinase und des entsprechenden Signalweges,

die potentiell Vimentin an Tyrosin319 phosphoryliert.
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7 Zusammenfassung

Vimentin ist das IF-Protein in den Zellen mesenchymalen Ursprungs. In bisherigen in
vivo und in vitro Untersuchungen wurde noch kein Bezug zwischen Vimentin und
einer spezifischen humanen Erkrankung gezeigt. In der vorliegenden Arbeit wurde in
90 Kataraktpatienten nach Mutationen im Vimentingen gesucht und in einer Patientin
wurde eine Vimentinmutation G596A im Exon1 identifiziert. Diese Missensemutation
fuhrt zu einem Aminosaureaustausch E151K im 1B-Breich der 'rod’-Domane und
wurde bisher in keiner anderen IF-Erkrankung beschrieben. Die in vitro
Charakterisierung dieser Vimentinmutation ergab einen kinetischen Defekt der
Filamentbildung sowie die Bildung von Proteinaggregaten in Zellkultur.
Mechanistisch verursacht die Vimentin E151K Mutation in vitro eine um 60 % erhohte
Proteasomenaktivitat. Dadurch konnte zum ersten Mal eine Assoziation von Vimentin
mit einer genetisch bedingten humanen Erkrankung gezeigt werden.

Im in vivo System der Maus wurde die Expression und Funktion der Vimentin R113C
Mutation, in Analogie zu Krankheits-verursachenden Mutationen in den IF-Proteinen
Desmin und Keratinen, untersucht. Die Gewebe-spezifische Expression der
dominant negativen Mutation R113C bewirkte in allen Geweben eine Stérung des
endogenen Vimentinfilamentsystems, verursachte aber nur in der Linse einen
pathologischen Phanotyp in Form eines Katarakts. Die Kataraktbildung wird begleitet
von extensiver Proteinaggregation in den Linsenfaserzellen, einer erhdhten
Ubiquitinylierung von Vimentin, erhéhter Hsp70-Expression und Proteasomenaktivitat
sowie von Einstiilpungen der Plasmamembran. Uberraschenderweise enthalten die
sekundaren postmitotischen Linsenfaserzellen keine Aggregate, was einen aktiven
Abbau nahelegt. Zum ersten Mal konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal} die
Expression von mutantem Vimentin in vivo eine Stre3antwort der Zelle ausldst und
dal Vimentin eine entscheidende Funktion fir die Integritat der Linse hat.

Mit Hilfe von bioinformatischen Vorhersagen und Zellkulturexperimenten wurde eine
potentielle Funktion von Vimentin in der Sequestrierung des Transkriptionsfaktors
Stat3, und damit indirekt in der transkriptionellen Regulation der Expression,
postuliert. Dies mufd durch weitere Experimente bestatigt werden.

Durch die Verfugbarkeit von Maus- und Zellkulturmodellen besteht die Moglichkeit,
die Mechanismen der Kataraktbildung infolge von IF-Mutationen sowie neue

Therapieansatze zur Behandlung von Proteinaggregaten weiter zu untersuchen.
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