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A Einleitung 1

A Einleitung

1. Das Zytoskelett

Das Zytokdett, ein Netzwerk aus filamentdren Strukturen, gibt eukaryontischen Zdlen ihre
Form, es emdglicht neben Bewegung und Nahrungsaufnehme zahireiche essentidle Ablaufe
innerhdb einer Zdle. Die verschiedenen Flamente werden entsprechend ihres Durchmessers
den Mikrofilamenten (5-6 nm), Intermediafilamenten (7-10 nm) oder Mikrotubuli (25 nm)
zugeordnet.

Mikrofilamente bestehen aus dem 43 kDa globuldren Protein Aktin, welches unter Verbrauch
von ATP Filamente bildet. In vitro is eine Konzentretion mono- oder divalenter Kationen wie
K* oder Mg?* von 0,1 uM erforderlich, um die Polymerisstion von Aktin auszultsen. Dabei
bewirkt die Bindung der Kationen an globul&es Aktin ene Konformaionsanderung des
Proteins, welche die Filamentbildung ermdglicht. Geschwindigkeitsbestimmend i dabel die
Bildung von Aktintrimeren, die Nukleation. Die Verléngerung des Nukleus kann an beiden
Enden des Flaments efolgen, dlerdings mit  unterschiedlicher  Geschwindigkeit. Die
Filamente and polar und bestzen ein schndl wachsendes (+)-Ende und en langsam wachsen+
des (-)-Ende. Reguliet wird die Nuklegtion und Polymerisation von zahireichen Proteinen
und Proteinkomplexen. So ist der aus Seben Proteinen bestehende Arp 2/3 Komplex fur die
Nukleation von Verzweigungen an berdts bestehenden Aktinfilamenten verantwortlich [Bear
et al., 2001; Gartner et al., 1998; Wegner und Isenberg, 1983].

Die Proteine des Intermediafilamentsysems lassen sch in dre Gruppen  untertelen:
Zytokerdtine, Lamine, Vimentin und vimentinghnliche Protene. Alle zu diesen drei Familien
gehdrenden Proteine weisen gemeinsame Strukturmerkmale auf. Sie bestzen eine zentrde a-
helikde Doméne, die durch Bildung von Doppeheizes aus den Monomeren Protofilamente
bildet. Intermediafilamente snd aus mehreren Protofilamenten zusammengesetzt. Se snd an
der mechanischen Stabiliserung der Zdle beteligt. Bisher konnten Intermediafilamente
auschlieldich in héheren  Eukaryonten nachgewiesen werden. In Hefe, Dictyostelium
discoideum und in Protozoen fehlen sie [Franke, 1993].

Heterodimere Untereinheiten aus a- und b-Tubulin bilden die réhrenformigen Mikrotubuli.
Die geichtete Polymerisation der Tubulin-Dimere geht vom  Mikrotubuli- Organisations-
zentrum (MTOC) aus, unter Verbrauch von GTP werden Protofilamente gebildet. 13 dieser
Protofilamente bilden dann Mikrotubuli, welche die ganze Zdle durchspannen und mit dem
schnell wachsenden Ende in Richtung der Zedlperipherie weisen. Wéahrend der Mitose sind
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Mikrotubuli fir den Aufbau des Spindelapparates verantwortlich, welcher die Chromosomen
auf die Tochterzdlen vertellt [Mandelkow und Mandekow, 1995]. Weiterhin werden Veske
und Organellen entlang der Mikrotubuli durch Dynein und Kinesin trangportiert.

2. Aktinbindende Proteine

Zahlreiche Protein-Protein-Wechsdwirkungen snd eforderlich, damit das Zytoskdett zu
jedem Zatpunkt die notwendige Form annehmen kann. So wird das Gleichgewicht zwischen
globul&em und filamentbsem Aktin nicht nur durch ionische Komponenten sondern auch
durch ene Vidzahl aktinbindender Proteine reguliert [Pollard und Cooper, 1986; Stossd et
al., 1985]

Entsprechend ihrer Funktionen werden aktinbindende Proteine in Gruppen zusammengefasst
(s Abb. A 21). Zu den Proteinen, die Aktin-Monomere binden, gehtren CAP [Gottwald et
al., 1996], Profilin [Haugwitz et al., 1991] und Cofilin [Toshima et al., 2001]. Diese Proteine
verlangsamen die Aktin-Polymerisation indem sSe enen Komplex mit globul&rem Aktin
bilden, der es dem Glechgewicht entzieht. Sogenannte ,,Capping‘-Proteine binden an das
(+)-Ende der Filamente und verhindern so die Verldngerung. Hierzu zdhlen CAP Z in
Muskelzdlen [Casdla et al., 1986] und Cap 32/34 aus D. discoideum [Eddy et al., 1996; Haus
et al., 1993]. So findet ene Filamentverlangerung nur noch an den langsamer wachsenden
(-)-Enden datt. Andere Proteine wie z.B. Gelsolin aus Sdugerzellen [Yin und Stossd, 1997]
oder Severin aus D. discoideum [Eichinger et al., 1998] bewirken eine Depolymeriserung
von Aktinfilamenten. Se binden an die (+)-Enden fragmentierter Filamente um die erneute
Verldngerung zu verhindern. Verschiedene Funktionen werden von  membranassoziierten
aktinbindenden Proteinen Ubernommen. So  gdlt Comitin [Weiner et al.,, 1993] ene
Verbindung zwischen Aktin-Zytoskeett und den Membranen des Golgi-Apparates her, Tdin
[Kreitmeier et al., 1995; Martel et d., 2001] hingegen is mit der Plasmamembran assoziiert
und interagiert mit Integrinen. Ein Grof¥ell der Aktinfilamente liegt in der Zdle ds Netzwerk
oder in Bundeln padlder Filamente vor. Fir den Aufbau und Erhdt diesr Strukturen sind
aktinblindende Proteine wie Fimbrin [De Arruda et al., 1990] und quervernetzende Proteine
wie Spektrin [Brenner und Korn, 1979] oder a-Aktinin [Noege et al., 1987] verantwortlich.
Um Aktinfilamente vernetizen zu konnen, missen zwe aktinbindende Doménen vorhanden
sn. Diese kénnen wie im Fdle von Fimbrin auf einer Polypeptidkette lokdisert sein oder es
kommt zu ene anttipadlden Assoziation von zwe  Polypeptiden mit jewells ener
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aktinbindenden Untereinheit. Letzteres i beigpidsveise be Flamin [Gorlin et al., 1990;
Hock et al., 1990] der Fdl. Einige der aktinquevernetzenden oder bindeinden Proteine
werden aufgrund ihrer sehr dhnliche, hoch konsarvierten aktinbindenden Doménen in der
a-Aktinin-Familie zusammengefass. Hierzu gehdren neben a-Aktinin  zB. Dydrophin,

Spektrin, Filamin und Fimbrin.
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3. Plastineund Fimbrine

Be Fimbrin, auch Plagtin genannt, handelt es sch um en aktinbindendes Protein aus der a-
Aktinin-Familie. Es wurde erstmals 1980 von A. Bretscher und K. Weber aus intesinden
Epithelzdlen des Huhns isoliet und konnte bis heute in zahlreichen Eukaryonten
nachgewiesen werden. Dazu gehdren neben Amdben und Hefen auch verschiedene Rilze,
Pflanzen, Insekten, und Vertebraten. In Prokaryonten wurden Fimbrine bidang nicht
gefunden. In der Pflanze Arabidopsis thaliana und in Vertebraten konnten verschiedene
Isoformen nachgewiesen werden, deren spezifische Funktionen bidang ungeklat snd. In A.
thaliana wurde nur eine Isoform ndher untersucht [Kovar et al., 2001]. Die drel bekannten
Isoformen der Vertebraten werden gewebespezifisch exprimiet und sind  entsprechend
benannt worden: 1-Plagin kommt in Mikrovilli von Dinndarm, Dickdarm und Niere vor, L-
Padin in hamatopoetischen Zdlen wie Leukozyten, T-Plagtin it in dlen Ubrigen Geweben
vorhanden. L-Plagin  konnte ebenfdls in  Tumorzdlen nicht-hédmatopetischen  Ursprungs
nachgewiesen werden [Lin et al., 1988; Goldstein et al., 1985].

Fimbrine bestzen en Molekulargewicht von 6568 kDa und bestehen aus 610-630
Aminosauren. Kodiet snd de im Fale der humanen Pagine auf Genen, welche aus 16
Exons bestehen. Se snd auf den Chromosomen 3 (I-Plagtin), 13 (L-Plagtin) und X (T-Plastin)
lokdidert [Lin et d., 1993, 1994]. Die Proteinsequenz beinhdtet zwe zu Camodulin
dhnliche cdcumbindende-Doménen am N-Terminus gefolgt von zwel aktinbindenden Domé-
nen aus je ~250 Aminosiuren. Beide aktinbindenden Doménen bestehen aus zwel Caponin-
Homologie-Doménen deren Tertidrstruktur sch jeweils aus einem Blndd von dre a-Helices
und ener vieten dazu senkrechten a-Hdix zusammensetzt. Die aktinbindenden Doménen
enthdten einen hoch konservieten Abschnitt aus 27 Aminosauren, der fir die Bindung von
F-Aktin erforderlich it [Van Troys, et al., 1999; Prasder et al., 1997; Adamset al., 1991].

In vitro konnte fur I-, T- und L-Padin [Aripin et al., 1994; Glenney et al., 1981]
nachgewiesen werden, dass es Aktin binddt; vergleichbare Ergebnisse wurden auch mit
Fimbrin aus D. discoideum und S. cerevisiae ezidt [Prasder et al.,, 1997; Adams et al.,
1991]. Ob C&* enen Einfluss af die Aktin-Binddung durch Fimbrin ha, wird in
verschiedenen Publikationen kontrovers diskutiert [Bretscher, 1981; Glenney et al., 1981].
Be humanem I-Plagin und Fimbrin aus D. discoideum konnte eine Inhibierung durch 1 mM
bzw. 0,2 mM Ca’* gezeigt werden [Lin et al., 1994; Prasder et al., 1997], hingegen Fimbrin
aus S cerevisiae ist beziiglich der Aktin-biindelung Cat*-insensitiv [Adams et al., 1991] .
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Die Lokdistion von Fimbrin/Plagin wurde in verschiedenen Zdltypen untersucht. Fimbrin
aus D. discoideum lokdiset wie Aktin entlang der Zdlmembran und zusiizlich an diffusen
netzwerkartigen Strukturen, welche die ganze Zele durchziehen [Prasder, 1995]. Immun-
fluoreszenzsudien von DickdarmSchnitten  zeigen ene Lokdisation von [-Plasin am
auleren Rand der Epthedien und Immunoeektronenmikroskopie ergeben eine  exakte
Lokdisation in den Mikrovilli entlang der zentrden Aktinbindd und an deen Wurzd
[Drenckhahn und Dermietzel, 1988]. In Ogeoklasten erscheint L-Plagin ds punktierte
Struktur an der Zdlperipherie [Babb et al., 1997]. T-Padin lokdigert in fibroblasten
ahlichen Zdlen punktiet an den Spitzen von Aktin-,Stress-Fibers' [Arpin et al., 1994].
Zahireiche Effektoren wie beispidsweise der Wachsumsfaktor Interleukin 2 oder bakterielles
Lipopolysaccharid (Endotoxin) [Shinomiya et al., 1995; Zu et al., 1990] und die Adhdsion an
Immun-Komplexe und Phagozytose [Jones und Brown, 1996] fihren zu einer Phospho-
rylieeung von L-Plagin an den N-teminden Serinresen 5 und 7 [Lin et al., 1998].
Vermutlich erfolgt die Phosphorylierung durch die Protein Kinase C [Lin et al., 1998], welche
rezeptorabhangig  aktiviet wird. So it ba der durch Intedeukin 2  induzierten
Phosphorylierung  der  Interleukin 2 Rezeptor betelligt und bel der Phagozytose 19G-
beschichteter  Polystyrol-Kigelchen der 1gGFcyRII-Rezeptor. Dieser  Reektionsweg  1&sst
darauf schliel¥en, das L-Plagin an der Signdtransduktion beteiligt ist. In Killer-Zdlen ig die
Phosphorylierung von L-Plagtin fir die Abtétung von Tumoren erforderlich [Frederick et al.,
1996]. Es konnte gezeigt werden, dass T-Pladgtin nicht phosphoryliert wird [Lin et al., 1998].
Ob dies auch bel FPagtin oder den Fimbrinen anderer Organismen der Fal igt, wurde bidang
nicht berichtet.

Uber weitere biologische Funktionen von Fimbrinen/Plagtinen it bidang nicht viel bekannt.
Eine Fmbrin-defiziente Mutante von S, cerevisiae weds deutlich weniger und verkirzte
Aktin-Bindd auf ds Wildtyp-Zdlen. Aulferdem it die rezeptorvermittelte Endozytose sark
beeintréchtigt. Dies entspricht den Befunden der Phosphorylierung von L-Plagtin, welche auf
eine Bedeutung des Proteins fir die rezeptorvermittelte Phagozytose hinweisen.

4, Dictyostelium discoideum als M odellor ganismus

Dictyostelium discoideum wurde ergmas 1935 von K. B. Raper isoliet und den
Acrasomcyceten zugeortnet, welche sch von Myxomyceten durch das Fehlen enes echten
Pasmodiums unterscheiden. In der Naur kommt D. discoideum zum Besod auf

Waddboden, verrottenden Pflanzen oder Tierdung vor. In der vegetativen, einzdligen Form
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endhren sch die Amdben durch Phagozytose von Mikroorganismen und vermehren sch
durch Telung der Zelen. Be Nahrungsmangd werden DNA-Synthese und Zdltelung
engestdlt und cyclisches Adenosnmonophsphat (CAMP) pulsatig sezerniert. Durch die
CAMP-Ausschittung von ener Zele beginnen Nachbarzelen chemotaktisch auf diese Zdle
zuzuwandern, es entstehen Aggregationszentren aus eiwa 10° Zdlen. Etwa nach 14 Stunden
bildet 9ch eine vetikde konusormige Struktur, der sogenannte ,Sug’, welcher fototaktisch
zu wandern vermag. Nun sazt die Differenzierung der Zellen zu Stid- und Sporenzellen en.
Dieser Prozess endet etwa 24 Stunden nach Bildung der Aggregate mit Bildung des
Fruchtkdrpers. Be gingigen Umweltbedingungen und ausreichendem  Nahrungsangebot
keimen die Sporen aus (s. Abb. A 4.1).

@
® y R Aggregation
e R der Amoben
A schliipfende
K Amobe
i} "6, £

(& Frucht- = wanderndes

©) l Pseudo-

plasmodium

Abb. A 4.1 Entwicklungszyklus von D. discoideum [adaptiert aus Campbell: Biologie, 1997]
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D. discoideum ist vor dlem zur Untersuchung des Zytoskdeits ein etablieter Modeorga-
nismus und bietet zahlreiche Vortele. Neben der unproblematischen Anzucht in axenischem
Medium ig der Organismus ener Vidzahl molekularbiologischer Methoden zuganglich
[Noege und Schleicher, 2000]. Aulerdem weisen die Zdlen im vegetativen Stadium vide
Ahnlichkeiten zu tierischen Zdlen auf. So sind in Leukozyten wie auch in D. discoideum
Rezeptoren und G-Proten-Untereinheiten Uber die Zdlmembran vertelt und Chemo-
attraktantien 16sen  Uber Signdtransduktionskaskaden Resktionen aus, die zu gerichteter
Bewegung fihren [Parent und Devreotes, 1999]. Es gibt aber auch Ahnlichkeiten zu
Pflanzenzellen: wéhrend der Differenzierung wird der fir Tiere typische Specherdtoff
Glycogen in die fir Pflanzen typische Zdlulose umgewanddt [Hames et al., 1972]. Die
Bildung des Fruchtkorpers und der Sporen zeigt wiederum deutliche Ahnlichkeit zu Pilzen.

5. Herstellung transgener embryonaler Stammzellen durch ,Gene

Targeting®

Unter ener transgenen Zdllinie versteht man Zdlen, die en Segment fremder DNA S0 in
ihrem Genom integriet haben, dass es wetevererbt wird. Tranggene embryonde
Sanmzdlen (ES-) snd die Vorraussstzung um gezidt tranggene Tiemoddle oder
»Embryoid Bodies' hergdlen zu konnen, da de totipotent snd und sch in jede Art von
Gewebe entwickeln kdnnen.

Um ene tranggene ES-Zdlinie zu erhdten, wird endogene Sequenz durch von homologen
Sequenzabschnitten  flankierte  Fremd-DNA — subdituiert, man spricht von |, Gene-Targeting”.
Diese homologe Rekombination efolgt unter doppetem ,Crossing Over* und Enzym-
katayserter Aushildung ener Heteroduplex mit sog. Hoalliday-Verbindung [Capecchi, 1994;
Haber, 1999; Rafferty, et al., 1996].

Lineariserte DNA wird durch Elektroporation in die Zelen eingeflgt. Dabel wird die DNA
100 bis 10000 md haufiger heterolog rekombiniert, as dass es zu ener homologen
Integration kommt [Thomas und Cgpecchi, 1986]. Von dlen Trandfektanden weisen
letztendlich 10 bis 107 ein homologes Rekombinationsereignis auf. Es hat sich auferdem
gezeigt, dass mit zunehmender Lange der homologen Sequenz die Wahrscheinlichkeit fir
eine homologe Rekombination seigt, mindestens 1,7 kb snd aber unabdingbar [Hasty et al.,
1992]. Um gendtisch vedndete Zdlen efizient aweichen zu  konnen, werden
Sdektionsmarker in das ,Tageing‘-Kondrukt integriet. Haufig wird das Neomycin-
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Phosphotransferase (neo)-Gen as Bestandtell des Transgens in das Genom der Zidzele bel
homologer Rekombination eingebaut. Dies fihrt zu ene Redsenz gegen dem
Neomycinderivat G418, welches zur Sdektion dem Kulturmedium beigefigt wird. Ein
welterer Sdektionsmarker ist das Herpesvirus- Thymidin-Kinase-Gen, dieses i s0 in das
» Tageting‘-Kongtrukt integriert, dass es nur bel heterologer Rekombination in das Genom
eingebaut wird. Resultierende Zdlen snd empfindlich gegen Gancydovir. Die Verwendung
beider Sdektionsmarker bewirkt, dass nur Zdlen mit homologen Rekombinationsereignis
Uberleben [Mansour et al., 1988].

Um tranggene Tiere zu ehdten, werden die homolog rekombinieten ES-Zdlen in
Blagtozysten injiziert und in scheinschwangere Mause eingesetzt.

6. Zielsetzung der Arbeit

Waéhrend Uber die Struktur von Fimbrinen und Plagtinen wie auch Uber ihre Lokaisation in
der Zele und ihre Abhdngigkeit von Cadcum vides bekannt is, bedaf die biologische
Funktion diesr Proteine weiterer Untersuchung. Dazu soll im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe
des ,Gene-Tagding® ene L-Paginddiziente murine ES-Zdlinie generiet werden, die
gpéter zur Herstedllung einer transgenen Mauszdllinie dienen kann.

Des weteen sollen Mutanten des Fimbrins aus D. discoideum zelbiologischen Studien
unterzogen werden, um Einblick in die Funktion des Proteins zu gewinnen. Es sollen Prozesse
untersucht werden, welche essentidl von enem intakten Aktin-Zytoskdett  abhangen:
Zdlwachstum und Grof3e, Endo- und Exozytose sowie Phagozytose.

Fur Immunfluoreszenzstudien soll zunéchst eine Fixierungsmethode flr D. discoideum-Zdlen
ermittelt werden, welche die Lokaisation von Fimbrin in vivo wiedergibt. Aul}erdem ist zu
Uberprifen, ob die Vertelung von Aktin und Fimbrin in Fimbrin-Mutanten verdndert ist. Des
weiteren s0ll festgestelt werden, ob Fimbrin an phagozytotischer Nahrungsaufnahme beteiligt
ig. Die Vertelung verschiedener Zdlkompartimente und deren Resktion auf hyper- und
hypoosmotischen Stress soll in fimbrindefizienten Mutanten mit dem  Wildtyp verglichen

werden.
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B Ergebnisse

1. Generierung einer L-Plastin defizienten ES-Zelllinie

Die generdle Strategie zur Generierung transgener Nullmutanten basert auf dem Austausch
ena Gensequenz gegen enen gedgneten in vitro mutierten Genabschnitt. Eine korrekte
Transkription der Orgindsequenz und anschlieffende Trandation dersdben wird dadurch
unterbunden. Dazu werden in der Regd bekteridle Antibiotikum-Resgenz-Gene so ds
Sdektionsmarker in Trandfektionsvektoren kloniert, dass bei  homologer Rekombination
entscheidende  Gensegmente  unterbrochen oder  ausgetauscht  werden.  Gleichzetig  kdnnen
durch die Antibiotika-Ressenz trandiziete Klone identifiziet werden. Hierzu wird héufig
das Neomycin-Phosphotransferase-Gen (Neo-Gen) eingesetzt, welches Resistenz  gegentiber
Neomycin und sainen Derivaten, z.B. G418, verleht.

Ein Transfektionsvektor wird so kongruiert, dass neben dem beschriebenen Marker auge-
chend lange Sequenzbereiche fur die homologe Rekombinaion und geeignete Moglichkeiten
zum Nachwels des korrekten Einbaus vorhanden sind. Dieser Nachwels wird entweder unter
Vewendung spezifischer Primer mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) oder durch
Southern-Blot-Anadlyse gefuhrt. Letztere seizt das Vorhandensain  gedgneter  Redtriktions-
schnittstdlen voraus, um enen  Redriktionsfragmentlangenpolymorphismus  zwischen  Wild-
typ- Sequenz und homolog rekombinierter Sequenz detektieren zu kénnen.

11 Kartierung und Sequenzierung des L-Plastin-Gens

Das L-Padin-Gen ig in Homo sapiens auf Chromosom 13 lokaisert und umfasst 16 Exons
[Lin et al.,, 1993]. Das Startcodon befindet sch in Exon 2, die N-teminden cadum-
bindenden Doménen werden von Exon 2-4 kodiert. Exon 5-16 kodieren fir Caponin-
Homologie-Doménen am C-Terminus. Die Lokdisaion und Organisgtion des Gens in Mus
musculus it nicht publiziert, jedoch die Sequenz der cDNA [Shinomiyaet al., 1995].

Aufgrund der hohen Homologie der cDNAS von L-Pladinin H. sapiens und M. musculus ist
ene dnliche Struktur der Gene anzunehmen, was tellweise im Rahmen diesr Arbet be-
sétigt werden konnte (s. Abschnitt B 1.1.2).

Um die fir die Katierung, Sequenzierung und Klonierung des L-Padin-Gens notwendige
genomische DNA zu ehdten, wurde zundchg mit RT-PCR (s. Abschnitt E 2.18) unter
Verwendung von RNA aus Makrophagen des Peritoneums ein cDNA- Fragment von 0,5 kb
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(N-terminder Bereich) amplifiziert. Die Firma GenomeSysemsinc™ wurde beauftragt, mit
diesr cDNA ds Sonde ene ,Bacterid Artificid Chromosome'-Bibliothek [Perce et al.,
1982, Sternberg et al., 1994] zu durchsuchen. Diese Bibliothek wurde durch Ligation mit der
Redriktionsendonuklease Hindlll  patiell verdauter genomischer  DNA in den Vektor
pBeloBAC11 und Elektroporation in den E. coli-Stamm DH10B generiert. Die Grofie der in
den Klonen enthaltenen genomischen DNA betrégt durchschnittlich 120 kb.

Eswurden die Klone BACM-335E7 18168 und 18169 gefunden und kauflich erworben.

111 Klonierung und Amplifizierung von Fragmenten genomischer DNA, Ergdlung
ener Restriktionskarte mit Southern-Blot-Andyse

Zur Ergdlung des Trandektionsvektors mussen zunéchst Fragmente genomischer DNA in
gecigneter Grof¥e vorhanden sein, welche die homologe Rekombination im gewinschten
Bereich des Gens erlauben. Um solche Fragmente zu erhdten, wurde enersaits die PCR-
Methode mit der DNA des BAC-Klons ds DNA-Vorlage durchgefihrt. Auf diese Weise
wurde Klon E 4-5 erhdten (s Abb. B 1.2). Anderersaits wurde mit Hilfe der Southern-Blot-
Andyse ene vorlaufige Redriktionskarte ersdlt. Dazu wurde die mit dem Kit Nucleobond
AX 500 (s. Abschnitt E 2.2) gewonnene DNA der BAC-Klone zur ndheren Charakteriserung
des L-Padin-Gens zunéchs mit verschiedenen Redriktionsenzymen oder  Kombinationen
dersdlben behandet, um SouthernBlot-Anadysen durchzufihren. Die 0 erhdtenen Nylon
membranen wurden mit verschiedenen radiosktiven Sonden hybridisert (s Tab B 1.1 und
Abb. B 1.1). Da die beiden Klone in ersten Tests keine wesentlichen Unterschiede aufwiesen,
wurde fir diese und dle wateren Experimente ausschliedich die DNA des BAC-Klons
18169 verwendet.

Die DNA-Fragmente fir die Sonden wurden mit der Polymerase-Kettenresktion (PCR)
amplifiziert. Als DNA-Vorlage diente die vollsténdige L-Plasin ¢cDNA (mit Hilfe von RT-
PCR amplifiziert) und en Fragment genomischer DNA, weches ebenfdls mit PCR von
BAC-KIlon 18169 erhalten wurde.

Nameder Sonde | EnthaltenesFragment | Groide[b] Ursprung
E2-4 Exon 2-4 320 cDNA
E5/6 Exon 5-6 190 cDNA
14 Televon Intron 4 320 Genomische DNA

Tab. B 1.1: Sonden fir die Kartierung des L-Plastin-Gens
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Abb. B 1.1: Southern-Blot-Analysen genomischer DNA aus BAC-Klon 18169. Als Sonden wurden verwendet
(s. Tab. B 1.1 und Abb. B 12): A) E2-4, B) E56, C) 14. Verwendete Restriktionsendonukleasen: 1, Aval; 2,
BstXl; 3, BamHI; 4, Hincll; 5, Hindlll; 6, EcoRl; 7, EcoRV; 8, Xbal; 9, Aval/Hindlll; 10, Aval/Hincll; 11,
EcoRV/Hindlll. Einige Banden resultiern aus unvollsténdig verdauter DNA, dies ist der Fall bei A) Verdau 11,
B) Verdau 5 und 11 und C) Verdau 4.
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Dabe zeigte sch, dass die Resriktionsendonuklease Hindlll im Bereich von Exon 2 bis 5
schneidet und Fragmente von 2 bis 10 kb liefert. Um diese Fragmente fir Klonierungsschritte
zur Verfigung zu haben, wurde die genomische DNA mit Hindlll verdaut und mit Hilfe eines
Saccharosegradienten (s. Abschnitt E 2.16) fraktioniert. Nach Southern-Blot-Andyse und
Hybridiserung mit der cDNA-Sonde E2-5 (s. Abb. B 1.2) wurden Fraktionen, die einzelne
Banden in der Grole von 3-10 kb zeigten zur Klonierung in den Vektor pUC 19 eingesetzt.
Die erhdtenen Klone (s Abb. B 1.2) wurden vollsdndig oder teilweise durch das Service-
labor des Zentrums fir molekulare Medizin der Universtdt zu Koln (ZMMK) sequenziert.
Hierdurch konnten die bereits durch SouthernBlot-Andyse nachgewiesenen  Redtrik-
tionsschnittstellen bestétigt werden. Genaue Andyse der Einzelklone ergab auch, dass einige
mit SouthernBlot-Anadyse nachweisbare Banden auf Partidverdau zuriickgehen (s. Legende
zu Abb. B 1.1). AuRerdem wurden in Intron 3 und 4 wie auch in Intron 7 und 8 repetitive
Bereiche gefunden. In Intron 3 und 4 sind 0,2 kb der Sequenz identisch, be Intron 7 und 8
sndes0,4 kb (s. Abb. B 1.2).

Abb. B 1.2 (nachfolgende Seite): Karte und fir die Kartierung verwendete Sonden und Klone des L-Plastin-
Gens: Die durchgezogene schwarze waagerechte Linie entspricht den sequenzierten Bereichen der genomischen
DNA, Exons sind als blaue senkrechte Balken eingezeichnet, Start- und Stopkodon sind leuchtend rot markiert.
Repetitive Sequenzbereiche in Intron 3 und 4 bzw. 7 und 8 sind hellgrin bzw. hellrot unterlegt. Unterhalb ist die
Lage der verwendeten Sonden eingezeichnet, im Falle von cDNA-Sonden ist der Bereich zwischen den Exons
mit gestrichelten Linien dargestellt. Genomische Klone des L-Plastins sind weinrot dargestellt.
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112 Organisation des L-Pagin-Gens von Homo sapiens und Mus musculus im
Vergleich

Die 96prozentige Homologie der L-Plastin cDNA von Maus und Mensch (s. Abschnitt B 4.2)
l&st eine hohe Ahnlichkeit der genomischen Seguenzen vermuten. So ergibt der Vergleich
der Promotorsequenzen des L-Plagin-Gens der Maus und des homologen Gens von H.
sapiens eine Homologie von etwa 60 % auf einer Lange von etwa 1 kb im Bereich der TATA-
Box und des ersen Exons [Lin et al., 1997]. Zwischen Exon 1 und dem Startcodon in Exon 2
liegen im Gen der Maus etwa 10 kb und in dem des Menschen 20 kb.

Nach Sequenzierung der oben aufgefUhrten genomischen Klone kann zumindest fir den
Bereich, den diese abdecken, die Organisation des L-Plagin-Gens genauer andysert werden.
Die Ubergange der Exons zu den Introns wurden besimmt und mit denen des homologen
Gens von H. sapiens [Lin et al., 1993] verglichen. Die jeweligen Exons snd genauso groi3
wie im Veglechsorganismus (s Tab. B 1.3). Die Homologie im Bereich der bekannten
Exon-Intronverbindungen liegt be 86 %, lediglich die Grof3e der Introns weicht um enige
hundert bp bis 10 kb (Intron 1) voneinander ab. Alle Introns beginnen mit der Konsensus-
Sequenz GT und enden mit AG. Im Fdle beider Gene i das Stopcodon in Exon 16
lokdigert. Es i anzunehmen, dass auch der nicht sequenzierte Tell des Gens der Maus ene
ahnlich hohe Homologie zu dem des Menschen aufwe st.

Tab. B 1.3 (nachfolgende Seite): DNA-Sequenz an Exon-Intronverbindungen des L-Plastin-Gens von Mensch
(blau) und Maus (rot) im Vergleich. Exon-Sequenz ist in Grof3buchstaben, Intron-Sequenz in Kleinbuchstaben
geschrieben. Fir Exon 16 wurde nur der kodierende Teil beriicksichtigt, der nachfolgende Poly-A-Schwanz
vernachlassigt.
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Exon |G 6Re Sequenz an Exon-1ntron-Verbi ndungen I ntrongroRe
Nr. | [bp] 5" Spl ef - Donor 3 Splei k- Akzept or [kb]

TACCAG gt aaac / GTICTGT 10
1 U LT
139 TCGCAAG / gt aaat ctccag / ATCTGT 20
88 AAGTCG / tcacag / ATACCG
2 [T1] ] RN N
88 AAGTTG / gt gagt ttacag / ATACTG 0,6
164 ATCAAG / gtgacg tagcag / GICTTC 1,1
3 LLEEET 1T A | I
164 ATCAAG / gt gagt ttgcag / ATTTTC 0,2
130 ACTCAG / gtaagc ctatag / AGGAAG 2,2
A L UL LT RN
130 ATTCAG / gt aggc ttgcag / AGGAAG 2,0
133 TCTTTG / gt aaat ttttag / TAAAAT 1,8
5 [T T LEE e LT
133 CCTTTG / gt aaat tttcag / TAAAAT 1,6
82 ATTCAG / gtgggt cctcag / GAAAAC 0,9
6 [ETTEE T LEEEEE LT
82 ATTCAG / gtatag cctcag / GAAAAT 2
166 ATGAAG / gtaaga cttcag / CTCTGA 2,2
7 N LELEEE L
166 ATGAAG / gtaaga cttcag / CTCTGA 1,8
143 ATCAAG / gt aggc / GACTCA ~2,3
8 [EETEE T RN
143 ATCAAG / gtagga tcacag / GACTCA 2,3
96 CTGAGG / | GAGAAG
9 L1111 RN
96 CTGCGG / gt aagg ttgcag / GAGAAG 1,6
196 TCGAAG / | GAGAAG
10 AR | 11
196 TTGAAG / gt aact atctag / GIGAGA 2
79 GTACAG / /| CGACTT
11 RN LI
79 GTACAG / gt agga gttcag / TGACTT 1
115 AAAAAG / / CTGGAG
12 [T 111 [l 11
115 AAGAAG / gt aaac attcag / CTTGAG 0,6
133 GAGAAG / acttag / GIACAC
13 [T1111 R
133 GAGAAG / gtagta gttcag / GITATAC 8
124 TTCAAG / | GACCCA
14 AR RN
124 TTCAAG / gt aaaa gcatag / GACCCG 8
125 TGCAAA /| gt at gt tttcag / GTATGC 2,1
15 LLEETE T 1 A LI
125 TGCAAA | gtacgt ttttag / ATATCC 2,6
133 GTGTAA*
16 [T |
133 GTGTGA*
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1.2 » Knockout-Targeting* -K onstrukt

Be der Planung des ,Knockout- Targeting’-Konstrukts sind zwel Aspekte zu beriicksichtigen.
Einersaits soll es so entwickelt werden, dass durch das Einsetzen eines Sdektionsmarkers die
Trandaion vollgdndig unterbunden wird. Anderersats <ollte die homologe Rekombination
enfach nachweisbar sain. Im Ramen dieser Arbeit wurde eine Strategie gewéhlt, be der die
Transkription durch Entfernen des Startcodons verhindert wird. Dementsprechend wurden
Sequenzbereiche fir die Klonierung des ,,Knockout-Targeting*-Konstrukts ausgesucht  und
aufgrund der vorhandenen Redtriktionsschnittstellen in den Vektor pUC 19 kloniert. Zundchst
wurde ein 3 kb groles Fragment genomischer DNA aus Intron 1 mit der Redriktions-
endonuklease ECORV  ausgeschnitten und in die mit Klenow behanddte EcoRI-Schnittstdle
von pUC 19 engesetzz. Die EcoRV-Schnittsiellen wurden dabel zerstort. Danach wurde ein
ebenfdls 3 kb grof3es, in Intron 2 beginnendes und in Intron 4 endendes Fragment aus Klon E
2-4 (s. Abb. B 1.2) mit Xbal und Hindlll ausgeschnitten und auf der Seite des 3'-Endes des
Fragments aus Intron 1 in Leserichtung zwischen die Xba und Hindill-Schnittstellen des
Vektors kloniert. Anschlief3end wurde das aus dem Vektor pPNT ausgeschnittene Neo-Gen
zwischen die beiden Abschnitte genomischer DNA in die Xhol und Xbal-Schnittsdle in
Leserichtung engeflgt. Das resultierende |, Knockout- Targeting”-Konstrukt hat  eine  Lénge
von etwa 9 kb. Alle Klonierungsschritte wurden durch Restriktionsanalysen Uberpriift.

Durch die homologe Rekombination ersetzt das 1,7 kb grofRe Neo-Gen en 1,4 kb grofRRes
Fragment genomischer DNA, welches neben Telen von Intron 1 und 2 auch Exon 2 und
somit das Statcodon enthdt. Hierdurch sollte die Trandation des Proteins vollstandig
unterbunden werden (sehe Abb. B 1.3).

Das Neo-Gen enthdt ene EcoRV-Schnitistdle, die den gpezifischen Nachweis der
homologen Integration des ,Tageting*-Kongdrukts durch  Redriktionsfragmentlangen
polymorphismus ermdglicht. Das Fragment des rekombinanten Allels sollte in der Southern
Blot-Andyse mit ener extenen 5-Sonde ein Fragment von 8,6 kb liefern, wahrend das
urspriingliche Fragment mit 9,6 kb um 1,2 kb grof3er i<t
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Abb. B 1.3: A) Organisation des N-terminalen Bereichs des L-Plastin-Gens der Maus. B) Targeting Vektor mit
eingefigtem Neo-Gen as Selektionsmarker und zur Unterbindung der Translation des Proteins. C) Homolog
rekombinierter L-Plastin-Lokus. Durchgezogene wagerechte Linien entsprechen der genomischen L-Plastin-
Sequenz. Exons sind als dicke senkrechte Striche und das Neo-Gen als graues Kastchen dargestellt.
Restriktionsendonukleasen sind mit folgenden Abkulrzungen aufgefiihrt: E: EcoRV; H: Hindlll; X: Xbal. Fir
den Nachweis des Restriktionsfragmentléngenpolymorphismus rel evante Schnittstellen sind blau dargestellt.

1.3 Herstellung rekombinanter ES-Zellklone

Die Einfihrung der Vektor-DNA in ES-Zdlen efolgte durch Elektroporation. Durch kurze
eekirische Impulse hoher Feldstérke wird die Zdlmembran der Empféangerzellen fur hoch
molekulare Molekile durchléssg gemacht. Die ES-Zdlen befinden dch in @nem undifferen
Zieten Zudand, damit Se sch nach ener Injektion in Blastozysen zur Generierung ener
transgenen Maudinie in jede Art von Gewebe entwickeln konnen.

Verschiedene ES-Zdllinen dnd fir die Trandektion gebréauchlich. Da der ménnliche
Karyotyp (X/Y) dabiler zu sein scheint, wird dieser haufiger eingesetzt. So liefern méannliche
Individuen, die von ES-Zdlen abstammen, mehr Nachkommen as waeabliche. Zudem
scheinen embryonde Stammzellen des X/Y-Kayotyps die Fahigkeit zur ,sex-converson® zu
bedtzen, s0 dass se die Umwandlung von X/X-Blastozysten zu X/Y-Blastozysten bewirken

koénnen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die ES-Zdllinie IB10 (X/Y-Karyotyp, Abkdémmling der
Zdllinie E14 aus Mausstamm 129 OLA) verwendet. Es wurden 12 x 10° ES-Zdlen fir eine
Elektroporation mit 30 pg des mit Hindlll lineariserten ,,Knockout- Targeting”-V ektors
engesatzt. Anschlief?end wurde 7-10 Tage unter sdektiven Bedingungen kultiviert. G418-
resgente Klone wurden isoliert und in 48-Wdl-Paiten bis zur Konfluenz expandiert. Danach
wurde en Tel der Zdlen engefroren, die Ubrigen wurden zur Isolierung genomischer DNA
weiter kultiviert. Nach zwe Elektroporationen wurden insgesamt 822 Klone isoliert.

Als Sonde fir den Nachwes des Redriktionsfragmentlangenpolymorphismus  wurden
verschiedene DNA-Fragmente eingesstzt (s Abb. B 12). Alle wurden mit Hilfe der
Polymerase-Kettenresktion amplifiziert. Zunéchst wurde die cDNA-Sonde E 5-7 geteste,
welche die Exons 5-7 benhdtet. Genomische DNA von Mausschwanz-Biopsen und aus ES-
Zdlen wurde mit EcoRV geschnitten und nach Southern-Blot-Andyse mit diesr Sonde
hybridisert. Da keine Bande erkennbar war, wurde eine cDNA Sonde getestet, die nur Exon 5
und Exon 6 beinhdtet. Hiermit werden in IB10-DNA mehrere Fragmente markiert (s. Abb.
B 1.4). Neben ener Bande bal etwa 9 kb sind zwel Banden im Bereich von 34 kb und eine
weitere be 1,6 kb erkennbar. Das Vorhandensein mehrer Signdle basiert mdglicherweise auf
der hohen Homologie, die im Bereich der verwendeten Sonden zu T-Plastin besteht, so dass
beide 1soformen erkannt werden. Vermutlich handdt es sch bel der Bande bal etwa 9 kb um
das gesuchte Fragment Das Erkennen des Redriktionsfragmentléngenpolymorphismus wirde
dlerdings durch die weteren Signde beantréchtigt. Daher wurden zwel weitere Sonden
getestet, die in Intron 4 gelegen sind. Da die Sonde 14 keine klaren Signae lieferte, wurde
diese um 200 bp verléngert, aber auch diese Sonde, 14-2, ligfert kein deutliches Ergebnis (s.
Abb. B 1.2).

IB10
12kb >»

5kb »

kb >

2kb >
Abb. B 1.4: Southern-Blot-Analyse einer IB10-DNA -Préparation, mit ECORV geschnit-

| 6kb > ten, auf Nylonmembran transferiertiert und mit Sonde E5-6 hybridisiert



B Ergebnisse 19

2. Herstellung polyklonaler anti-Peptid-Antikorper gegen die I soformen
desPlastinsder Maus

Spezifische Antikorper nd en notwendiges Mittd, um mit Hilfe von Weger-Blot-Anaysen
oder Immunfluoreszenzen transgene Zdlinien oder die Gewebe tranggener Tiere zu
charakteriseren. Zu diessm Zweck wurden polyklonde AntikOrper gegen die dre Plagtin-
Isoformen der Maus, |-Pladin, T-Plasin und L-Plagtin hergestdlt. Aufgrund der hohen
Homologie der drei Isoformen (s. Abschnitt B 4.1) wurden Peptide aus dem N-Teminden
Berech der Proteine fir die Immuniserung verwendet, da sch auschliedich dort die
Proteine s0 dak unterscheiden, dass be den resultierenden Antikdrpern keine Kreuz-
reaktionen zu erwarten snd. Be der Auswahl des Sequenzbereichs wurde dem Beispid von
C.-S.Lin et al. (1994) gefdgt:

L-Pladin: MARGSVSDEEMMELREAF

|- Pladtin: MENSTTTISREELEEL QE

T-Padin: MATTQISKDELDELKE

Fur die Immuniserung wurden diese Peptide an KLH gekoppelt, da nur durch ein ausreichend
grof3es Protein ene Immunantwort hervorgerufen kann. Es wurden zwe Kaninchen je
Antigen immunisert.

Zunachs wurden die Antissren ungereinigt mit Western-Blot-Andyse an Zdl- und Ge-
webeextrakten und an Extrakten Plastin-exprimierender E. coli-St&mme getestet (sehe Abb.
B 21). Dabe zeigte sch, dass dle Antiseren neben dem Antigen auch noch andere Proteine
erkennen. So weist ein Extrakt der Leber, in welcher egentlich nur FPagtin exprimiert wird,
mit L-Plagin-Antissrum eine Bande von etwa 32 kDa und mit |-Plagin-Antissum mehrere
Banden auf. Extrakte von E. coli-Zdlen, welche I-Pladin exprimieren, zeigen ebenfdls mit
dlen Antiseren eine oder mehrere Banden, die sowohl auf I-Plagtin, aber auch auf bakteriele
Proteine zurtickgehen konnten.

Folglich ig eine Reinigung der Antikorper unabdingbar. Hierzu wurden die in den Antiseren
enthdtenen Protene zunachs mit Ammoniumaulfat gefdlt und anschlielend die Immuno-
globuline mit ProteinA-Sepharose abgetrennt. Aus diesen Fraktionen sollten unter Verwen-
dung der rekombinant exprimieten Padin-lsoformen die jewdligen Antikorper  &ffi-
nitdischromatographisch ~ aufgereinigt werden.  Die  Protenbesimmung  der  gereinigten
Fraktionen verlief jedoch negativ. Es konnte kein gereinigtes Protein von dem Saulenmaterid

duiert werden.
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Abb. B 21: Western-Blot-Analyse mit A) L-Plastin Antiserum B) I-Plastin Antiserum und C) T-Plastin
Antiserum (Endblutungen), detektiert mit Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen 1gG-Anti-
korper und Luminollésung. Verwendete Proteinextrakte: FPlastin 2 und 10: E. coli-Extrakte von mit Vektor
pGEX 2T exprimiertem vollangen-I-Plastin (verschiedene Klone); L-Plastin: E. coli-Extrakte von mit Vektor
pPGEX 2T exprimiertem L-Plastin (1 kb, N-terminal); FPlastin Q und TPlastin Q: E. coli-Extrakte von mit
Vektor pQE 40 exprimiertem F und T-Plastin (60 bp, N-terminal); Leber-Extrakt: Extrakt aus Maus-Leber; 3T3-
und Jurkat-Extrakt: Extrakte von Kulturzellen: 3T3-Fibroblasten (Maus) exprimieren T-Plastin, Jurkat-Zellen

(Maus) exprimieren L-Plastin.
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3. Analyse von Fimbrin-Mutanten von Dictyostelium discoideum

Wie vide andere Organismen exprimiert auch die Amobe Dictyostelium discoideum en
homologes Proten aus der Fimbrin/Plagin-Familie [Prasder et al., 1997]. Zur ndheren
Untersuchung der Funktion von Fmbrin in D. discoideum wurden verschiedene Mutanten
diesss Proteins generiet. Zwei der resultierenden Zdlinien baseren auf 34 kDa aktin-
bindendem Protein (ABP 34) defizienten Mutanten (34°) [Rivero et al., 1996], die Ubrigen auf
der axenisch wachsende Wildtyp-Zdlinie AX2.

A EF_EF CH CH CH CH Vollingen Fimbrin AX2, 34, 34R, RF
: 30 “EF “ER CH CH CH cH ;:;ﬂ“ﬁi%i“;g_m S—=A
C cB cH cn o Deletion der Calcium- AEF

Binde-Domiéinen

Deletion der 3, und 4.

D BF _EF CH CH C-terminalen Calponin- B3
Homologie-Doménen
g g Fimbrin Null-Mutation ~ FG2, Bl
100AS

@ Calcinm-Binde-Domine

» Calponin-Homologie-Domine

Abb. B 3.1: Schematische Ubersicht der Fimbrin Mutanten in D. discoideum A) Vollangen Fimbrin, in
Widtypzellen (AX2) wie auch in den Mutanten RF, 34" und 34R exprimiert. B) Mutante mit Punktmutationen S
5 ™A C) Mutante mit deletierten Calciumbinde-Doménen D) Mutante mit Deletion der 3 Gterminaen CH-
Domaénen E) Mutanten mit vollstandiger Deletion des Fimbrins.

Die Fmbrin-Null-Mutante FG2 wurde 1995 von J. Prasder in Wildyp-Zdlen (AX2)
generiert.  In 34-Zdlen wurde Fimbrin ebenfals ausgeschatet, um zu kl&en, ob die patiele
Redundanz des ebenfals caciumbindenden ABP 34 auf Fimbrin zurlickgeht [Rivero et al.,
1996]. Bam ,Screening” der 34 /Ambrin-Mutanten wurde en Klon isoliert, welcher noch
enen Tel von Fimbrin exprimiert. Northern-Blot-Analyse (s. Abschnitt B 3.1) ergab, dass in
diesr ds B3 bezeichneten Mutante der N-Terminus des Proteins, welcher die cacium-
bindenden Doménen und die edge aktinbindende Doméne enthdt, exprimiert wird.
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Ausgehend von der Mutante FG2 wurden die Reexpressonsmutanten RF, S® A und DEF
ehdten. Die Mutante RF exprimiet unmutietes vollangen Fmbrin, S®A  wed
Punktmutationen der Serinreste 5 und 7, welche ds potentidle Phosphorylierungsstelen
geten, zu Alanin auf. In der Mutante DEF wurde ein Tel des N-Terminus deletiert, der die
caciumbindende Doménen beinhdtet (s. Abb. B 3.1). Ba der Mutante 34R handelt es sch
um 34 Zdlen, in die ABP 34 ds ,Rescue’ reintegriert wurde. Die CH-Doménen wurden im
Schema mit verschiedenen Farben unterlegt, da je zwel der Doménen paarweise (blau oder

gruin) eine aktinbindende Doméne bilden.

31 Northern-Blot-Analyse der Fimbrin-Mutanten

Die Expresson des Fimbrin-Gens wurde mit Northern-Blot-Anadyse Uberprift. Hierzu wurde
die Gesamt-RNA axenisch gewachsener Zellen verwendet. Als Sonden wurden cDNA-
Fragmente eingesetzt, pla 12 und pla 6. Ba pla 12 handdt es sch um ein Fragment aus dem
N-terminden Bereich des Gens mit einer Grofie von ewa 1,2 kb; pla 6 ig im C-terminden
Bereich des Gens gelegen und umfasst etwa 0,6 kb. Zwischen diesen beiden Fragmenten lag
im,, Targeting”- Vektor die Neomycin-Resistenz- K asette.

Beide Sonden erkennen in RNA aus AX2 eine Bande ba 1,9 kb, die Vallangen Fimbrin
entspricht, diese Bande it bel den untersuchten Mutanten FG2, B1 und B3 nicht nachweishar.
Ba der in B3-RNA mit der Sonde pla 12 erkennbaren Bande handdt es sch um den N-termi-
nden Bereich des Pladins, den diese Mutante exprimiert, dieser wird nicht von der Sonde
pla 6 erkannt (s. Abb. B 3.2). Dies i darauf zuriickzufiihren, dass nur der hintere Tell des
» Targeting”-Vektors mit dem Gen rekombiniert hat.

Yo

AT
- N 4

1,9 kb > .
12kb > -~

pla 12 Sonde pla & Sonde

Abb. B 3.2: Northern-Blot-Analysen der D. discoideumStamme AX2, FG2, B1 und B3. Als Sonden wurden
plal2 (1,2 kb, N-terminaler Bereich des Gens) und pla6 (0,6 kb, C-terminaler Bereich) verwendet.



B Ergebnisse 23

3.2 Wester n-Blot-Analyse der Fimbrin-Mutanten

Die WesernBlot-Andyse efolgte unter Verwendung des monoklonden  anti-Fmbrin
Antikorpers 210-183-1, der gegen VollangenFimbrin generiert wurde [Prasder et al., 1997].

Im AX2-Homogenat erkennt der Antikorper Fimbrin bel etwa 67 kDa. Diese Bande fehlt in
den Extrakten der Fimbrin-Null-Mutanten FG2 und B1. Es ig auch keine kleinere Bande zu
erkennen, wie bel den Mutanten B3 und DEF. Das Homogenat von B3 zeigt eine Bande von
etwa 40 kDa und jenes von DEF eine von ewa 60 kDa Dies entspricht den ersen 390
Aminosiuren (B3) beziehungsweise der Deetion der caciumbindenden Doménen. Eine dem
Volléngen-Fimbrin entsprechende Bande weisen die Extrakte der Mutanten 9 A und RF auf.
Im Fdle von RF ig diese dlerdings deutlich schwécher ds die der Ubrigen Mutanten. Zum
Veglech wurden diesdlben Extreakte mit anti-AktinAntikbrper Act 1-7 getestet. Alle
Homogenate zeigen ene gleich sarke Aktin-Bande bel etwa 43 kDa Dies bedtétigt, dass
vergleichbare Mengen aufgetragen wurden. Die schwache Fimbrin-Bande der Mutante RF
geht dso auf ene geringere Expresson des Proteins verglichen mit den anderen Zdllinien
zurtick (s. Abb. B3.3).

Um die Ausschatung des 34 kDa aktinbindenden Proteins zu zeigen, wurde der monoklonae
Antikorper 159-291-1 gegen dieses Protein zur WesternBlot-Andyse engesstzt. Wie zu
ewarten zeigen die Homogenate von AX2 und FG2 eine Bande be 34 kDa, die be den
Mutanten 347, B1 und B3 fehlt (s. Abb. B 3.3).

v & X ;
Eod v d & &
67TkDa » —— — —
Anti-Fimbrin-Antikérper
43 kDa >»
Lo
Anti-Aktin-Antikdrper ATRD 3 o a— ——— ———— ey

Anti-34 kDa ABP-Antikdrper 34 kDa > e

Abb. B 3.3: Western-Blot-Analyse der Fimbrin Mutanten mit anti-Fimbrin mAk 210-183-1, anti-Aktin- mAk
Act 1-7 und anti- 34 kDa ABP-mAk 159-291-1. Es wurden je 5 pl von Gesamthomogenaten aus 1 x 10° Zellen
auf ein SDS-Gel aufgetragen, welches fir die Western-Blot-Analyse verwendet wurde (s. Abschnitt E 3.5 und E

37).
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3.3 Zdbiologische Unter suchungen der Fimbrin-M utanten

Die Funktion des aktinbindenden Proteins Fimbrin in D. discoideum igt derzeit wetgehend
unbekannt. Das Aktin-Zytoskdett nimmt jedoch be zahlreichen Zdlfunktionen ene zentrde
Sdlung en. Das Auschdten oder die Mutation enes aktinbindenden Proteins kann daher
g@nzene zdlulde Funktionen beenflussen, wie es beispidsweise fir Myosn [Knecht et al.,
1987; De Lozanne und Spudich, 1987] oder fur das 34 kDa aktinbindende Protein [Rivero et
al., 1996] in D. discoideum gezeigt werden konnte. Die vorgenommenen Fimbrin-Mutationen
konnten dso Aufschluss bezliglich der Funktionditét des Proteins geben. Daba id
insbesondere die Bedeutung der potentidlen Phosphorylierungsstellen, der Effekt der voll-
géndigen Deetion des Proteins und ein Zusammenwirken mit ABP 34 hingchilich der
Doppeldeletion beider Proteine von Interesse.

Nachfolgend werden Experimente zum Wachdumsverhdten und zur Zdlgrole der Fimbrin-
Mutanten beschrieben, sowie Versuche zu Endo- und Exozytose und zur Fahigket, osmo-
tischem Stress zu widerstehen. Immunfluoreszenzen zeigen die Lokdisation des Proteins in
AX2-Zdlen wie auch in den Mutanten im Vergleich zu Aktin.

3.31 Wachstum

Zdlwachsdum szt das Zusammenspid verschiedener zdlul&rer Vorgénge wie Rezeptor-
vermitteter Phagozytose und Zytokinese voraus. Das Aktin-Zytoskdett i dabei  ener
dandigen Reorganisation unterworfen. Die Mutation eines aktinbindenden Proteins  oder
dessen Ausschdtung konnte daher zu einer Verdanderung des Wachstums fihren. Eine
a-Actinin und ABP-120 defiziente Mutante von D. discoideum zeigen bespidsweise en
gak verlangsamtes axenisches Wachstum [Rivero et al., 1999] wie auch ene Tdin defiziente
Mutante beim Wachstum in Suspenson mit E. coli B/r [Niewohner et al., 1997].

Getestet wurde das Wachstum in Schittelkultur in axenischem Medium und in Suspenson
mit abgettteten K. aerogenes oder lebenden E. coli ds Nahrungsqudle in Sorensen Phosphat-
Puffer.

In axenischem Medium unterscheidet Sch das Wachstum der Mutanten DEF, FG2 und RF
nicht von dem des Wildtyps. Im Fdle der Mutante S® A entspricht die erreichte maximale
Zdldichte mit etwa 1,2x10" Zdleml und die Verdopplungszeit von zehn Stunden der von
AX2, jedoch beginnt die logarithmische Wachdumsphase etwa 15 Stunden friher. Die
Mutanten B1 und B3 wachsen mit Verdopplungszeiten von 13 beziehungsweise 15 Stunden
langsamer ds der Wildtyp. AuRerdem liegt der Ubergang dieser Zdlinien in die dationdre
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Phase bereits be ener Zdldichte von 09x10° Zdlevml im Fale von B1 und 0,8x10’
Zdlevml bei B3 (s. Tab. B 3.1 und Abb. B 3.4 A und B).

Im Gegensatiz zur endozytotischen Nahrungsaufnahme in axenischem Medium findet beim
Wachsum in Bakteriensuspenson Phagozytose dat. Beide Mechanismen unterscheiden dch
im Ablauf und auch in der Vewendung der verschiedenen Komponenten des Zytoskeletts.
Daher ig es denkbar, dass die einzenen Zdllinien im Wachsum unter den verschiedenen
Bedingungen Unterschiede aufweisen.

Tasachlich and be Wachstum mit abgettteten K. aerogenes ads Nahrungsguele mit Aus-
nehme der Mutante S® A ba dlen Zdlinien Unterschiede zu axenischen Wachsum fesizu-
ddlen. Die maximd erechten Zdldichten and erhoht, die Verdopplungszeiten ebenfdls
verdndert. Besonders aufféllig sind die Unterschiede bei den Doppemutanten B1 und B3. lhre
Verdopplungszeiten snd in Bakteriensuspenson geringer, die maximde Zdldichte doppet so
hoch wie in axenischem Medium, mit 1,9x10" Zellen/ml im Fdle der Mutante B1 wird soger
die maximde Zdldichte von AX2 deutlich Uberschritten. Im Gegensatiz zum  Wildtyp,
welcher berdts innerhab von 10 Stunden nach Ansetizen der Kultur in die logarithmische
Wachstumsphase Ubergeht, it dies bei der Mutante B3 erst nach 30 Stunden der Fal. Die
Fimbrin defiziente Mutante FG2 weid in Bakteriensuspenson ene um funf  Stunden
verkirzte Verdopplungszeit auf, tritt aber bel ener dnlichen Zdldichte in die dationare
Phasewie AX2 (s. Abb. B 3.4und Tab. B 3.1).

Fur die Stamme AX2, FG2, B1 und B3 wurde auch E. coli B/r (lebend) ds Nahrungsquelle in
Schittekultur  eingesetzt. Unter diesen Bedingungen snd die maximd erechten Zdldichten
gegentber axenischem Wachstum nicht so sark erhoht wie be der Verwendung von K.
aerogenes, wenn auch Bl und B3 ewa die doppete Dichte erreichen. Die Verdop-
plungszeiten and mit 5 Stunden fir AX2 und FG2 bzw. 4 Stunden fir B1 und B3 deutlich
kirzer dsin axenischem Medium und auch in Suspension mit K. aerogenes.

Das Wachsum der 34 Mutante in axenischem Medium und Bakteriensuspenson wurde
bereits von Rivero et al. (1996) untersucht. Es wurden keine sgnifikanten Unterschiede zu
AX2 festgestellt.
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Stamm | Maximale Zelldichte [x10” Zellen/ml] Verdopplungszeit [h]
axenisch | K. aerogenes| E. coli B/r axenisch | K. aerogenes| E. coli B/r

AX2 1,3 1,4 1,4 10 10 5
Bl 0,9 19 15 13 12 4
B3 0,8 15 1,6 15 12 4
FG2 11 15 14 13 8 5
RF 1,1 - - 13 - -
DEF 1,2 1,8 - 10 12 -
S® A 1,2 1,2 - 10 10 -

Tab B 3.1: Maximal erreichte Zelldichten und Verdopplungszeiten von Fimbrin-Mutanten von D. discoideum
bei axenischem Wachstum und Wachstum in Suspension mit E. coli oder abgettteten K. aerogenes
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Abb. B 3.4: Wachstum verschiedener Mutanten von D. discoideum in axenischem Medium und in Bakterien-
suspension. A und B: axenisches Wachstum; C und D: Wachstum in Suspension mit abgettteten K. aerogenes.
Das Wachstum der einzelnen Stdmme wurde drei- bis finfmal in Doppel bestimmungen getestet. Dargestellt sind
Mittelwerte mit Standartabweichung.
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3.32 Besimmung der Zdlgrole

Genauso wie das Wachstum wird auch die Grofe einer Zelle von Komponenten des Aktin-
Zytoskeetts beainflusst. Die Ausschatung von ABP 34 in D. discoideum flhrt beispidsveise
zu Zdlen, weche mit eénem Durchmesser von 105 um im Vergleich zum Wildtyp (11.3 pm)

leicht veklenet snd [Rivero et al.,, 1996]. Eine Bestimmung der ZelgroRe der
verschiedenen Mutanten ist daher von Interesse. Diese wurde mikroskopisch durchgefthrt,
nachdem durch Inkubation in Soerensen-Phosphat-Puffer mit 20 mM EDTA gewdhrlegtet
war, dass die Zdlen abgerundet und keine Zdlklumpen mehr vorhanden waren (s. Abschnitt
E 5.9).

Alle St&mme, die ausschliedich Mutanten des Fimbrins dargtedlen, FG2, DEF und S® A
weisen die gleiche durchschnittliche Zdlgrofe von 12-14 pm im Durchmesser auf, wie der
Wildtyp AX2. Im Fdle der Mutanten B1 und B3 is jedoch ene geringere Zelgrofe
feststdlbar. Die mittlere GrofRe von B3 is mit 10-12 um nur geringfigig klener ds AX2, Bl
mit 6-8 um im Durchmesser it jedoch deutlich kleiner, kleiner auch ds 34-Zdlen. (s. Abb.
B 3.5).

3.3.3 Endozytose

Das Wachdum der Amoben in axenischem Medium baset auf dem Mechanismus der
Endozytose. Da bekannt igt, dass das zu Fimbrin homologe Protein sac6p in S cerevisiae an
endozytotischen Prozessen beteligt is [Kibler und Riezman, 1993], und dch die Mutanten
Bl und B3 wie in Abschnitt B 3.3.1 beschrieben in ihrem Wachstum von Wildtyp-Zdlen
unterscheiden, i es von Interesse, die Endozytose quantitativ zu bestimmen. Hierzu wurde
das Kulturmedium der Zdlen mit enem Huoreszenzfarbstoff versetzt, der fur die Zdlen nicht
verwertbar ist. Der von den Zdlen aufgenommene Farbstoff wurde fluorimetrisch bestimmt.
Deutliche Unterschiede in der Endozytose snd be den Mutanten B1 und B3 zu erkennen,
diese ereichen lediglich 70 beziehungsweise 75 % der relativen Fluoreszenz von AX2.

Waéhrend die B1- und B3-Zdlen nach 120 Minuten in die S&tigungsphase Ubergehen, nimmt
der Wildtyp weterhin zusdtzlichen Farbstoff auf, ebenso wie die Mutante mit Deletion von
ABP 34 und die Stdmme mit Mutationen des Fimbrins (s. Abb. B 3.6). Dies simmt mit den
Wachsumsraten der jewelligen Mutanten in axenischem Medium Uberein.
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Abb. B 35: Bestimmung der Zellgréle von A) Mutanten, die kein Fimbrin und B) Mutanten, die nur
Teilbereich oder mutierte Varianten von Fimbrin exprimieren im Vergleich zu AX2. In drel von einander
unabhéangigen Versuchen wurden je 150-250 Zellen vermessen. Die Mittelwerte der verschiedenen Messungen

sind in der Grafik mit der Standartabwei chung dargestellt.
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3.34 Exozytose

Endozytotisch aufgenommenes HTC-Dextran wird von den Amdben in saure lysosomae
Veskd tranderiert und anschliel}end in Postlysosomen trangportiert bevor es durch Exozy-
tose aus der Zelle herausgebracht wird [Aubry et al., 1993]. Hierzu ist wie bel der Endozytose
ene Reorganisation des Zytoskdetts erforderlich. Folglich kann auch auf die Exozytose die
Mutation eines oder mehrerer Proteine des Aktin-Zytoskeetts eine Auswirkung haben, wie es
bei dem zu den Rho-Proteinen gehdrenden RacC der Fall ist. Uberexpression dieses Proteins
fihrt zu ene deutlichen Verlangsamung der Exozytose von FITC-Dextran [Seastone et al.,
1998].

Im Vesuchsblauf gelt die Exozytose ene Fortsetzung des Versuchs zu Endozytose dar.
Nachdem die Amoben Uber 120 Minuten enen Huoreszenzfarbstoff aufgenommen haben,
werden die Zdlen gewaschen und in farbgtofffreem Medium weiter Kultiviert, so dass der
durch Exozytose abnehmende Farbstoffgehdt der Zdlen fluorimetrisch bestimmbar ist.

Waéhrend die Mutanten mit vollsandiger Ddetion von Fimbrin (B1, FG2) und auch 34 in der
Exozytose kenerleé Unterschied zum Wildtyp aufweisen, i die Farbstoffabgabe der Mutante
B3 leicht verlangsamt, der Gehdlt in der Zdle ist nach 120 Minuten gegeniber AX2 um 10 %
hoher. Die S&mme mit Deetion bzw. Mutationen im Bereich des N-Terminus DEF und
S® A exozytieren den Farbstoff etwas schndler ds AX2, se haben nach 60 Minuten 10-15 %
mehr Farbstoff ausgeschieden as der Wildtyp (s. Abb. B 3.7).
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Abb. B 3.6: Endozytose von FITC-Dextran. von A) Mutanten, die kein Fimbrin und B) Mutanten, welche nur
einen Teilbereich oder mutierte Varianten von Fimbrin exprimieren im Vergleich zu AX2. Der Versuch wurde
dreimal wiederholt, abgebildet sind Mittelwerte und Standartabweichung.
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Abb. B 3.7: Exozytose von FITC-Dextran. von A) Mutanten, die kein Fimbrin und B) Mutanten, welche nur
einen Tellbereich oder mutierte Varianten von Fimbrin exprimieren im Vergleich zu AX2. Der Versuch wurde
dreimal wiederholt, abgebildet sind Mittelwerte und Standartabweichung.

3.35 Phagozytose

Da Immunfluoreszenzsudien ene Anreicherung von L-Plagin  in Phagosomen  zeigen
[Rosales et al., 1994] und rezeptorvermittelte Phagozytose zur Phosphorylierung dieses zu
FHmbrin homologen Proteins fihrt [Jones und Brown, 1996] ig zu vermuten, dass dieses
Protein auch an der Phagozytose betaligt is. Mutationen von Fimbrin oder die Ausschatung
der Expresson des Proteins konnte adso zu ener Beantrachtigung des Phagozytoseverhdterns
fuhren. Dies konnte berets fir andere Proteine des Aktin-Zytoskeetts aus D. discoideum
gezeigt werden. Die Unterbindung der Expresson von Coronin, enem Protein, welches
ebenfdls in Phagosomen lokdigert ig, fihrt zu ener um 70 % verminderten Phagozytoserate
von abgetdteten Hefen gegentber dem Wildtyp [Maniak et al., 1995]. Eine Tdin-defiziente
Mutante weist sogar eine um 90 % geringere Phagozytoserate auf s AX2 [Niewohner et al.,
1997]. Eine Quantifizierung der Phagozytose unter Verwendung von abgettteter, fluoreszenz-
markierter Hefe soll weitere Informationen liefern.

Es zeigt dch, dass die ABP 34 defizienten Mutanten 34, B1 und B3 eine deutlich erhthte
Phagozytoserate aufweisen, nach 120 Minuten wurden von diesen Stdmmen bis zu 80 % mehr
Hefen aufgenommen ds vom Wildtyp. Die dlenige Auschdtung von Fimbrin bzw. die
Deletion der cdciumbindenden Doménen hat hingegen kenen Einfluss. Letzteres wurde an
der Mutante 34R (Rescue von 34 mit ABP 34) bedtétigt. Bemerkenswert it die gegentiber
AX2 um 40 % gesenkte Phagozytoserate der Mutante S® A, bei welcher die potentidlen
Phosphorylierungsstdlen am N-Terminus punktmutiert wurden.
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Abb. B 3.8: Phagozytose fluoreszenzmarkierter Hefen A) Mutanten, die kein Fimbrin und/oder 34 kDa
aktinbindendes Protein und B) Mutanten, die nur Teilbereich oder mutierte Varianten von Fimbrin exprimieren
im Vergleich zu AX2. Der Versuch wurde dreima wiederholt, abgebildet sind Mittelwerte und
Standartabweichung.

34 L okalisation von Fimbrin und Aktin in fixierten D. discoideum-Zellen

341 Vegech da veschiedenen Fimbin-Mutanten ba Verwendung unterschiedlicher
Fixierungsmethoden

Die Lokdisaion von Fmbrin wurde berets in Immunfluoreszenzdudien mit dem anti-
FmbrincAntikorper 210-183-1 an mit Methanol oder Paraformadehyd/Pikrinséure fixierten
D. discoideum-Zdlen des Wildtyps AX2 untersucht [Prasder et al., 1997]. Ein Vortell der
Fixierung mit Methanol i, dass Proteine kaum denaturiert werden, die Form der Zdle und
intrazdlul&re  Strukturen werden  dlerdings stark  beeintréchtigt.  Paraformal dehyd/Pikrinsaure
gdlt ein sehr darkes Fixativ dar und gilt as gut geeignet fir die Fixierung von D. discoideum
[Brink et al., 1990]. Die Unterschiede der verschiedenen Fixierungsmethoden zeigen sSch
deutlich in der Lokdisation von Fimbrin. Be der Fixierung mit Methanol is Fimbrin entlang
dar Zdlmembran lokdiset, Paaformddehyd/Pikrinsdure-Fixierung zeagt en  diffuses
Netzwerk im Zytosol. Welche Fixierungsmethode die tatschliche Vertellung in vivo am
ehesten wiedergibt, ist jedoch nicht klar.

Des weteren soll Uberprift werden, ob die vorgenommenen Mutationen eine Verdnderung
der Lokdisation bewirken. Dazu wurden die Mutanten mit beiden Methoden fixiert und dem
anti-Ambrin-Antikorper 120-183-1 markiert.
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Abb. B 3.9 (vorhergehende Seite): Lokalisation von Aktin und Fimbrin in methanolfixierten Fimbrin-Mutanten
von D. discoideum A-G: Immunférbung mit anti-Aktin-Ak Act 1-7. A’-G': Wie A-G, die Zellen wurden vor der
Fixierung mit einer Suspension abgettteter Hefen inkubiert. A’’-G’: Immunférbung mit anti-Fimbrin-Ak 120-
1831 A, E’-G'": Wie A’-G’' unter Verwendung des anti-Fimbrin-Ak. B"’’-D’"": Phasenkontrast von B'’-
D’’. Mal3stab, wenn nicht anders gekennzeichnet: 10 pum.

Zusizlich wurden Methanol-fixierte Zdlen separst mit dem anti-Aktin-Antikorper Act 1-7
markiert und Paraformadehyd/Pikrinséure-fixierte Zdlen mit TRIC-Phdloidin  behandelt, um
Aktin dchtbar zu machen. So kann Uberprift werden, ob Aktin und Fimbrin in densdben
Berdichen der Zdle lokdiseren und Mutationen von Fimbrin zu ener Reorganisation des
Aktin-Zytoske etts fUhren.

Methandlfixierte Zellen dler Mutanten zeigen die gleiche Lokaisaion von Aktin (s Abb.
3.9, A-G): Es ig ettlang der Zdlmembran angereichert, aber auch im Bereich von Zdl-Zdl-
Kontakten oder Endosomen. Fimbrin ist prinzipidl genauso lokaisert (s Abb. B 3.9, A’-
G’). Die Fmbrin-defizienten Mutanten B1 und FG2 werden von dem anti-Fmbrin-
Antikorper nicht erkannt. Im Fdle der Mutate RF, en volléngenFimbrin-,Rescue der
Mutante FG2 ig erkennbar, dass nicht von dlen Zdlen im gleichen Mae Fimbrin exprimiert
wird. Einige Zelen weisen deutlich weniger Fimbrin auf ads andere (s Abb. B 39, C’ und
C", Pfele 1-3).

Be dnigen Prdpaaen wurden die Zdlen vor dear Fixieeung fir 20 Minuten mit ener
Suspension abgettteter Hefen inkubiert. Sowohl Aktin ds auch Fimbrin lokdisgeren an den
Phagosomen und Phagozytose-, Cups’, unbeanflust von den verschiedenen vorgenommenen
Mutationen (s. Abb. B39, A’-G', A", E"’-G").

Dea Veglech von Paraformddehyd/Pikrinsaure-Fixierung zur Fixierung mit Methanol  zeigt
be dlen Stammen Unterschiede beziiglich der Lokaisation von Fimbrin (s. Abb. B 3.10, an
Beispid der Mutante B3). Wahrend Aktin entsprechend der Methanol-Fixierung auch mit der
Paraformadehyd/Pikrinsaure-Fixierung  ene definierte Lokdisation im Beech der Zdl-
membran aufweist (Vergleich s. Abb. B 310 A’ und C’), escheint die Lokdisaion von
Fimbrin  nach Paraformadehyd/Pkrinsiure-Fixierung  diffuser  Uber die Zdle vertdlt
(Vergleichs. Abb. B 3.10 A und C).

Wurden die Zdlen vor der Paaformaddehyd/Pikrinsdure-Fixierung mit  Hefe-Suspension
inkubiert (s. Abb. B 3.10 B-B’”’) s0 ig wiederum bei dlen Stammen die Lokdisaion von
Aktin (rot) und Fimbrin (grin) an den Phagosomen erkennbar, was eine Uberlagerung der
beiden Bilder (gelb) verdeutlicht. Fimbrin ig dlerdings wiederum zusézlich diffus Uber die
ganze Zdle vertallt.
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B3, PFA-Fixierung

B3, PFA-Fixierung mit Hefe

e

ke ) B3, MeOH-Fixierung
e
Abb. B 3.10: Paraformaldehyd/Pikrinsaure (PFA)-Fixierung und Methanol (MeOH)-Fixierung im Vergleich am
Beispiel der Mutante B3. A-A’"": PFA-Fixierung mit anti-Fimbrin AK (A), Aktin-Farbung mit TRIC-Phalloidin
(A%), Uberlagerung von A und A’’ und Phasenkontrast (A’’’). B-B"’: Wie A-A’’’ nach Inkubation mit Hefen.
C-C"": MeOH-Fixierung mit anti-Fimbrin Ak (C), mit Phasenkontrast (C') und anti-Aktin-Ak (C') mit
Phasenkontrast (C'’’). Mal3stab: 10 um

342 Lokdisation von Fimbrin in Aktin-GFP-Zdlen

Eine gladzdtige Immunfabung mit zwe aus Maus-Hybridomazdlen  gewonnenen
Antikorpern i nicht ohne weteres moglich, da Aktin in Methanol-fixieten Zdlen nicht mit
Pndloidin angefabt werden kann und die priméen Antikorper beide von einem anti-Maus
IgG-Antikorper erkannt wirden. Deshdb wurde fir wetere Immunfluoreszenzen ein D.
discoideum-Stamm verwendet, der an ,green fluorescent protein® (GFP) gekoppeltes Aktin
exprimiert [Westphd et al., 1997]. Bel GFP handelt es sch um ein 27 kDa schweres Protein.
Nach Anregung mit kurzwdligem Licht (Absorptionsmaximum be 490 nm) emittiet das
Protein im griinen Spektrabereich mit enem Emissonsmaximum bel 508 nm.

Werden diee Zdlen mit Methanol fixiet und mit anti-Fmbrin-Antikorper markiert, so kann
die Lokdisation von Aktin und Fimbrin gleichzetig in ener Zedle beobachtet werden (s. Abb.
B 3.11). Die Vetelung von Fimbrin in Aktin-GFP-Zdlen ig identisch mit der in AX2 und in
den verschiedenen Mutanten. Methanol-fixierte Zelen zeigen ene Kolokaisation von Aktin-
GFP und Fimbrin an Phagozytose-,,Cups‘ und endlang der Zdlmembran (s Abb. B 3.11 A
A"). Padormddehyd/Pikrinsdure-Fixierung  resultiet  in ener  diffusen  zytosolischen
Vertelung von Fmbrin, AktinnGFP lokdiset dhnlich wie in den Methanol-fixierten Zdlen
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(s. Abb. B 3.11 B-B’’). Die Lokdisation von GFP-gekoppdtem Aktin simmt mit der von
endogenem Aktin Uberein.

MeOH-Fixierung

PFA-Fixierung

Abb. B 311. Lokaisation von Fimbrin und GFP-gekoppeltem Aktin in Aktin-GFP-Zellen. A-A’’:
methanolfixierte Zellen nach Inkubation mit Hefen mit A) anti-Fimbrin-Ak und A’) Aktin-GFP-Farbung, A’’) ist
die Uberlagerung von A und A’. B-B’"’: Paraformal dehyd/Pikrinsiure-Fixierung mit B) anti-Fimbrin-Ak und B’)
Aktin-GFP-Féarbung, B’") ist die Uberlagerung von B und B’. An der unteren Spitze dieser Zelle ist ein
Makropinosom erkennbar. Malf3stab: 10 um

343 Expresson von murinem L-Plaginin D. discoideum

Um néhere Informationen Uber die Lokaiserung und Phosphorylierung von L-Plagin zu
erhdten, wurde versucht, VollangenL-Pagin und ene Vaiante mit Punktmutationen der
Phosphorylierungsstdlen von Serin nach Alanin an GFP gekoppelt in verschiedenen Sauger-
Zdllinien zu exprimieren. Da dies nicht efolgreich war, wurde L-Plagtin so in den Vektor
pDEX-GFP [Westphal et al., 1997] kloniert, dass GFP an den N-Terminus von L-Padin
gekoppdt ig und in D. discoideum-Zdlen des Wildtyps trandfiziert. Nach Sdlektion mit G418
wurde der Klon GFP-LP 1 isoliert.

Immunfluoreszenzstudien dieses Klons zeigen nach Methanol-Fixierung, dass GFP-L-Plagtin
ahnlich wie endogenes Fimbrin entlang der Plasmamembran, an Makropinosomen, Phago-
somen und Phagozytose-,, Cups’ lokaigert ist, wie auch Aktin (s. Abb. B 3.12 AD und A'-
D’). Nach Fixierung mit Paraformadehyd/Pikrinsure erscheint die Grunfarbung durch GFP-
L-Pagtin in der ganzen Zdle verteilt, wie es auch be endogenem Fimbrin der Fal ist (s Abb.
B 3.12, E-F und E-F). Nur gdegentlich i ene Anreicherung an Phagosomen erkennbar. In
lebenden Zdlen i GFP-L-Plastin jedoch entlang der Plasmamembran und an Makro-
pinosomen lokdiset, entgorechend methandfixieten Zdlen. Folglich kann  vermutet
werden, dass auch fur Fimbrin die Fixierung mit Methanol eher die tatsichliche Lokdisation
in lebenden Zdlen wiedergibt as die Fixierung mit Paraformal dehyd/Pikrinséure.
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IeCH-Fizierung,
anti-Altin-Alk

e CH-Fizierung,
anti-Fimbrin-Alc

PFA-Fizierung,
anti-Altin- Al

PF4-Fizierung,
anti-Fimbrin-Alc

Abb. B 3.12: Immunfluoreszenzen von GFP-L-Plastin exprimierenden Amoben. A-D: L-Plastin-GFP in
M ethanol-fixierten Zellen, B und D nach Inkubation mit abgettteten Hefen. A’ und B’: anti-Aktin-Antikdper,
C und D’: anti-Fimbrin-Antikorper. E uind F: L-Plastin-GFP in nach Inkubation mit abgettteten Hefen mit
Paraformaldehyd/Pikrinsdure  fixierten Zellen. E': anti-Aktin-Antikorper, F:  anti-Fimbrin-Antikorper.
A’’-F’: Uberlageruna der jeweiligen vorherageganaenen Bilder. MaRstab: 10 um
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35 Verhalten von Fimbrin-M utanten unter osmotischem Stress

Hyperosmaotischer Stress fuhrt in eukaryontischen Zellen zu ener Vidzahl von Resktionen,
von denen auch das Aktin-Zytoskdett betroffen ist. In Neutrophilen aus menschlichem Blut
wurde sowohl ene Verdopplung des vorhandenen F-Aktins beobachtet ads auch die
Inhibierung von Migration, Phagozytose und Exozytose [Rizoli et al., 2000]. Dictyostelium
discoideum-Zdlen reduzieren unter hyperosmotischen Bedingungen das Zdlvolumen um
50 %, erscheinen abgerundet und eine Phosphorylierung von Aktin und Myosin |1 findet Sttt
[Zischka et al, 1999]. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass das aktinmodulierende Protein
Cofilin in Amdben ene wichtige Rolle be der Resstenz gegeniber osmotischen Stress
a@nnimmt [Aizawaet al., 1999].

Ob die Déetion von Fmbrin und/oder ABP 34 enen Einfluss af de Vertelung
intrazdlulérer MembranKompartimente wie bespidswveise dem Golgi-Apparat oder dem
endoplasmatischen Retikulum hat, is nicht bekannt. Gleiches gilt fir die Beteligung dieser
Proteine an Resktionen der Zelle auf osmotischen Stress. Daher wurden die Mutanten FG2,
B1 und 34 durch eindiindige Inkubation in Soerensen-Phosphat-Puffer mit 400 mM  Sorbitol
oder in Wasser hyper- bzw. hypoosmotischem Stress ausgesetzt, bevor se mit Methanol
fixiet wurden. Unter Verwendung verschiedener Antikorper, die intrazelulé&re Komparti-
mente erkennen, wurden Immunfluoreszenzen aufgenommen. Als Kontrolle wurden axenisch
gewachsene unbehandelte Zdlen mit den gleichen Antikdrpern fixiert. Da keine dgnifikanten
Unterschiede zwischen Wildtyp und den Mutanten auftreten, snd nur AX2 und B1 abgebildet
(s. Abb. B 3.13)

Im Fdle dler Mutanten und des Wildtyps sind die Zdlen nach Behandlung mit Sorbitol stark
abgeflacht, rund und verkleinert. Der anti-Aktin-Antikorper Act 1-7 zeigt das gewohnte Bild
ener ringformigen Struktur entlang der Plasmamembran. Es snd kene deutlichen Verdan
derungen bel  hypoosmotischen Bedingungen erkennbar, be  hyperosmotischem Stress
sammet sch Aktin punktuel unterhab der Plasmamembran (s. Abb. B 3.13 B und C). Neben
dem anti-Aktin-Antikdrper wurden noch monoklonde Antikorper gegen die Protein-Disuifid-
lsomerase, V/H'-ATPase Untereinheit A, Vakuolin, Kohlenhydra-Epitope lysosomaler
Enzyme und Comitin verwendet.
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A B C D. Discoideum Wildtyp AX2
1 h dest. Wasser 1h 0,4 M Sorbitol

anti-Aktin-Ak

anti-PDI-Ak

anti-VatA-Ak

anti-Vak-Ak

anti-Lys-Ak

anti-Com-Ak

Abb. B 3.13 (diese und nachfolgende Seite): Immunfluoreszenzstudien mit Methanol fixierter Amdben nach
osmotischem Schock. A-C: AX2-Zellen A) axenisch gewachsen B) nach hypoosmotischem Schock mit Wasser
(1h) und C) nach hyperosmotischem Schock mit 0,4M Sorbitol (1h). D-F: wie A-C mit der Mutante B1. Anti-
Aktin-Ak, anti-PDI-Ak, anti-VatA-Ak, anti-Vak-Ak, anti-Lys-Ak und anti-ComAk: Verwendete Antikorper wie
in Abschnitt E 1.5 beschrieben.
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D E F D. Discoideum Fimbrin- und 34
1 h dest. Wasser 1h 04 M Sorbitol kDa ABP-defiziente Mutante B1

anti-Aktin-Ak

anti-PDI-Ak

anti-VatA-Ak

anti-Vak-Ak

anti-Lys-Ak

anti-Com-Ak
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Bel der Protein-Dialdfid-lsomerase (PDI) handelt es sich um en Proten des endoplasma-
tischen Retikulums (ER). Das ER erscheint netzartig Uber die Zele vertalt, unter keiner der
gewahlten Bedingungen sind Veranderungen im Vergleich zu AX2 erkennbar.

Nach Pinozytose entstehen aus den Endosomen Veskd mit saurem pH-Wert. Ein fir diese
Veskd charakterigtisches Protein ist die V/H'-ATPase, welches auch an der Membran der
kontraktilen Vakuole vorkommt. Dort reguliet das Enzym Wasser- pH- und Cddum-
homoostase. Antikorper gegen eine Untereinheit das Enzyms (VaA) zeigen in der Immun-
fluorezenz veskulae Strukturen, die Uber die ganze Zdle vetelt snd und dch unter
hypoosmotischem Stress an ener Sate der Zele sammen. Ba Behandlung mit Sorbitol
lokaiseren die Vakoulen hingegen in der ZeImitte,

Lysosomen enthdten gpezifische Enzyme gegen deren  Kohlenhydrat-Epitope generierte
Antikorper (Lys) verwendet wurden. Lysosomen erscheinen immer as sehr zahireiche kleine
Punkte. Wiederum d&nd keine Unterschiede unter den verschiedenen Bedingungen fest-
zugdlen.

Kompartimente mit unverdaulichen Rickstdnden, die exozytiert werden, enthdten das fir se
typische Protein Vakuolin. Der gegen dieses Protein gerichtete Antikorper (Vak) erkennt
runde, veskul&e Strukturen. Hypoosmotischer Stress fihrt zu ener Auflésung  dieser
Strukturen.

Ein Maker-Protein fir den Golg-Appara i Comitin. Hyperosmotischer Stress fuhrt zu
Fragmentierung des Golgi-Apparats, so dass der anti-Comitin-AntikOrper (Com) nur noch
punktierte Uber die ganze Zdle verteilte Strukturen erkennt [ Schreiner, 2000].

Die Defizienz von Fmbrin und/oder ABP 34 flhrt unter den verschiedenen osmotischen
Bedingungen be keinem der untersuchten Kompatimente zu ener Verdnderung der
Lokaisation oder Struktur.

Prinzipid! ig kein dgnifikanter Unterschied zwischen den Mutanten und Zdlen des Wildtyps
festzugtelen, (s. Abb. B 3.13, der Ubersichtlichkeit halber sind nur AX2 und B1 dargestellt).
Die verschiedenen Kompartimente erscheinen in den Mutanten sowohl bel axenischen Zdlen
wie auch nach osmotischem Stress identisch zu denen des Wildtyps unter den jewelligen

Bedingungen.



B Ergebnisse 41

4. Suche nach zu Fimbrin homologen Proteinen in D. discoideum und

Vergleich zu anderen Proteinen der Plastin-Familie

4.1 Suche nach fimbrindhnlichen Proteinen

Da die Ausschdtung von Fimbrin in D. discoideum zu keinen deutlichen Anderungen des
Phanotyps fihrt, it es denkbar, dass es zu Fimbrin &nliche Proteine gibt, die dessen
Funktion Ubernehmen kodnnen. Um solche Proteine zu finden, wurde mit der Protein-Sequenz
von D. discoideum-Fimbrin mit TBLASTN in der Daenbank des DictyosteliumGenom:
Projekts gesucht. So konnten dre vermutlich vollstdndige und ein unvollsgandiges zu Fimbrin
homol oges Gen gefunden werden.

Das von einem 96 Basenpaaren langen Intron unterbrochene Gen F01706 wurde auf Contig
5295 von Chromosom 6 gefunden und kodiert fir ein 1116 Aminosiuren langes Protein. Gen
F02091 ig auf Contig C-JC2d85a06.r1 von Chromosom 2 lokaisiert, es kodiert fir 1683
Aminosturen. Beide Gene snd vollgténdig. Vermutlich vollsgandig ist auch die Sequenz von
Gen R09493. Es ig in Contig C-JC2e33n03.sl enthaten und ebenfdls auf Chromosom 2
lokdidgert. Die genaue Lage von Stat- und Stopcodon ist nicht eindeutig, wie die genaue
Lage und Lénge enes Introns. Die Sequenz von Gen R10109 ig unvollgdndig, das
zugehtrige Startkodon konnte bidang nicht gefunden werden. Die vorhandene genomische
Sequenz wurde aus verschiedenen Klonen zusammengesatzt und befindet sich vermutlich auf
Chromosom 1. Die hidang ermittdte Protensequenz belduft sch auf 1248 Aminosiuren

(s TabB 4.1).
Gen-Nr. Kodierte | Chromosom | Introns Contig
Aminosauren
F01706 1116 6 1 5295
F02091 1683 2 - C-JC2d85a06.r1
R09493 ~1943 2 1(?) C-JC2e33h03.s1
R10109 >1248 1(?) ? 12996, JC1c85h04.s1, liafpld34926,
JC18290b10, liafp2d29042, JC1b64b12,
JC1a98g12r1

Tab B 4.1: Ubersicht Fimbrin-ghnlicher Proteine ausD. discoideum
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4.2 Struktur der fimbrindhnlichen Proten

Ob die fimbringhnlichen Proteine moglichewease Funktionen von Fimbrin  Gbernehmen
konnen, hangt von deren Struktur ab. Fimbrin besteht prinzipidl aus zwe caciumbindenden
Doménen (, EF-Hands') im Berech des N-Teminus gefolgt von zwe aktinbindenden
Doménen, die sch jeweils aus zwe Cdponin-Homologie-Doméanen (CH; + CH, und CHs +
CHs) zusammensatzen. Die verschiedenen Doménen der neuen Proteine wurden  mit
verschiedenen Computer-Programmen  ermittdt (s Abschnitt E 1.3). Kenes der fimbrin-
ahnlichen Proteine beinhdtet ,EF-hands’, jedoch eine (FO1706) oder zwe aktinbindende
Doméanen und Bereiche mit ,Coiled coil“-Struktur. Bel letzteren handdt es Sch um Zusam-
menlagerungen von zwe oder vier a-Helices die je nach exakter Struktur eine Vidzahl von
Funktionen tibernehmen kdnnen [Burkhard et al., 2001].

Im Fdle von FO1706 snd die CH-Domaen an N-Teminus lokaiset gefolgt von ener
langen ,Coiled coil“-Doméne. Ba den Ubrigen fimbrindhnlichen Proteinen ist es umgekehrt,
die CH-Doménen befinden Sch am C-Terminus des Proteins. FO2091 enthdlt zusétzlich einen
ewa 139 Aminosduren langen zu Tdin dnlichen Bereich an N-Terminus, gefolgt von ener
Pleckstrin-Homologie- Doméne (PH) (s. Abb. B 4.1).

100_AS Fimbrin l-l H H II

EF CH1 CH2 CH3 CH4

Coiled coil

Tdin PH

- W - . R10109

Abb. B 4.1: Ubersicht tber die Struktur von Fimbrin und fimbringhnlichen Proteinen aus D. discoideum Die
neuen Proteine wurden bei einer Durchsuchunge der Datenbank des Di ctyostelium-Genomprojekts gefunden, die
Strukturvorhersage erfolgte mit verschiedenen Software-Programmen. ,EF-Hands* (EF) sind dunkelblau
dargestellt, CH-Doménen der ersten aktinbindenden Doméne (CH1 + CH2) sind hellblau, die der zweiten (CH3
+ CH4) helgrin.,Coiled coil“ Bereiche mit einer Wahrscheinlichkeit Uber 50 % sind violett dargestellt. Der
Tain-ahnliche Bereich und die PH-Doméne in FO2091 sind rot bzw. gelb dargestellt. Ein weifl3er Block in der
ersten CH-Doméne von R10109 kennzeichnet einen asparaginreichen Abschnitt, der keine Homologie zu den
anderen CH-Doménen aufweist.
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4.3 Homologie der fimbrinahnlichen Proteine aus D. discoideum zu anderen
Fimbrinen und Plastinen

431 Sequenzvergleich

Um enen Ubeblick zu erhdten, wie hoch die Homologie der CH-Doménen der fimbrin-
dhnlichen Proteine zu anderen Fimbrinen bzw. Pladinen is, wurde en Sequenzvergleich
eddlt (s Abb. B 4.2). Im Fdle der Plastine der Vertebraten erstreckt sich die Homologie
Uber die ganze Lange des Proteins. Innerhadb einer 1soform sind die Proteine der verglichenen
Organismen H. sapiens und M. musculus zu 96 % identisch, bei unterschiedlichen Isoformen
betrégt die Homologie 70-80 %. Der Vergleich der Proteine der Vertebraten zu denen der
Ubrigen aufgeflihrten Organismen zeigt eine Homologie von 52 % be Drosophila melano-
gaster, 46 % bel D. discoideum, 40 % bei Saccharomyces cerevisiae, 35-40 % bei Arabi-
dopsis thaliana und 25-35 % be den neu ermittdten fimbringhnlichen Proteinen im Bereich
der CH-Doménen. Die Homologie der aktinbindenden Doménen der fimbrindhnlichen
Proteine zu anderen Fimbrinen/Plastinen bewegt sch zwischen 23 % und 44 % Die grofte
Ahnlichkeit zu D. discoideum-Fimbrin zeigt mit 61 % FO1706 (s. Tab. B 4.2).

Fimbrin FO1706 F02091 R09493 R10109
oder Plastin

Identitét | Ahnlich- | Identitét | Ahnlich- | Identitét | Ahnlich- | Identitét | Ahnlich

[%0] keit [%0] [%0] keit [%0] [%0] keit [%0] [%0] ket [%0]

Fimbrin Dd 44 61 28 47 31 52 25 43
Fimbrinl At 38 60 28 49 33 54 26 44
[-Plagtin Hs 41 58 27 45 31 51 23 40
L-Plastin Hs 38 58 27 45 31 51 23 41
T-Plagtin Hs 38 58 27 47 32 52 24 41
Fimbrin Dm 37 59 27 48 33 53 25 42
Fimbrin Sc 35 58 30 48 31 54 26 43

Tab. B 4.2: Homologie der aktinbindenden Doméanen der fimbringhnlichen Proteine zu Fimbrinen/Plastinen. Mit
Ausnahme von F01706 wurden jeweils beide aktinbindenden Doménen der fimbringhnlichen Proteine mit
beiden aktinbindenden Doméanen der Fimbrine/Plastine verglichen. Im Falle von F01706 wurde jeweils mit der
ersten aktinbindenden Domane verglichen.
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M o----- - MARGSVSDEEMVEL AK DGNBY! SCNEL NDLFKAAC PGY! 82
Mm - - - - MDEMATTQI SKDEL DELK] AK! NSNEFI CDYELHELFKEAN PGY] 85
Mm - ---- MENSTTTI SREELEEL NKI B DNBE8YVSDYEL QDLFKEAS] PGY] MHE 84
Hs ------- MARGSVSDEEMMELR AK DGNEY| SFNEL NDLFKAAC] PGY 82

Hs ---- MDEMATTQI SKDEL DEL KEAFAKVEBLNSNEFI CDYEL HELFKEANVBEPGY] QLML 85
Hs ----- MENSTTTI SREEL EEL NKI B DNBEYVSDYEL QDLFKEASBRBPGY] 84
Dd --concnnn MTNFSESE| SEFKASFNQFBENGDEQ SALEL QKI L TKCGEKVTGV 77
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[ T e L L 1
5 e T 1
3 1
Sc MNI VKLQRKFPI LTQEDLFSTI EKFRAI BL DDKBWEKQQAL EAVSKDGDATY- - - - = = = = = = = - - - DEARETLKHV - RVELDDYVG.VAKLRESKTGAAPQ 94
Dm - - MATLNKFTKTLS| DEKAEI KIKFI ELI&NK FI DL HEL KDALNQVGFKEAGY QMR- - - - - - - - - EM DEYKGKQ TAFGE -[LNL aof-------- 87
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[ CH-Domane 1
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MM - - NRKEEI CAL - VI NTD- 185
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Hs -------- NKKE@I CAl - VI NTN- 182
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5 I L L T T TP Q 64
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NI 152

vﬁ 153

Dd - - - FKVCKSKQDRI i MNNYSEI SFLLEJFFI GN N(VNLSTHP 172
Sc WPRKGKEENNEQAS i ‘ 3 295
Dm BN - - - BTVYREFENET ) 3 276
At TEHE---T WERN : 274
At TRR - -V RN 3 257
At TRS - - VE RN 276
At TER- - - VENBWERN Vi 3 276
Mm A 371
Mm A 374
Mm i 373
Hs A 371
Hs A 374
Hs 3 372
Dd g 361
Dd ‘ 248
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Dd 252
Dd - | 281
Sc g 387
Dm ~ 370
At ~ 366
At ~ 349
At N 368
At 368
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M ey YBII\_/KTEI\LDDI |

Mm ccl NYDEVKSGNL JJED

Mm NAVNQEM KREH.

Hs GSI Y DL KTENLNDD

Hs el YBI\/KSGNL.ED

Hs NAVRQEM RRENLS

Dd GSVDPAJVATSG SEIDNLLN KL

Dd

Dd SSJJEQNSVDRKN | TNCSNEFQRESNCREFL BCBWST RSRS! KHI VETEQEW

Dd Losfies- VVRYs! | TKGE- [IFEER | KPb L

Dd GCI DYQEVQKTD- SFESYKS L KQ

Sc GYVDY EBERY L RARLI |

Dm KEGS| {YE DNL | KP

At VERRVV/ E L Nc‘le
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At L NOKMI L1 LTSI QQUBSSSESSSSSSDSSSTHSTTTTCTSTCTSTD 662

4.2 (diese und vorhergehende Seite): Sequenzvergleich verschiedener Plastine/Fimbrine und fimbrindhnlicher Proteine.

Verglichen wurden + T- und LPlastin von Maus (Mm) wnd Mensch (Hs), Fimbrin und die CH-Doméanen Fimbrin-ahnlicher
Proteine aus D. discoideum (Dd) sowie Fimbrine aus D. melanogaster (Dm), S. cerevisiae (Sc) und A. thaliana (At). Identische
Aminosduren sind rot gekennzeichnet, dhnliche gelb. Gekennzeichnete Calponin-Homologie-Doménen (CH) sind je nach
Zugehorigkeit zu einer aktinbinde-Doméne blau oder griin unterlegt. Zum Erhalt der Ubersichtlichkeit wurden einzelne
Proteinabschnitte, die keinerlei Homologie zu einem der anderen Proteine aufweisen, nicht in den Vergleich einbezogen:
asparaginreicher Abschnitt in CH-Doméne 1 von R10109 (37 Aminosauren), wie auch 36 Aminosauren zwischen CH-Doméne 3
und 4 und GTerminus desselben Proteins (35 Aminosauren) Ahnliches gilt fir die C-Termini der A thaliana-Fimbrine: Fimbrin 1,
25 Aminoséuren; Fimbrin 2, 17 Aminosauren; Fimbrin 3, 45 Aminoséuren und Fimbrin 4, 68 Aminosauren.
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432 Phyl ogenetischer Stammbaum

Die groRe Ahnlichkeit vider Fimbring/Plagtine ldst auf eine hohe Konsavierung im Laufe
der Evolution schlielRen. Ein  phylogenetischer  Stammbaum, welcher die  aktinbindenden
Domédnen umfasst, soll Auskunft Uber die Divergenz auch in Hinblick auf die neuen
fimbringhnlichen Proteine geben (s. Abschnitt E 1.3).

Es zeigt dch, dass die Proteine aus Tier-, Pflanzen und Pilzreich jewells gemensame klar
abgegrenzte Wurzeln haben. Bel den Tieren weisd der Wurm Schistosoma mansoni  die
hochg¢e Divergenz auf, die Pladin-lsoformen der Saugetiere liegen dle sehr  dicht
beieinander. Be Pflanzen und PRlzen snd die Proteine gleéchmddg weat von enander
entfernt, bel den Pilzen ig die Divergenz jedoch etwas hoher ds be den Pflanzen. Fimbrin
des Ciliaten Tetrahymena thermophila und von D. discoideum bilden egene Zwege
aulerhdb der drei Reche Die neuen fimbrindhnlichen Proteine weisen die hdchste
Divelgenz  im  Veglech zu dlen andeen dagedditen Protenen auf, wobe zu
bertickschtigen ig, dass Dd FO1706 nur eine aktinbindende Doméne aufweist im Gegensatz
zu aktinbindende Doméanen bel dlen Ubrigen Proteinen (s. Abb. B 4.3).

TIERE

I-Plastine L-Plastine
Smfim Cefim

DdF01706
T-Plastine

Atfim-3
Tafim  Atfim-5
Atfim-4

Atfim-1
Atfim-2

PFLANZEN

DdR10109 Ddfim

Scfim

Spfim
Bcfim Gpfim

DdR09493 PILZE

21 DdF02091

Abb. B 4.3: Phylogenetischer Stammbaum der aktinbindenden Doménen von Plastinen/Fimbrinen und Fimbrin-
dhnlichen Proteinen. Verwendet wurden neben den finf Sequenzen aus D. discoideum (Dd, rot) auch flnf ausA.
thaliana (At). Jeweils 3 Proteine aus M. musculus H. Sapiensund G. gallusund je eines aus R. norvegicus, C.
griseus D. rerio, X. laevis und |. punctatus sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit als |- T- und L-Plastine
aufgefuihrt. Des weiteren wurde eine Sequenz aus T. aestivum (Ta), S. cerevisiae (Sc), S. pombe (Sp), B. cinerea
(Bc), G. pulicaris (Gp), D. melanogaster (Dm), C. elegans (Ce), S. mansoni (Sm) und T. thermophila (Tt)
eingesetzt. Die innersten Verzweigungspunkte der Aste von Tier- Pflanzen- und Pilzreich sind mit einem
schwarzen Punkt gekennzeichnet, hier kommen >50 % ,, Bootstraps® zum Tragen. Maf3stab: 0,1% Divergenz.



B Ergebnisse 47

Um die Unterschiede der einzelnen aktinbindenden Doménen auch innerhdb eines Proteins
beurtellen zu kénnen und Vergleiche zu anderen Proteinen der a-Aktinin-Familie, welche nur
ene aktinbindende Doméane bedtzen zu ermdglichen, wurden in einem separaten Stammbaum
die aktinbindendenden Doménen verschiedenster Proteine berticksichtigt (s Abb. B 4.4).
Die ede und zwete aktinbindende Doméne der PlagtingFimbrine bilden separate Zweige
getrennt von welteren aktinbindenden Proteinen der a-Aktinin-Familie. Die Zugehtrigket der
aktinbindenden Doménen der fimbrindhnlichen Proteine zu den jewaligen aktinbindenden
Domédnen der FimbringPlagine i endeutig. Sie weisen dlerdings die grofde Divergenz
innerhdb der Gruppe auf. Eine Ausnahme delt dabe das zwete Tandem der CH-Doménen
von R09493 dar. Hier ist die Divergenz vergleichbar mit der von Fimbrin aus S. cerevisiae, A.
thaliana und auch D. discoideum. FO1706 bestzt nur eine aktinbindende Doméne, welche der
ergen aktinbindenden Doméne der Fimbrineg/Plastine mit 58-61 % am dhnlichsten it

Hsa-parvin
PpABP46
Ggfilamin
Hsb- spectinV
/ Mma- calmin
DmMSP300
DdF02091/2 Hsdystrophin
Ce018290
Dmkakapo
HsSACF7
Rnplectin
DdR10109/2
DdF01706/1
Hspla-1/2
Hspla-3/2 Smfim/1
Hspla-2/2 :
Dmfim /2 Dmfim/1
Ddfim/2 Hspla-1/1
im Hspla-3/1
DdR09493/2 Scfim/1 Hs_pla—2/1
Atfim-1/2 7 Ddfim/1
Scfim/2 Atfim-1/1
ABD-2
Smfim/2
DdF02091/1 AB D‘l
01 DdR09493/1

DdR10109/1

Abb. B 4.4: Phylogenetischer Stammbaum von aktinbindenden Doméanen (ABD) verschiedener Proteine der

a-Aktinin-Familie. Die erste und zweite ABD von Plastinen/Fimbrinen erscheinen jeweils in eigenen Zweigen
gegenilber einem dritten Zweig mit ABDs anderer Proteine der a-Aktinin-Familie. Die innersten
Verzweigungspunkte der drei Hauptaste sind mit einem schwarzen Punkt gekennzeichnet, hier kommen >50 %
,Bootstraps® zum Tragen. Es wurden aus Plastinen/Fimbrinen und fimbrindhnlichen Proteinen sechs
aktinbindende Doménen von H. sapiens (Hs), neun von D. discoideum (Dd, rot) und je zwei von S. cerevisiae
(Sc), S. mansoni (Sm) und D. melanogaster (Dm) eingesetzt. Des weiteren wurden aktinbindende Doménen aus
allen bekannten Proteinen der a-Aktinin-Familie von D. discoideum (grtin), vier aus H. sapiens zwei aus D.
melanogaster, und je eines aus M. musculus (Mm), R. norvegicus (Rn), G. gallus (Gg) und P. pallidum (Pp)
verwendet. Mal3stab: 0,1% Divergenz.
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4.4 Analyse des fimbrindhnlichen Proteins FO2091

Das Protein FO2091 unterscheidet sch von den dbrigen fimbrindhnlichen Proteinen aus
D. discoideum durch das Vorhandensain enes tainghnlichen Bereichs und ener PH-Doméne
(s Abb. B 4.1). Beide befinden sich am N-Terminus des Proteins Der tdindhnliche Bereich
umfasst die ersten 139 Aminoséuren und die PH-Doméne die Aminosauren 192-298. Es
schligd dch dre kurz aufeinander folgende ,Coiled coil“-Bereiche an, welche die Amino-
sduren 325-737 audillen. Die Wahrschenlichkat, dass ,Coiled coil“-Strukturen vorliegen,
liegt ba 80 bis 100%. Am C-Terminus dnd die beiden zu Fmbrin homologen aktin-
bindenden Doménen lokaisert.

441 Der zu Tdin dhnliche Sequenzbereich

Be Tdin handdt es dch um en aktinbindendes Protein, welches an der Verknipfung des
Aktin-Zytoskeletts mit Orten der Zdl-Substrat-Adhéson betaligt it [Niewohner et al.,
1997]. Eine Funktion ig fur die Tdin-Proteine in dem tdinghnlichen Bereich von F02091
nicht bekannt. Unmittedbar im Anschluss folgt jedoch eine ERM-Doméne, die fir die
Bindung von Tdin an die Plasmamembran sorgt.

Es wurde en Sequewzverglech des tdindnlichen Beechs von F02091 mit den
entsprechenden Sequenzabschnitten von Tdin A und B aus D. discoideum, M. musculus und
D. melanogaster ergdlt (s. Abschnitt E 1.3). 28 % des verglichenen Bereichs von F02091
gnd identisch zu den anderen Proteinen, 58 % snd dhnlich. Eingeschlossen i dabel ene
Insertion von 16 Aminosduren, welche in Tdin-Proteinen nicht auftritt (s Abb. B 4.5 A).

442 Die Pleckstrin-Homologie-Doméne

Plecksgtrin-Homologie-Doménen tauchen in ener Vidzahl von Protenen auf, welche mitunter
ene Role in der Sgndtransduktion oder Organisation des Zytoskeletts spiden. Hierzu
gehdren beigpiesveise das GTPase aktivierende RasGAP oder das aktinquervernetzende
Spektrin.  PH-Doménen sorgen fir die Bindung des Proteins an Phospholipide der
Plasmamembran. Se umfassen zumeist 100 Aminosiuren, wobe die Sequenz nicht sehr hoch
konserviert id, dlerdings tritt eine charakteristische Fatung des Proteins auf [Lemmon et al.,
1996].

Die Sequenz der PH-Doméne von F02091 wurde sowohl mit den entsprechenden Doménen
von b-Spektrin und Vav (zur Rho-Familie gehtrender Guanin-Nucleotid- Austausch-Faktor)
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aus H. sapiens verglichen ds auch mit ResGAP aus D. melanogaster und Phospholipase G
aus B. taurus. Es snd nur 13% der F02091-PH-Doméne mit den Vergleichsproteinen
identisch, die Ahnlichkeit betragt 40% (s. Abb. B 4.5).

A Talin-8hnliche Domane

F02091 Dd NMBDDKI
Talin A Dd ---Msl
Talin B Dd ---MsL

KF AAELEVD- - - -
L DMVCI
| S-
Talin Mm - - - - M\WARSLKESI ST Rl
Talin Dm - - MSTLSERJQLE | FABAV

LPPKED 56
YQAH EG 53
QPG PA 54

LS 56
| SDEQN 58

F02091 Dd Qw INQFRI 115
Talin A Dd 97
Talin B Dd 98
Talin MM 99
Talin Dm 101
F02091 Dd SS 139
Talin A Dd 121
Talin B Dd 122
Talin MM 123
Talin Dm 125
B PH-Domaéane
F02091 Dd YFESEI VRERGGG - - LI KGLKNWRKRW SERKNKEL YFBSKS- - - - - - D 232
bSpektrin Hs L NREHEWEAHNK NVYCVI NNQEMGFYRDAKTAASG P 2249
Ras GAP Dm E MIKYPTSR:- - - - KRF KQRHFRETTHSESYARSKG - - - - - - 803
Vav Hs Kl DEELKI TSV-------- E Klvac L LI ----S 441
PLCg Bt VMILEYSKRS--------- QRPERKTF ETRQ TWSRGA- - - - - - - - 67
F02091 Dd STEMSJLMKTVQTVRPCTEVARI P- - - - - - - - SKYS EVTPAR - 272
bSpektrin Hs YHSEVPV V- CEVALDYK- - - = - - === - - - - KLRLNDG - 2283
Ras GAP Dm KQPI Cojj | ASVEQ KDKSF- - - --------- KVHNDR- - 839
Vav Hs YDLKDFVNEHSF- - QVRDDSSABRD- - - - - - - - LLI EDQGA- 480
PLCg Bt DKI EGAJDI Rl KEI RPG<TS¥ID}RYQED:’AFRP LYGVEFR 107
F02091 Dd - - TEVMLBNNVS | BESSRRVF 298
bSpektrin Hs -NEYL QAl SSAI SSD 2310
RasGAP Dm - - SLI V@TT! E DLEHKI CLMN 865
Vav Hs - QGYELFFKTREL QFEMAI SNI 507
PLCgy Bt LKTLSLE#TSECEVNVIlN RABTW.VEDT 145

Abb. B 4.5: Sequenzvergleich des talindhnlichen Bereichs und der PH-Domane aus F02091. A) Der
talindhnliche Bereich wurde mit den entsprechenden Proteinabschnitten aus D. discoideum (Dd) Talin A und B
sowie Talin aus M. musculus (Mm) und D. melanogaster (Dm) verglichen. B) Die PH-Doméne wurde mit jenen
von b-Spektrin und Vav aus H. sapiens (Hs), RasGAP aus D. melanogaster (Dm) und PLC, aus B. taurus (Bt)
verglichen. Identische Aminoséauren sind rot unterlegt, &nliche gelb. Die Sequenzvergleiche wurden mit dem
Programm BioEdit erstellt (s. Abschnitt E 1.3)
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C Diskussion

Um die Funktion eines Proteins in Organismen zu untersuchen, werden haufig deren Gene
durch ,Gene-Targeting® mutiet oder ausgeschdtet. Die dadurch eventudl auftretenden
Defekte kénnen Rickschliisse auf die biologische Bedeutung des Proteins ermoglichen. Diese
Methode wird be verschiedensten Organismen wie S cerevisiae, D. discoideum, der Pflanze
A. thaliana oder der Maus angewendet. Insbesondere , Knockout“-Mause haben sch in den
letzten Jahren ds probates Mittd ewiesen, um die Beteligung von Proteinen an
verschiedensten Vorgangen des Organismus zeigen zu konnen [Eckhart und Koch, 2001]. D.
discoideum wird héufig genutzt, um das Aktin-Zytoskdett an Mutanten zu untersuchen.
Mutationen konnen bea  diesem Organismus einfach durch verschiedene gentechnische
Ansiize wie die Geninaktivierung durch homologe Rekombination oder ,,Gene Replacement”
erhalten werden [Noegel und Schieicher, 2000].

1. Generierung einer L-Plastin defizienten ES-Zelllinie

Das zur a-Aktinin-Familie gehtdrende aktinbindenden Protein L-Plagtin wird ausschlieldich in
hématopoeaitischen Zdlen und nichthématopoietischen  Tumorgeweben exprimiert.  Bidang
wurde sane Funktion nur in verschiedenen  priméen  Zdllinien, Kulturzelen oder
Tumorgeweben untersucht [Park et al., 1994; Arpin et al., 1995; Zu et al., 1990], Die
Bedeutung fur den Gesamtorganismus ist jedoch nicht bekannt, daher wére eine ,Knockout*-
Maus von Interesse. Um die Vorraussstizung dafir zu schaffen, sollen im Rahmen dieser
Arbet embryonde Stammzellen mit der entsprechenden Mutation generiet werden. Ein
»Knockout-Targeting*-Vektor wurde erstdlt, durch wechen Exon 2 und Tele des
nachfolgenden Introns des L-PlaginGens durch das Neomycin-Phosphotransferase-Gen
(Neo-Gen) ersetzt werden. Das Neo-Gen wird flankiert von 3,5, bzw. 3 kb genomischer
Sequenz aus Intron 1 und Intron 2 bis 4. Da in Exon 2 das Startcodon fur die Trandation
kodiert it und dieses durch die homologe Rekombination mit dem ,Knockout-Targeting®-
Kongrukt entfernt wéare, sollte die Expresson des Gens vollstandig unterbunden werden
[Hasty et al., 1992].

De Nachweis des homologen Rekombinationsereignisses hat sich dabei as problematisch
ewiesen. Das Neo-Gen enthdt eine EcoRV-Redriktionsschnittstelle. Bel einer homologen
Rekombination sollte es daher zu ener Veklenerung enes EcoRV-Redriktionsfragments
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kommen, welches Intron 1 bis Intron 7 Ubergpannt. Dieses Fragment wird von urspriinglich
9,8 kb durch die EinfiUhrung des Neo-Gens um 1,2 kb auf 86 kb verklenert. Diese
Grolenverschiebung  sollte gut mit  Southern-Blot-Andyse nachweisbar  sain.  Die
Vewendung von cDNA ds Sonde hat dch dabe dlerdings ds kritisch erwiesen, da die
Homologie zu den beiden anderen Isoformen des Plastins so hoch ig, dass es zu
Kreuzreaktionen kommen kann, die zusitzliche Signde in der Southern-Blot-Andyse liefern.
Eine Unterschedung der relevanten Banden wird dadurch erschwert. Es wurde nach
dternativen  Redriktionsschnittstdlen  gesucht, um  den  Redriktiond@ngenpolymorphismus
nachzuweisen. Eine dternative Moglichket ware danach ein Verdau mit BamHI. Eine BamHI
Schnittstele in Exon 2 wirde be homologer Rekombination verloren gehen und das
urspringlich 5 kb grof3es DNA Fragment wére danach etwa doppelt so grof3. Dieses Enzym ist
jedoch bei der Verwendung an genomischer Maus-DNA problematisch, es kommt vermutlich
wegen Verunreinigungen der DNA  zu nicht reproduzierbarem  Partidverdau  [personliche
Mittellung, N. Smyth]. In Zukunft konnten noch wetere Sequenzen ds Sonde getestet
werden, wedche den Redriktionsfragmentlangenpolymorphismus be Verdau mit EcoRV
nechweisen.

2 Zellbiologische Untersuchungen der  Fimbrin-Mutanten aus

D. discoideum

Fmbrin aus D. discoideum wurde wie L-Plagin as cacumreguliertes aktinbindendes Protein
der a-Aktinin-Familie beschrieben, welches mit Aktin im Bereich der Zelmembran und zu
geringerem Antell zytosolisch lokdiget [Prasder et al., 1997]. Um genauere Information
Uber die biologische Funktion von Fimbrin und seiner Doménen zu erhdten, wurden
verschiedene Mutanten untersucht. In dre Mutanten it Fimbrin  entweder ausgeschaltet
(FG2), der N-Terminus mit den caciumbindendenden Doméanen des Proteins wird nicht mehr
exprimiert (DEF) oder zwe potentidle Phosphorylierungsstdlen sind  punktmutiert (S? A). In
zwe  weteren Mutanten i neben ener vollgéndigen (B1) oder patidlen Deetion von
Fimbrin (B3) zusétzlich das 34 kDa aktinbindende Protein (ABP 34) ausgeschaltet.

Bisher wurden nur in S. cerevisiae und S. pombe Ddetionsmutanten des Fimbrins generiert.
In S cerevisae zegte dch, dass der Mangd von Fimbrin zu ener deutlichen Abnahme an
Aktin-Bindeln fuhrt und die Endozytose beeintrachtigt wird [Adams et al., 1991; Kibler und
Riezman, 1993]. In S pombe bleibt die dleinige Deetion von Fimbrin ohne Veranderungen



C Diskussion 52

des Phénotyps. Die Doppeldeetion zusammen mit enem a-aktinindhnlichen Protein fuhrt zu
enem Zytokinese-Defekt, der die Zdltelung verhindert [Wu et al., 2001]. Schwerpunkte bei
den zdlbiologischen Untersuchungen wurden daher auch aufgrund der bekannten Lokdi-
sation von Fimbrin auf aktinasoziierte Prozesse wie Wachstum, Endozytose und Phagozytose
konzentriert.

21 Die Mutanten DEF und S® A

In  hédmatopoietischen Zdlen konnte gezeigt werden, dass L-Padin ds Antwort auf
rezeptorvermittelte  Phagozytose an zwel  N-terminden  Searin-Resten  phosphoryliert  wird
[Jones und Brown, 1996]. Zwedimensonde geeekirophoretische Auftrennung von
Zdlhomogenat aus D. discoideum lésst auch die Phosphorylierung von Fimbrin vermuten.
[Prasder et al., 1997]. Da Leukozyten und Amdben bezlglich ihrer Matilitét, Chemotaxis und
Phagozytose groRe Ahnlichkeiten aufweisen [Parent und Devreotes, 1999; Van Es und
Devreotes, 1999], it es denkbar, dass sch die Proteine der verschiedenen Organismen auch
in diesem Fdle gnlich verhaten.

Die Mutante S? A west ene um 40 % geringere Phagozytoserate ds AX2 auf. Es ig dso
denkbar, dass Fimbrin tatsichlich an einer dieser Podtionen oder an beiden phosphoryliert
wird und die Phosphorylierung in Zusammenhang mit der Phagozytose steht. Man kann sich
vorsdlen, dass die Bindung eines Nahrungspartikes an einen Rezeptor die Phosphorylierung
von Fmbrin hevorruft, weche dann moglicheweise die Bindung an  Aktinfilamente
schwacht oder anderweitig verandert, so dass die fur die Phagozytose notwendige
Umorganiserung der Aktinfilamente von daten gehen kann. Die fimbrindefiziente Mutante
FG2 weg ene mit dem Wildtyp identische Phagozytoserate auf. Dies seht in Einklang mit
dem zuvor entworfenen Modd: es ist denkbar, dass andere Proteine tellweise die Funktion
von Fimbrin Ubernehmen konnen, so dass keine Beantré&chtigung fir die Zdle bem Auddl
des Proteins entsteht. Solche Fdle partidler Redundanz wurden fur D. discoideum schon
friber in der Literatur diskutiert [Rivero et al., 1999]. Bel einer Deetion des N-Terminus von
Fimbrin, welche sowohl die potetidlen Phosphorylierungsstdllen  und  auch  die
cadciumbindenden Doménen umfasst, konnte man den gleichen Effekt erwarten wie be der
Mutante S? A. Die Mutante DEF zeigt jedoch normaes Phagozytoseverhdten. Moglicher-
wese Bednflussen dch Phosphorylierung und die Bindung von Cadum gegensetg. Eine
Entfernung beider regulatorischer Einheiten konnte zu enem waeitgehenden  Funktionsverlust

des Proteins fuhren. Immunfluoreszenzen zeigen, dass das mutiete Protein wie Fimbrin mit
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Aktin kolokdisert, vidleicht ist dies aer nur auf eine Bindung an Aktin aber nicht mehr auf
dessen Buinddlung zuriickzufUhren.

Um den Sachverhdt erschdpfend zu kldren, snd wetere Experimente erforderlich. Vorrangig
i zu kl&ren, ob Fimbrin tasachlich phosphoryliet wird. Versuche, dies mit 2D-
Geddektrophorese zu kldren, waren erfolglos. Eine weitere Moglichkeit ist es, das Protein mit
ener gedgneten Kinase (entsprechend L-Pagtin vermutlich PKC [Lin et al., 1998]) und mit
oder ohne radioaktivem Phosphor (ATP) zu inkubieren. Eine ausreichende Menge gereinigten
Fimbrins it dafir erforderlich. Es wurde daher versucht, rekombinantes Protein in E. coli
herzugdlen. Alle Expressonsversuche waren dlerdings bidang efolglos. Alternaiv  konnte
das Protein aus den Amoben aufgereinigt werden. Des weteren <ollte der Einfluss von
Cdcium genauer untersucht werden. Dies ig bidang fur D. discoideum nur in vitro erfolgt
[Prasder et al., 1997], nicht aber in vivo. Die Verwendung der Mutante & A konnte dabel
unter Umgdnden Hinweise geben, ob sch  Cdcumbindung und  Phosphorylierung
beeinflussen.

2.2 Die Mutanten B1 und B3 und FG2

Fimbrindefiziente Zdlen (FG2) zeigen beziglich Zdlgrol¥e, Wachsum, Phago-, Endo- und
Exozytose wie auch be der Resktion auf osmotischen Stress kenerle Unterschiede im
Vegleich zum Wildtyp. Dies konnte auf partidle Redundanz zurtickzufihren sein, wie se
auch fur ABP 34 beschrieben wurde. Der Phanotyp von Amoben, in denen dieses Protein
augeschdtet i, unterscheidet sch kaum vom Wildtyp. Die Zdlen snd geringflgig klener,
zeigen ene verandete Morphologie der Filopodien und ene versérkte Matilitdt bel der
Chemotaxis. Wachsum, Zdldifferenzierung und Endozytose zeigen keine Unterschiede zum
Wildtyp. Bidang ist nicht klar, ob und wenn welche Proteine Funktionen des ABP 34
Ubernehmen kodnnen oder mit diesem Protein zusammenwirken [Rivero et al., 1996; Rivero et
al., 1999]. ABP 34 is wie Fimbrin caciumreguliert und binddt ebenfalls Aktin, daher kdnnte
es auch &nliche Funktionen wie Fmbrin Ubernehmen. Um en Zusammenwirken beider
Proteine zu Uberprifen, wurde im Hintergrund einer ABP 34-defizienten Mutante Fimbrin
vollsténdig ausgeschatet (B1) oder ab der zweiten aktinbindenden Doméne deletiert (B3).

Ba Wachdum in axenischem Medium wesen die Mutanten gegenlber den normd
wachsenden 34- und FG2-Zdlen Unterschiede auf. Se ereichen geringere Zdldichten und
haben erhdhte Verdopplungszeiten. Hier scheint es der Fall zu sein, dass sich bede Proteine
beziiglich der Aufnahme flissger Nahrung in ihrer Funktion Uberschneiden oder zumindest
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eganzen. Mdoglicheeweise i die fir die endozytotische Nahrungsaufnahme eforderliche
Reorganisation des Zytoskel etts beaintréchtigt.

Quantitative Untersuchungen der Phagozytose mit  fluoreszenzmarkierten Hefen  wurden
bidang nicht an 34'-Zdlen durchgefiihrt. Es zeigt sich, dass die Phagozytoserate dieser Zdlen
gegeniber AX2 um etwa 80 % erhoht ist. Ahnliches gilt fir die Mutanten B1 und B3.
Offenbar hat das 34 kDa aktinbindende Protein Einfluss auf die Phagozytose. Vidleicht
emdglicht das Fehlen dieses Proteins eine schndlere Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts
an den Phagocytose-,, Cups* und fiihrt so zu ener gesteigerten Nahrungsaufnahme,

In D. discoideum dehen diverse Rezeptoren fir die phagozytotische Aufnahme von
Fesgtoffen zur Vefligung [Vogd et al., 1980; Cornillon et al., 2000; Cardeli, 2001].
Unterschiedliche Oberflécheneigenschaften der  potentiellen  Nahrung  kdnnten  verschiedene
Rezeptoren angprechen und daher Auswirkungen auf die Phagozytoserate haben. Dies zeigt
sch auch be den unterschiedlichen Verdopplungszeiten dler getesteten Zdllinien, welche
sch bel der Verwendung von E. coli B/r oder abgetteten K. aerogenes as Nahrung ergeben.
E. coli B/r wes kirzere Kohlenhydrat-Ketten auf seiner Obeflache auf ds vide andere
Stamme [Madchow et al., 1967], folglich snd die adhésven Eigenschaften und die Erkennung
durch Rezeptoren verschieden. So kamn auch erklat werden, warum Hefen von den Mutanten
mit ABP 34-Deletion mit ener deutlich htheren Rate phagozytiert werden ds von AX2, sich
das Wachstum dieser Mutanten in Bakteriensuspension aber nicht von AX2 unterscheidet.
Das ABP 34 konnte von bestimmten Rezeptoren abhangig sein, so dass das Fehlen dieses
Proteins auch nur in Zusammenhang mit diesen Rezeptoren einen Phénotyp zeigt, bzw. die
Proteine, welche die Defizienz ausgleichen, hdngen von eben diesen Rezeptoren ab.

Es wurde in D. discoideum fir enige wetere Proteine eine Beeligung an Endo- und
Phagozytose fedtgestdlt. Dazu gehort bespidswese ABP-120, en  aktinquervernetzendes
Protein dessen Ausschdtung mitunter zu einer Beaintréchtigung der Phagozytose fuhrt [Cox
et al., 1996], oder der Guanin-Nucleotid-Austauschfaktor rasGEF, welcher rasS aktiviert und
omit an der Regulaion der Endozytose beeligt is [Wilkins et al., 2000]. Ein
Zusammenwirken von Fmbrin mit diesen Proteinen konnte durch Doppeldeetionsmutanten
geklart werden.

Auch an der Vetdlung intrazdlulérer Membransysteme i das Aktin-Zytoskelett beteiligt.
So werden beispidsveise Aktinbindd zur Verflgung gestdlt, um Veskd an Mikrotubuli zu
binden und zu transportieren [Koonce, 2000; Noegd et al., 1997]. Es wurden einge Proteine
beschrieben, welche MembranKompatimente am  Aktin-Zytoskeett verankern  wie
beispidswveise Comitin [Weiner et al., 1993], Intergptin [Rivero et al., 1998], verschiedene
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Spektrin-1soformen [Beck et al., 1994] oder Filamin [Liu et al., 1997].

Um zu untersuchen, ob die Defizienz von Fimbrin und/oder ABP 34 die Vertelung von
Membransysemen wie endoplasmaischem Retikulum, Golgi-Apparat, Lysosomen, Vesken
oder der kontraktilen Vakuole beeinflusst, wurden Immunfluoreszenzstudien der Mutanten
34, FG2 und Bl durchgefihrt. Es delte sich heraus, dass die obengenannten Mutationen
zumindest auf diesr Ebene kenerle Einfluss auf die Struktur und Vertelung dieser
Kompartimente haben. Auch hyper- oder hypoosmotischer Stress fuhrt nur zu den Veran
derungen, die auch AX2-Zdlen aufweisen. Eine Funktion von Fimbrin und ABP 34 im
Berech der untersuchten Kompatimente ist daher sehr unwahrscheinlich. Die Fimbrin-
Mutanten zeigten normde Osmosendtivitdt, die Zelen haben den osmotischen Schock
Uberlebt.

Exakte Aussagen Uber die biologische Funktion von Fimbrin oder dem 34 kDa
aktinbindenden Protein lassen gch anhand dieser Ergebnisse nicht treffen. Die Hinweise fir
en Zusammenwirken beider Protene snd eher gering. Es wére zu Uberprifen, ob die
Vednderung der intrazdlulden Caciumkonzentration in den verschiedenen Mutanten der
beiden Ca’*-bindenden Proteine zu einer Verdnderung beispidsweise des Zytoskeletts fihrt,
welche die Wildtyp-Zdlen nicht aufwe sen.

3. Lokalisation von Fimbrinin der Zelle

Die Lokdision von L-Plagtin erscheint in Odeoklagen ads punktiete Struktur an der
Zdlperipherie [Babb et al., 1997], Fimbrin der Hefe kolekdisert mit zytoplasmatischen
Aktin-Bindeln und mit Aktin des Cortex [Drubin et al., 1988]. Die Lokdisation von Fimbrin
in D. discoideum wurde schon friher mit Hilfe von Immunfluoreszenzgtudien  unter
Vewendung eines monoklonden Antikérpers gegen das Protein untersucht [Prasder, 1995;
Prasder et al., 1997]. Dabe zegte sch je nach den gewdhlten Bedingungen ene andere
Vertelung des Proteins. Nach Methanol-Fixierung scheint Fimbrin wie Aktin entlang der
Zdlmembran zu lokdiseren, warend die Fixieeung mit Paraformadehyd/Pikrinsiure en
diffuses Netzwerk in der Zdle zeigt. Es wurde argumentiert, dass ba der Fixierung mit
kdtem Methanol I6diche Proteine wie Fimbrin teilweise aus der Zedle ausgewaschen werden
und anderersdts en darkes Fixierungsmitted wie Formadehyd/Pikrinsdure die Bindung von
Antigen und Antikdrper verhindert. Folglich sden nur starke Immunférbungen, die bel beiden
Methoden identisch nachwel shar Sind, as zuverléssg zu betrachten.
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Da die in diesen Publikationen abgebildeten Immunfluoreszenzen so grofe Unterschiede
aufweisen, dass ene Aussage Uber eine gemeinsame Lokadisation von Fimbrin nach beden
Fixierungsmethoden nicht moglich is, sollte im Rahmen diesr Arbeit untersucht werden,
welche Lokalisation letztendlich der in vivo- Stuation am néchsten kommt.

Die Fixierung von AX2 mit Methanol oder Paraformadehyd/Pikrinsure liefert die gleiche
Lokdistion wie berets verdffentlicht. Die Lokdisation von Aktin is von der Wahl der
Fixierungsmethode unabhéngig, es erscheint immer unterhdb der Plasmamembran, Makro-
pinosomen oder Phagozytose-,Cups‘’. Be der Fixierung mit Paraformadehyd/Pikrinsdure ist
ene for en aktinbindendes Protein zu ewartende Kolokdisation von Fimbrin mit Aktin
entlang der Membran neben der Starken zytosolischen Farbung nur in der Uberlagerung
beider Bilder zu ekennen. Um ene Kolokdisation von Aktin und HFmbrin in
methanolfixierten Zdlen nachweisen zu konnen, wurden Zdlen vewendet, die an GFP-
gekoppeltes Aktin exprimieren. Aktin-GFP lokdisert in diesen Zdlen wie endogenes Aktin
[Westphd et al., 1997]. Uberlagerungen mit Fimbrinfarbungen zeigen fir Aktin-GFP und
Fimbrin die zu ewartende Kolokdisation. Dies spricht ener dafir, dass die Methanolfixierung
die Lokdiderung in vivo besser wiedergibt. Dies wird bestétigt durch Studien an Zdlen,
welche GFP-L-Plagtin exprimieren. Die Lokdisation von GFP-L-Pladin in fixieten Zdlen
dimmt in beden Fixierungsmethoden mit der von Fimbrin Uberein. Gleiches gilt fir die
Uberlagerung mit Aktin. Die Betrachtung der Lokalistion von GFP-L-Plagin in vivo zdgt
deutlich eine Vertelung entlang der Plasmamembran und nicht ein zytosolisches, diffuses
Netzwerk wie nach der Paraformadehyd/Pikrinsaure-Fixierung.  Aufgrund der  hohen
Homologie von L-Plagin zu Fmbrin aus D. discoideum und der zu Fmbrin dhnlichen
Lokdisaion von L-PaginrGFP bei Methanol-Fixierung kann davon ausgegangen werden,
dass diese Methode eher die in vivo-Lokdisgion von Fimbrin wiedergibt ds die Fixierung
mit Paraformadehyd/Pikrinsaure. Die Expresson von FimbrinrGFP in D. discoideum ig in
Panung, um dies zu bestétigen.

Da auch Fimbrin aus D. discoideum moglicheweise an der Phagozytose beteligt ist, wurden
die verchiedenen Fmbrin-Mutanten sowie Wildtyp-Zdlen vor  ihrer  Fxierung  mit
abgetoteten Hefen inkubiert. Wenn die Amdben die Hefen phagozytieren, umhillen se mit
ihrer Zelmembran sukzessv die Hefezdlen; es hilden sch sogenannte Phagozytose-, Cups'.
Zur vollgandigen Interndiserung wird  die  hefeumschlieffende Membran von  der
Zdlmembran abgeschnirt, ein Phagosom i entdanden. Es zeigt Sch eine Anreicherung von
Aktin an Phagozytose-,,Cups’ und an Phagosomen. Dies ig offenschtlich unabhéngig von

den an Fimbrin vorgenommenen Mutationen oder seiner vollgéndigen Ausschdtung, die
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Lokdisation von Aktin is unverandert. Fimbrin sdber lokdiset ebenfals an Phagosomen
und Phagozytose-,Cups’. Es zeigte sch am Beispid der Mutante B3, dass eine aktinbindende
Doméne augeichend fir die Kolokdisaion von Fimbrin und Aktin ist. Dies wurde auch
schon im Falle anderer Proteine beschrieben [Pang et al., 1998].

4, Neue fimbrinahnliche Proteine ausD. discoideum

Da die Ausschdtung von Fimbrin in D. discoideum zu keine drastischen Veranderungen des
Phanotyps fuhrte und es daher mdglich ist, dass andere Proteine die Funktion von Fimbrin
Ubernehmen, wurde die Datenbank des Dictyostelium discoideumGenomprojektes nach
Genen, die zu Fimbrin dhnliche Proteinen exprimieren, durchsucht. Die Sequenzierung des
kompletten Genoms enes Organismus ermoglich bequem die gezidte Suche nach Genen und
Proteinen. Im Ramen des Dictyostelium discoideum Genomprojekts snd bidang
1.219.956.887 Nukleotide (Stand November 2001) der auf sechs Chromosomen verteilten
Gene sequenziert worden. Die Abdeckung ist tellweise sechs- bis sebenfach [L. Eichinger,
personliche Mittellung).

Es wurden vier solcher Gene gefunden, von enem ig die Sequenz dlerdings noch
unvollsténdig (R10109). Strukturvorhersagen ergeben, dass diese Proteine dle eine (FO1706)
oder zwel (F02091, R09493, R10109) aktinbindende Doménen besitzen. Die phylogenetische
Andyse diessr Doménen zeigt, dass Se zu den aktinbindenden Doménen der Fimbrine ene
deutlich hthere Homologie bestzen ds zu denen anderer Proteine. Die neuen Proteine
unterscheiden dch dle von Fimbrin durch Abschnitte mit ,,Coiled coil“-Struktur und das
Fehlen der cdciumbindenden Doménen. ,Coiled coil“-Strukturen wurden bereits in anderen
Proteinen der a-Aktinin-Familie beschrieben. Dazu zéhlen Cortexilline [Faix et al., 1996] und
Intergptin [Rivero et al., 1998] in D. discoideum sowie Pectin [Liu et al., 1996] und
Dystrophin [Brown et al., 1995] in Mammdia.

Besonders aulergewdhnlich ist die Struktur von F02091. Am N-Terminus bedtzt dieses
Protein enen 139 Aminosduren langen Bereich mit Homologie zum Tdin-N-Terminus Es
handdt dch dabel aer nicht um ene Domédne wdcher ene spezidle Funktion wie
beispidsweise die Bindung von Cacum zugeschrieben wird. Noch in kenem anderen
Protein (aul3er in Tdin) wurde dieser tdindhnliche Abschnitt berichtet. Die Funktion dieser
Sequenz in Tdin sollte daher untersucht werden. An diesen tdindhnlichen Bereich schlield
dgch ene Peckgrin-Homologie-Doméane (PH) an. PH-Doménen konnen vermutlich ene
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Reorganisation des Zytoskeletts bewirken. Dabel binden se an Phosphoinostide, welche
eénen Tel ena Sgndtransduktionskette bilden, wéhrend en anderer Tell des Proteins Uber
ene aktinbindende Domédne mit enem Aktinfilament verbunden is. Signde von aul¥erhdb
dar Zdle bewirken so letztendlich Uber die PH-Domdne ene Veschiebung enes
Aktinfilaments in Richtung Zdlcortex, so dass beispidsweise Lamelipodien entstehen [Ma
und Abrams, 1999]. Dies konnte auch be dem neuen fimbrindhnlichen Protein der Fal sain.
In der Mitte dieses Proteins liegen 3 Abschnitte die mit zu Uber 50 %iger Wahrschenlichkeit
,Colled coail“-Struktur haben. Diese Zusammenlagerungen von zwel oder vier a-Hedices
konnen verschiedene Funktionen erfillen [Burkhard et al., 2001]. In diesem Bereich konnte
bespidsveise ene Uber die PH-Doméne vermittete Konformationsinderung dattfinden, die
letztendlich die Verschiebung der Aktinfilamente bewirkt. Am C-Terminus des Proteins
befindet dch ein Tandem der zu Fimbrin dhnlichen aktinbindenden Doménen, die vermutlich

der Bundelung von Aktin dienen.
Protein FO1706 beinhadtet eine aktinbindende Doméne am N-Teminus gefolgt von ener
,Coiled coil“-Doméne, die drel Viertdl des Proteins umfasst. Cortexillin | und 1l aus D.

discoideum gehdren wie Fimbrin zur a-Aktinin-Familie und besitzen die gleiche Struktur wie
FO1706. Die Homologie der aktinbindenden Doméne von F01706 zeigt dlerdings ene
deutlich hohere Homologie zu Fimbrin as zu Cortexillin. Dennoch i es denkbar, das beide
Protene &hnliche biologische Funktionen Ubernehmen. Cortexillin - bildet Dimere und
verbindet Aktin Filamente in antipardlde Bindd, die en Netzwerk bilden. Es i 0 betaligt
an der Formgebung und Grol3e der Zelle wie auch an der Cytokinese [Faix et al., 1996; Weber
et al., 1999]. Es ist ebenfadls denkbar, dass FO1706 Uber die ,Coiled coil“-Doméanen
dimeridert und so in der Lage igt, Aktinfilamente zu biindeln.

Uber eine magliche Funktion von R09493 und R10109 kann nicht viel gesagt werden, zumal
die Sequenz von R10109 unvollgdndig ist. Belde Proteine bedtzen zwe aktinbindende
Doméanen am C-Teminus und ,Coiled coil“-Strukturen in der Mitte des Proteins und N-
termind. Es ig anzunehmen, dass diese Proteine Aktin bindeln. Die , Coiled coil“-Doméanen
konnten an ener Vidzahl von Interaktionen mit anderen Proteinen beteiligt sein.

Genaue Informationen Uber die taisichliche Funktion der Proteine konnen natlrlich nur
Untersuchungen am Protein selbst in vitro oder in der Zdlein vivo ergeben.
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D Zusammenfassung

Fimbrine bzw. Pagine gehdren zu der a-Aktinin Familie aktinbindender Proteine und
bindeln caciumabhéngig Aktinfilamente. Se kommen in ener Vidzahl eukaryontischer
Organismen vor. Vertebraten bestzen dre  gewebespezifische Isoformen, [-Plagin in
intesinden Epitheien, L-Padin in hédmatopoietischen Zdlen und T-Padin in dlen Ubrigen
Geweben. L-Plagin wird ds Antwort auf Hormone, Wachstumsfektoren aber auch be
rezeptorvermittelter Phagozytose phosphoryliet. Uber die genaue biologische Funktion der
Proteine it bisher nicht vid bekannt. In dieser Arbeit wurden daher Studien an L-Pladin aus
M. musculus und Fimbrin aus D. discoideum vorgenommen.

Im der vorliegenden Arbeit wurden Telle des Gens von murinem L-Pladin sequenziert
katiert. Ein ,Knockout-Targeting‘-Kongtrukt wurde hergestelt und fir die Transfektion
embryonder Stammzellen verwendet.

Verschiedene Dictyostelium  discoideum-Mutanten des Fimbrins wurden andyset. Die
Auschdtung von Fimbrin wie auch die Deeion des N-Teminus und der zwe
cadciumbindenden Doménen beinhdtet, beanflusste nicht die Zdlgrofle, das Wachstum in
axenischem Medium und in Suspenson mit Bakterien sowie die Phagozytose, Endozytose
und Exozytose. Auch die Kolokdisation von Aktin und Fimbrin entlang der Plasmamembran,
an Makropinosomen und Phagozytose-,,Cups' war unabhdngig von den verschiedenen
Mutationen. Die Vertelung verschiedener intrazeluléreren Membransyseme wie Golgi-
Apparat, endoplasmatisches Retikulum, Lysosomen und der kontraktilen Vakuole wurde
ebenfdls nicht verdndert, auch unter hyper- und hypo-osmotischem Stress snd keine
Unterschiede zu Wildtypzdlen zu erkennen.

Die Punktmutation von potentidlen Phosphorylierungsstellen am N-Terminus von Fmbrin
fluhrte zu ener deutlich verminderten Phagozytoserate. Dies gdlt en Hinwes darauf dar,
dass Fimbrin taiséchlich an diesen Pogtionen phosphoryliet wird und an der Phagozytose
beteligt i

Die vollgandige oder telweise Ddetion von Fmbrin im Hintergrund einer Mutante mit
Defizienz des 34 kDa aktinbindenden Proteins wurde ebenfdls untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die Ausschdtung des 34 kDa aktinbindenden Proteins zu einer Erhdhung der
Phagozytoserate fuhrt, welche auch die Doppedmutanten zeigen. Eine Beteiligung des 34 kDa
aktinbindenden Proteins an der Phagozytose ist daher wahrscheinlich.

Die subzdlul&e Lokdisgion von Fmbrin in D. discoideum wurde an mit Methanol oder
Paaformddenyd/Pkrinsdure  fixieten Zdlen, wdche Aktin-GFP oder GFP-L-Pagin
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exprimieren, untersucht. Prinzipiel konnte gezeigt werden, dass eine Fixierung mit Methanol
eher die in vivo-Vetdlung von Fmbrin in D. discoideum dargdlt ds eine Fxierung mit
Paraformadehyd/ Pikrinsaure.

Es wurden in dlico vier fimbrindhnliche Protene aus D. discoideum gefunden, FO1706,
F02091, R09493 und R10109. Alle weisen eine oder zwe aktinbindende Doméanen auf, die zu
aktinbindenden Domé&nen aus anderen Plagtine/Fimbrinen héchse Homologie zeigen. Diese
gnd an C-Teminus lokdiset, mit Ausnéhme von FO1706, dessen aktinbindende Doméne
am N-Teminus id. Im Gegensatiz zu Fimbrin bedtzen de keine cadciumbindende Doménen
aber ,Coiled coil“-Doménen. Eines der Proteine (FO1706) zeichnet Sch durch grofe
drukturelle Ahnlichkeit zu dem aktinbindenden Protein Cortexillin aus. FO2091 besitzt eine
Pleckstrin-Homologie-Doméne und enen  Sequenzabschnitt homolog zum  N-Terminus von
Tdin.
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E Material und M ethoden
1. Material
11 L abormaterialien

Chromatographiesaulen, Polyprep
Einfrierréhrchen, 1 ml und 1,8 ml
Einweg-Pipetten, 1 ml, 5ml, 10 ml, 25 ml
Einweg- Pipettenspitzen

Elektroporationskiivetten

Gewebekulturplatten, 6 Loch, 24 Loch, 96 Loch
Gewebekulturplatten, 48 Loch
Hybridiserungséhrchen

3MM Filterpapier

Nitrozellulosemembran, Typ BA85
Nylonmembran, Hybond N+

Nitrozellulose- Rundfilter, BA85 A 82 mm
Pipetten 1-10 pl, 10-20 pl, 20-200 pl, 200-1000 pl
Mulltipette, Multipette plus

Serilfilter, 0,2 um und 045 pm

Petrischaen Typ 3003

Petrischalen £ 90 mm, A 150 mm
Plastikklvetten

Quarzkivette Infrasil

Quarzkiivette, Luminescence Spectroscopy Cell
15 ml Rohrchen, Typ 2095

50 ml Réhrchen, Typ 2070

Reaktionsgefade, 0,5 ml, 1,5 ml und 2 ml
Rontgenfilm X-omat AR-5, 18x24, AR-5, 35x43

12 Gerate

Blotkammer Trans-Blot SD

Chromatographiesaulen, leer

Crosdlinker UVvC 500

Elektroporationsgerét Typ Gene-Pulser

Huorimeter

Fraktionssammler RediFrac

Heizblcke: Typ DIGI-Block JR
Typ Thermomixer

Hybridigerungsofen

Inkubationsofen Lab-Therm

Magnetrihrer Typ MR 3001 K

Bio-Rad
Nunc

Grengr

Greingr
Bio-Rad
Nunc
Greingr
Hybad
Whatman

Schleicher und Schudl

Amersham

Schleicher und Schuell

Gilson
Eppendorf
Geman Science
Facon
Greiner
Greingr
Hdlma
Perkin Elmer
Falcon
Falcon
Sarstedt
Kodak

BioRead

BioRad

Hoefer

BioRed

Photon Technology
Internationa
Pharmacia Biotech
neolLab

Eppendorf

Hybad

Kuhner

Heidolph



E Material und Methoden

62

Mikroskope: Lichtmikroskop, Typ CH30 Olympus
Lichtmikroskop, Typ IX70 Olympus
Lichtmikroskop, Typ DMIL Leica
Laser Scan Mikroskop, Leica
Typ DMIL
PCR-Maschine MWG-Biotech
Perigdtikpumpe P1 Pharmacia Biotech
pH-Meter 766 Knick
Rotoren: Typ JA-10 Beckman
Typ JA-25.50 Beckman
SLA-1500 Sorvall
SLA-3000 Sorvall
SS-34 Sorvall
TLA 45 Beckmann
SW 41 Beckmann
Ruttler 3015 GFL
Ruttler Lab- Shaker Kdhner
Spannungsverstarker Power Pac 200 und 300 BioRad
Spektral photometer Ultraspec 2000 Pharmacia Biotech
Tischzentrifugen: Khlzentrifuge Biotech fresco Heraeus Instruments
eppendorf centrifuge 5415 D Eppendorf
Ultrazentrifugen: OptimaTLX Beckmann
Optima L70K Beckmann
UV-Auflichtmonitor TFS-35 M Faust
UV-Trandlluminator MWG-Biotech
Vortex REAX top Heidolph
Wasserbad GFL
Zentrifugen: Beckman Avanti J25 Beckman
Sorval RC 5C plus Sorvall
13 Software

Sequenzierte DNA-Abschnitte wurden mit der Wisconsn Sequence Package- Software 9.0 der
Genetics Computer Group [Devereux et al., 1984] zusammengesetzt und andysert. Die
Suche nach zu Plagin homologen Proteinen efolgte mit BLASTN und BLASTP [Altschul et
al., 1990] in der Datenbank des Dictyostelium discoideum GenomtProjekts (http:/Awww. Uni-
koeln.de/dictyostelium).

Um die Homologie der verschiedenen Proteine zu vergleichen, wurde das Programm BioEdit
[Hal, 1999] verwendet. Die Andyse der Protein-Domanen efolgte unter Verwendung von
SMART  (http:/Mmww.smart.embl-heidelberg.de). ,Coiled coil“-Strukturen wurden mit  der
Software Coils 2.1[Lupas et al., 1991] berechnet.

Phylogenetische  Stammb&ume wurden mit dem ,,neighbour-joining‘-Algorithmus [Saitou und
Nei, 1987] des Programms Clusta X [Thompson et al., 1997] ersdit. Die Darselung efolgte
mit TreeView [Page, 1996].
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14 Fur phylogenetische Analysen verwendete Sequenzen

Zulassungsnummern  von  Sequenzen, die zur phylogenetischen Andyse oder Homologie-
vegleichen genutzt wurden:. Homo sapiens: L-Pladgtin, L36202; T-Plastin, M222991; |-
Plagin, L20826; b-Spektrin, Q01082; Vav, P15498; a-Aktinin 1, X15804; b-Spektrin,
M96803; b-Spektrin V, QINRC6; ACF7, AB029290; Dystrophin, Q14205; Utrophin,
X69086; Parvin A, AF23771. Mus musculus. L-Plastin, D37837; T-Plagtin: BC005459; |-
Plastin, IMAGE 998K233773; Tdin P26039; BPAG (Dystonin), AF396870; Camin A,
AB047978. Drosophila melanogaster: Fimbrin, AF053225; Tain, QOUSLS8; RasGAP,
P48423; Kakapo AJ011924. Saccharomyces cerevisiae: Fimbrin, X63867. Arabidopsis
thaliana: Finmbrin 1, AL161565; Fimbrin 2, AF042671; Fimbrin 4, AB015479; Fimbrin 3,
AY045780; Fimbrin 5, Q9SJ84. Dictyostelium discoideum: Fimbrin L36202, Tdin A,
P54633; Tdin B 097054, Filamin, X15430; a-Aktinin, Y00689; Cortexillin 1, L49527;
Cortexillin 2, L46371; Interaptin, AF057019. Bos taurus. P08487. Gallus gallus. I-Pladtin,
P19179; Flamin, Q9574. Coenorhabditis elegans: a-Aktinin O18290; Lamin 061841,
Fimbrin, AC024742, AC024743. Rattus norvegicus. T-Plastin, Q63598; Plectin, X59601.
Polysphondylium pallidum: ABP64, L08068. Tetrahymena thermophila: Fimbrin. JC7170.
Schistosoma mansoni:  Fimbrin, AAA29882. Cricetulus griseus. T-Plagtin, BAA32974.
Triticum aestivum: Fimbrin, U67717. Schizosaccharomyces pombe: Fimbrin, P32599.
Giberella pulicaris : Fimbrin, CAA10667.

15 Kits

Nucleobond AX 100 und 500 Macherey-Nagel
NucleoSpin Extract 2in 1 Macherey-Nagel
NucdleoSpin Plus Macherey-Nagd
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen
Stratagene Prime? 1t | Stratagene
Origind TA Cloning® Invitrogen

pGEM -Teasy-Vector System | Promega
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1.6 Enzyme, Inhibitoren, Antikorper und Antibiotika

Enzyme fir die Molekularbiologie

Alkalische Phosphatase Roche

DNA-Polymerase | Sgma

DNase | (Desoxyribonuklease) Sgma

Klenow- Fragment Life Technologies

Proteinase K Sgma

Restriktionsendonukleasen Life Technologies, Amersham,
Roche, Gibco-BRL, New
England Biolabs

Ribonuklease A Sgma

T4-DNA-Ligase Life Technologies

Tag-DNA-Polymerase Roche

Primére Antikorper

anti- Aktin- Antikérper mAK Act 1-7
anti-Comitin- Antikérper mAk 190-340-2
anti-Ambrin-Antikorper mAk 210-183-1
anti-PDI-Antikorper mAk 221-135-1
anti-V/H*-ATPase Untereinheit A-
Antikorper mAk 221-35-2
anti-Vakuolin-Antikorper

mAk 221-1-1

anti- K ohlenhydrat- Epitop-lysosomaer Enzyme

mAk 221-342-5
anti-34 kDa ABP mAk 159-291-1

Sekundare Antikorper

Ziege-anti-Maus-1gG, Peroxidase-Konjugat

Ziege-anti-Maus-1gG, Cy3-Konjugat
Ziege-anti-Maus-1gG, Cy3-Konjugat

Ziege-anti- Kaninchen-1gG, Peroxidase-Konjugat

Ziege-anti-Maus-1gG Alexa 488-Konjugat

Ziege-anti- Kaninchen-1gG Alexa 568- K onjugat

Inhibitoren

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
PMSF (Phenylmethylsuifonylfluorid)
Complete® Inhibitoren Cocktail

Antibiotika
Anmpidllin
Blasticidin S

Smpson et al., 1984
Weiner et al., 1993
Prasder, 1995
Monnat et al., 1997

Jenne et al., 1998
Jenneet al., 1998

Neuhaus et al., 1998

Rivero et al., 1996

Sgma

Sgma

Dianova

Sgma

Molecular Probes
Molecular Probes

Sgma
Sgma
Roche

Griinentha
ICN
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Chloramphenicol
Dihydrostreptomycinsulfat
Geneticin (G418)
Kanamycin

Mitomycin C
Penicillin/Streptomycin
Tetracyclin

1.7 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid (Protogd: 30:0,8 AA/Bis-AA)
Agar-Agar (BRC-RG)

Agarose (electrophorese grade)
Ammoniumsulfat

Bacto-Agar, Bacto-Pepton, Bacto-Trypton
Borsdure

5-Brom-4-chlor-3-indalyl- 3-D-gdactopyranosid (X-Gd)

Bromphenolblau (Na Sdz)
Cdciumchlorid-Dihydret

Chloroform p.a.

CNBr-aktivierte Sepharose 4Fast Flow
Coomeassie-Brilliant-Blau R 250
p-Cumarsiure

Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DM SO)
1,4-Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium DMEM
Essgsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendinitrolotetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycolbig 2-aminoethylether]-
N,N,N*,N*-tetraessgsaure (EGTA)
FCS (Fotaes Kdberserum)
FITC-Dextran 70S

Fischgdatine

Formamid

Gdatine

Glucose

Glutaraldehyd

Glycerin

Glydn

Harngtoff (ultrapure)

Hefeextrakt

| sopropanol

| sopropyl-b-D-thiogd aktopyranosd (IPTG)
Kdiumchlorid
Kaiumdihydrogenphosphat
Kaiumhydrogenphosphat- Triphosphat
Keyhole Limpet Hemocyanine

Sgma

Sgma

Life Technologies
Sgma

Sgma

Biochrom

Sgma

Nationd Diagnogtics
Biomdtic

Life Technologies
Riedd-de-Haen
Difco

Merck

Roth

Serva

Merck
Riedd-de-Haen
Pharmacia Biotech
Sarva

Huka
Riedd-de-Haen
Merck

Gerbu

Sgma
Riedd-de-Haen
Riedd-de-Haen
Sgma

Merck

Sgma

Biochrom, Life Technologies

Sgma

Sgma

Merck

Sgma

Merck

Sgma
Riedd-de-Haen
Degussa
Pharmacia Biotech
Oxoid

Merck

Sgma

Fuka

Huka

Merck

Sgma
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LIF ESGRO® (leukaemiainhibitory factor) Chemicon
Magnesumchlorid Merck
Magnesumsulfat- Heptahydrat Merck
Maltose Merck
b-Mercaptoethanol Sgma
Methanol p.a Riedd-de-Haen
MOPS ([Morpholino] propansulfonséure) Gerbu
Natriumacetat Merck
Natriumcitrat Fluka
Natriumazid Merck
Natriumchlorid Fuka
Natriumdihydrogenphosphat- Dihydrat Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva
Natriumhydrogenphosphat Merck
Natriumhydroxid Riedd-de-Haen
Ni-NTA-Sepharose Pharmacia
Nukleotide Roche

N P-40 (Ethyl phenyl polyethylenglycol) Fuka
Paraformaldehyd Sgma
Pepton Roth
Phenal Roth
Pikrinsdure Sgma
1,4-Fiperazindiethansulfonsdure (PIPES) Sgma
Polyethylenglycol 4000 Merck
Polyvinylglycol MW 10000 Sgma
Ponceau S Konzentrat Sgma
Protein-A-Sepharose CL-4B Pharmacia Biotech
Rinderserumabumin (BSA) Roth
Saccharose Fluka
Sdzsiure 32%ig Fluka
Sorbitol Fuka
N,N,N",N’- Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck
Triethylamin Sgma
Trig(hydroxymethyl)aminomethan (ultrapure) Sgma
TRITC-Phdloidin Sgma
Triton-X-100 Merck
Trypan Blau Merck
Tween 20 Roth
Wasserstoffperoxid (30%ige LGsung) Merck
Zitronensaure Merck
Radiochemikalien

a-3?P-Desoxyadenosin-5' - triphosphat (10 mCi/ml) Amersham

Alle Ubrigen nicht aufgefiihrten Chemikdien in p.a Qualitét wurden von den Firmen Fluka,
Merck, Roth, Serva, Sigma und Riedel-de-Haen bezogen.
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1.8 Vektoren

pCR-2.1 Kit: Invitrogen
pDEX-GFP Westphd et al., 1997
pDEX-RH Faix et al., 1992
pGEM-Teasy Kit: Promega
pGEX-2T Smith, 1993

PPNT Tybulwiczet al., 1991
pUC19 Yanisch-Perron et d., 1985
pQE 30 Bujard et al., 1987
pQE 40 Bujard et al., 1987
19 Oligonuklectide

Die fir Sequenzierungen oder die Polymerase-Ketten-Resktionen (PCR) engesetzten
Oligonukleotide wurden der Firma MWG-Biotech AG in Ebersberg oder von Roth bezogen.

Oligonukleatide fir L-Pladtin:

LP UL 5-ACGAATTCATATGGCCAGAGGATCCGTTGCTG-3
LPR1: 5-ACGAATTCTTACACCCTCTTCATCCCTTTC-3
LPUGFP 5-GAATTCATGCTGGATGGTGACAGGAATAAAG-3
LP RGFP 5-GAATTCTTACCAGTCAATGTCCTGGTTC-3'
LPU1/B: 5-ACAGATCTATGGCCAGAGGATCCGTGTCTG-3
LPRYB: 5-ACAGATATTACACCCTCTTCATCCCTTTC-3

LPUZ: 5-ACAAGAAGGAAGGGAGCTGTG-3

LPR2: 5-ACAAGCTTACATGCCGGCAGTCGGGGTCATTC-3
LPRS: 5-TGAGTAAGAGTGCTGGGTACCA-3

LP U4 5-GTCTTCCATGGCTTAAAAACGA-3

LPR4: 5-ACTCGAAAAAGAACAACTAGCAAGAG-3
LPUS: 5-AGGAAGAAAAGTATGCCTTCGTC-3
LPUS": 5-GTATGCCTTCGTCAACTGGATAAACA-3
LPRS: 5-CAAAGAACTATGCCATCGCCTAC-3

LP UeG: 5-TAAATGATCAACCCTGFTCTGTGCAA-3
LPUG: 5-AACCTGTCTGTGCCAGACACGATTG-3
LPRG6: 5 -CTGAATGGTGAATGGGTTGAGCTT-3
LPR6: 5-TCTTGTTGATCGTTCTCTCGTCAATCG-3
LPRY: 5-AGAGTTCAGAGCCAAGTTCA-3

LPR7: 5 -GAGGCAGAGTTCAGAGCCAAGTTCAA-3
LPUS: 5-CCTAGAGGATTTGATGAA-3

LPRS: 5-TAGTTAGCCCACCGCAGCA-3

LPET: 5-GAAAACTTGGCTCTGA-3

LPET: 5-AAAGTCAAGGVAGGGGTTAA-3

LPS'R: 5 -GTCAGACACGGATCCTCTGGCCAT-3

LP5R2: 5-GCCATCATGATTATCTTTAA-3
LP5R3: 5-TGAGAAAGCTCAGACTACTCC-3
LP5R4: 5-TACAGTAAGCACCATATTTTACT-3
LP5R6: 5-ATCTTGAATACCTTATTAGCTAGT-3
LP5RY: 5-AACACCTGTAAGTCCAACTTCCA-3
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LPBanm U:
LPBanR:
LP F2R3:
F212:

LP I14son.-rev:

F2 In2-2:
F2 U1:

F2 R1:

F2 R2:

F2 LPU3:
F2 LPR3:
F2 R3-2:
F2EV 1
F2 EV R3:

Klon2-1 U1:

Klon U2 14:

Klon U2 141;
Klon U2 142;
Klon U2 143:

KlonF7 U2:
KlonF7 R2:
Klon15 U1:
Klonl5 R1:
Klonl5 U2:
Klonl5 R2:
Klonl5 R2":
Klonl5 U3:
Klon15 U3":
Klon16 U1:
Klonl16 R1:
Klon16 U2:
Klonl16 R2:
Klon16 U3:
Klon16 R3:
Klon16 U4:
Klonl16 R4:
Klon19 U1:

Klon19 Ul":

Klon19 R1:
Klon19 R2;
Klon19 R3:

Klon19 US'":
Klon19R8-2:
Klon19 R8-2":

LPUS? A:

LP R no stop:

Lpep U:
Lpep R:

5-CGTGTGAAAGTGCATCATGAAT-3
5-TGCCTGTGTAGCCTGCTGATT-3

5 -GCCTGACGACCGGAGTTGGAT-3
5-CAACTGGCCAGTGAGCCCCAG-3
5-GAATGTAAATGTCTTACACACAGG
5-AACACCTAAGATTTCTAGATG-3
5-CCTAAGGCAAGCTGGAGGCAGAC-3
5-GTGGGTGTTAGAAATCTAAACC-3

5 -GCCTGCGTCACCACACCGGGA-3

5 -CGATGGCAATGGATACATCAG-3
5-CCAGATCACCTGTGGCCATC-3
5-GCCTTGGAGTAGGTGTGGTC-3
5-ACAATGATTTGTGTAAGTCTGGGCCCT-3
5-ACCTTTAAAGAGAATATT-3
5-CCTTCTGAGTAGCTAAGATATG-Z
5-CATGATTATTCTTAACGGTT-3
5-CCAGTTCCAGGCACAGGACCCA-3
5-CCTGCTGATTTAGATGCTG-3
5-ATTCAATGTCAAGATAAGT-3
5-ATTTGGGGCTGCTCTTCCGCT-3
5-TCACCGTCATCACCGAAA-3
5-AGATAGTGAATG-3
5-CATAGGGTTGGCACA-3
5-ACATCCATATGATCAAGGA-3
5-AGGACTATCCGCCTACATGC-3

5 -CAGGACTATCCGCCTACATGCCTG-3
5-ATACTACACATAGAGGAGA-3

5 -GCTCATACTACACATAGAGGAGA-3
5-TAGTTGAGAGGGTTT-3
5-GCCACTCGGTGACGC-3
5-ACTTCAACCAGGTCTTCT-3
5-AGCAGTGTTCTCAGCACCA-3
5-CACACTGATGCCTGGTGATTC-3
5-GCATCTATTATGACCCAGCTA-3
5-CATTCTTAGCTCTTGGTTGAC-3
5-GGTGTGGTCCAGTAGCAGCTT-3
5-TCGCCAGCAGCTGCT-3
5-GCAGCTGCTTCCTGGCACACATTG-3

5 -CATGGACAACTGCCA-3
5-ATGTACTGCGTAAGAGCCCTA-3
5-AGTCACATGTCTGCATTCCTA-3
5-CCTAGAGGATTTGATGAAGTT-3
5-AACAATGCAATCACATT-3
5-CTCAACAATGCAATCAACATTCC-3
5-AGATCTATGGCCAGAGGAGCCGTGGCTGACGAAGAAATG-3
5-AGATCTCACCCTCTTCATCCCTTTCCCC-3
5 -AGATCTATGGCCAGAGGATCCGTGTCTGACGAAGAAATGATG-3
5-AAGCTTCTAAAAAGCCTCTCTGAGCTCCATCATTTCTTC-3
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Oligonuklectide fur T-Pladtin:

Tpep U: 5 -AGATCTATGGCAACCACTCAGATTTCCAAAGATGAGCTTGAT-3
Tpep R: 5 -AAGCTTCTAAAAGGCCTCTTTGAGTTCATCAAGCTCATCTTT-3

Oligonuklectide fir |-Pladtin:

[pep U: 5-AAGCTTCTAACTATTGTCAATATCTATTTTATTAAATGCCTCTTGT
AGTTCTTCAAG-3
Ipep R: 5 -AGATCTATGGAAAACAGTACTACTACCATTTCTCGGGAGGAGCTT

GAAGAACTA-3

Oligonuklectide fur die Neomycin-Res stenzkassette:

Neo-un: 5-AGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTG-3
Neo-rev: 5-AAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCG3
Neo-5rev:  5-CCTGCGTGCAATCCATTCTTGTTC-3

Oligonukleotide zur Sequenzierung verschiedener Plasmide;

Universal (5--3): 5-ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG-3

M13 revers : 5-TTCACACAGGAAACAGCTATGACC-3
pQE 30: 5-CGGATAACAATTTCACACAG-3
1.10 Puffer und andere Lésungen

Puffer und L&sungen, die hier nicht verzeichnet snd, finden sch unter den jewelligen
Methoden.

10x NCP-Puffer (pH 8,0): 12,1 g (0,2 mol) TriHCI
87,09 (1,5 mal) NaCl
5 ml Tween 20
2,0 g (37 mmol) Natriumazid
mit destilliertem Wasser auf 1l auffiillen

PBG (pH 7,4): 0,5 % Rinderserumal bumin
0,1 % Fischgdatine
in1xPBS
PBS (pH 7,2/ pH8,0): Eine Losung aus 30 mM KH,PO,4 und 150 mM

NaCl wird mit 70mM NaHPO, auf einen pH-
Wert von 7,2 oder 8,0 eingestellt. Die Lésung
wird anschlief3end autoklaviert.
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1,2 M Phosphatpuffer (pH 6,8): 1,2 M NaHPO,4 wird mit 1,2 M NaH,PO,
in e@nem Verhdtnisvon 2.1 gemischt
20x SSC: 3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat

TE-Puffer (pH 8,0): 10 mM TrigHCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

10 x Trig/Boratpuffer (pH 8,3): 43 g (0,36 mol) Tris
55 g (0,9 mal) Borsaure
7,4 g (20 mmol) EDTA
mit destilliertem Wasser auf 1 | auffiillen

50 x TrigAcetatpuffer (pH 8,0): 242 g (2 mol) Tris
57,1 ml 16,6 M Eisessg
100 ml 0,5M EDTA-LGsung
mit dedtilliertem Wasser auf 1 | auffillen

111 Medien

Die verwendeten Medien wurden mit deonisetem Wasser, welches Uber ene
lonenaustauschanlage  (Millipore) gefiltert wurde, angesetzt und be 120 °C autoklaviert.
Antibiotika wurden nach Abkihlen des Mediums auf etwa 50 °C zugegeben. Das Gief3en der
Patten erfolgte mit einer habautomeati schen Plattengiel3maschine,

1111 Medien fir E. coli-Kulturen [Sambroock et al., 1989]

LB Medium: SOC Medium:

10 g Bacto-Trypton 20 g Bacto-Trypton
5 g Hefeextrakt 5g Hefeextrakt

5 g (85,5 mmol) NaCl 0,5 g (8,5 mmol) NaCl

auf 11 mit Wasser auffiillen 20 mM Glucose

auf 11 mit Wasser auffillen

Der pH-Wert von 7,4 wurde mit NaOH eingestellt. Fir Agarplatten wurden den Medien 0,9 %
(W) Agar und be Bedaf 100 mg/l Ampicillin oder Kanamycin zugesstzt. Fir
Farbindikatorplatten zur Blaw/Weil3-Sdektion von E. coli-Transformanten wurden die fertigen
Patten jewels mit 50 pl 01 M IPTG-Losung und 90 pl X-ga-Lésung (20 mg/ml
Dimethylformamid) bestrichen.
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1112

Medien fir D. discoideum-Kulturen

Sorensen- Phosphat- Puffer (pH 6,0):

[Mdchow et al.,1972]
2 MM NaHPO,4
15mM KH2PO4

axenisches Kulturmedium (pH 6,7):

[Watts und Ashworth, 1970]

14,3 g Pepton

18 g (0,2 mol) Mdtose

0,616 g (3,5 mmol) NgyHPO,4 x 2 H,O
0,486 g (3,6 mmol) KH,PO4

mit Wasser auf 1| auffillen

112

Bakteriendgdmmme:

E. coli BL21 (DE)

E. coli B/r

E. coli DH5a

E. coli M 109

E. coli XL1 blue

E. coli MC1061

E. coli M15
Klebsiella aerogenes

D. discoideum Samme:

Samm Genotyp

AX2-214

34 abpB/hyg?

4R abpB”* /hygf/G418R

B1 abpB /fim/hyg™/bsrR

B3 abpB /fim”ASI400 JhygRibgrR
FG2 fim/G4187

DEF fim/+A80-610/GA418%bsrR

SAz6sung:

10 mM NaCl
10 mM KCl
2,7 mM CaCl,

SM-Agarplatten (pH 6.,5):

10 g Agar agar

10 g Pepton

10 g (55 mmoal) Glucose

1 g Hefeextrakt

1 g (4,2 mmol) MgSO,4 x 7H,O
2,2 g (16,2 mmol) KH,PO4

19 (5,7 mmal) K;HPO,

mit Wasser auf 1| auffiillen

Bakterien- und D. discoideum-Stamme, K ulturzellen

Studier und Moffat,1986
Zhou et al., 1997

Hanahan, 1983

Y anisch-Perron et al., 1985
Bullock et al., 1987
Wertmann et al., 1986
Ruther 1982

Williams und Newell, 1976

Beschreibung

Axenisch und auf Bakterien wachsender
Abkommling von NC4 [Raper, 1935]
Aktinbindendes Protein 34 defiziente Mutante
von AX2 [Rivero et al., 1996]
Aktinbindendes Protein 34 exprimierende
Mutante von 34 [Rivero et al., 1996]
Aktinbindendes Protein 34 und Fimbrin
defiziente Mutante von AX2

Den N-Terminus (AS 1- 400) von Fimbrin
exprimierende Mutarte von B1

Fimbrin defiziente Mutante von AX2
[Prasder, 1995]

Den C-Terminus (AS 80-610) von Fimbrin
exprimierende Mutante von FG2
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® A fim”*S504G418%bsrR An den Aminossuren 5 und 7 (Sexin) zu
Alanin punktmutiertes Fimbrin exprimierende
Mutante von FG2

RF fim”™/G418%/bsrR Fimbrin exprimierende Mutante von FG2

Fur die Reintegration von Fimbrin (RF, DEF, S? A) in die Mutante FG2 wurde der Vektor
pDEX-RH mit Bladicidin-Resstenz-Gen (bs®) dngesetzt. Die Fimbrin-Deletion bzw.
Tellddetion der Mutanten B1 und B3 wurde mit einem auf pUC 19 baserenden Vektor
durchgeftihrt, der neben dem Blagicidin-Resstenz-Gen den Aktinl5-Promotor und ene
Teminationssequenz aus D. discoideum enthdlt [Witke et al., 1987].

Kulturzedlen

NIH/3T3 Maus-Fibroblasten,
[Westermann und Leboulch, 1993]

Jurkat Humane leukamische T-ZdI-Lymphoblasten,
[Schneider et al., 1997]

IB10 Embryonde Stammzellen der Maus, hervor-
gegangen aus ES-E14 TG2a (M. musculus-
Stamm 129 OLA) [Doetschmann et al., 1987]

2. M olekularbiologische M ethoden

2.1 Pré&paration von Plasmid-DNA ausE. coli [Holmesund Quigley, 1981]

Diese Methode ist gedignet, eine grofl3e Anzahl von Versuchsansdizen padld zu bearbeiten.
Se beuht darauf, dass Proteine, Zelwandmaterid und chromosomae DNA beim Erhitzen
auf kngop 100 °C koagulieren und abzentrifugiet werden konnen, wahrend RNA und
Plasmid-DNA I6dich sind und im Uberstand bleiben.

1,5 ml éner E. coli-Ubernachtkultur wurden in einem Eppendorfgefal bei 18.000 x g fir eine
Minute zentrifugiet. Das Zdlpdlee wurde in 250 pl  STET-Puffer resuspendiert.
Anschlie3ende wurde das Lysat eine Minute auf 95 °C erhitzt und be 18.000 x g fur zehn
Minuten zentrifugiet. Das Sediment wurde mit enem deilen Zahnstocher entfernt und der
Uberand mit 1 ml Isopropanol gemischt. Nach funfzehnminitiger Inkubation bei Raum-
temperatur wurde zehn Minuten be 13.000 x g peletiet. Die DNA wurde mit 70 %igem
Ethanol gewaschen, ca 15 Minuten be Raumtemperatur getrocknet und in 30 pl Wasser

aufgenommen.
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STET-Puffer: 8 % Saccharose
50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
50 mM EDTA
0,5 % Triton X-100

2.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA im Mikromal3stab geméaf M acherey-Nagel

Um bis zu 40 pg saubere Plasmid-DNA aus E. coli Kulturen zu gewinnen, wurde das von der
Firma Macherey-Nagel angebotene ,,NucleoSpin Plus‘-Kit benutzt. Hierzu wurden 2 bis 5 ml
gner E. coli-Ubernachtkultur in LB-Medium, welches das entsprechende Antibiotikum
enthdlt, abzentrifugiert. Das Pdlet wurde dann mit 250 pl Lésung Al, die RNase enthdlt,
versetzt. Danach wurden 250 pl Lésung A2 zugegeben, drel bis finfma geschiittedt und finf
Minuten bel Raumtemperatur inkubiert. Infolge der SDS- und Alkdibehandiung werden be
diesam Resktionsschritt die Zelmembranen zerst6rt und durch die RNase die RNA verdaut.
Anschliel?end erfolgte die Zugabe von 300 pl eskdter Lésung A3 zur Resktionsmischung,
die dann gemischt und funf Minuten auf Eis inkubiet wurde. Dadurch werden Proteine,
chromosomde DNA und andere Zedlbesandtelle gefdlt. Nach zehnminltiger Zentrifugation
bei 16.000 x g und 4°C wurde der Ubergand auf eine NucleoSpin-Saule gegeben. Es wurde
ene Minute be 18000 x g zentrifugiert, wobel die Plasmid-DNA an das Saulenmaterid
bindet. Anschliel®end wurde die Saule zuerst mit 500 pl Puffer AW und dann mit 700 pl
Puffer A4 gewaschen. Danach wurde noch einmd ohne vorherige Pufferzugabe zentrifugiert,
um Ethanolreste zu entfernen. Zur Elution wurden schliedich 50 yl Losung AE auf die Saule
gegeben, eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und dann eine Minute be 18.000 x g
zentrifugiert. Fir grofRere Mengen sauberer Plasmid-DNA wurde das NukleoBond AX 100-
oder 500-Kit benutzt. Dieses Kit arbetet nach dem gleichen Prinzip, ermoglicht aber die
Aufreinigung von bis zu 100 beziehungsveise 500 pug Plasmid-DNA.

2.3 Aufreinigung von Plasmid-DNA fir die Transfektion von ES-Zelen gemald
Qiagen

Um be de Trandektion von embryonden Stammzdlen eine mdglichs hohe Ausbeute
trandfizierter Klone zu erhdten is die Verwendung hochreiner DNA erforderlich. Mit dem
»EndoFree Plasmid Maxi“-Kit konnen bis zu 500 pg endotoxinfrde Plasmid-DNA aus E.
coli-Kulturen gewonnen werden. Es wurden 200 ml ener E. coli-Ubernachtkultur in LB-
Medium, welches das entsprechende Antibiotikum enthdt, bei 6000 x g und 4 °C fur funfzehn
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Minuten abzentrifugiert. Das Pelet wurde dann mit 10 ml Lésung Pl, die RNase enthdt,
resuspendiert. Es wurden 10 ml Lésung P2 zugegeben, dre bis finfma geschittelt und funf
Minuten bel Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde 10 ml eiskdte Lésung P3
zugegeben und durchmischt. Sofort danach wurde die Mischung auf eine ,QIAfilter“-Saule
mit verschlossenem Audauf gegeben und zehn Minuten be  Raumtemperaiur  inkubiert.
Danach wurde der Verschluss vom Audauf der Sdule entfernt und das Lysat mit einem
Stempd durch die Saule gepresst. Die <o filtrierte Lésung wurde mit 25 ml Lésung ER
versgtzt, durchmischt und fir dreifg Minuten auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde die
Mischung auf ene zuvor mit Lésung QBT &quilibriet ,QIAGEN-Saule 500" gegeben. Die
Pasmid-DNA bindet an das Saulenmaterid, wéahrend die Ubrige Lésung  durchtropft. Danach
wurde die Saule zwemd mit 30 ml Lésung QC gewaschen und die DNA schlieldich mit
15 ml Lésung ON duiet. Nach Zugabe von 105 ml Isopropanol und anschlief3endem
Durchmischen wurde die so gefdllte DNA ba 15000 x g fiur dreiig Minuten bei 4 °C
aozentrifugiert. Der Ubertand wurde vorsichtig abgegossen und das Pdlet mit 5 ml
70 %igem Ethanol gewaschen (Zentrifugation be 15.000 x g, 10 min). Die DNA wurde zehn
Minuten bel Raumtemperatur luftgetrocknet und in 200 pl TE-Puffer ge6g.

2.4 Préparation chromosomaler DNA aus ES-Zellen [Hogan et al ., 1994]

Zur Isolierung von genomischer DNA wurden ES-Zdlen auf gddinieten 24-Lochplatten
kultiviert. Nach Entfernen des Kulturmediums und Waschen mit 1 ml PBS wurden die Zdlen
mit 500 Yl Lyss-Puffer versetzt und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das Zdl-Lysat wurde
anchliefend in 1,5 ml Eppendorf-Resktionsgefdl}e Uberfiihrt, die DNA durch Zugabe von
500 ul Isopropanol gefdlt und durch Zentrifugetion fir drei Minuten bel 3000 X g sediment
tiert. Anschlieleend wurde die DNA mit 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen, be Raum-
temperatur getrocknet und in 30 I TE-Puffer (pH 8,0) aufgenommen. Geldst wurde die DNA
durch Inkubation tber Nacht bel 4 °C und anschlief3endes Erhitzen auf 65°C.

Lyss-Puffer: 100 mM Tris-HCI (pH8,5)
5mM EDTA
0,2 % SDS
200 mM NaCl

100 pg/ml Proteinase K
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2.5 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzspitzen-Biopsien [Hogan et al.,
1994]

0,5-1 cm Schwanzspitze wurden in 500 ul Lyds-Puffer und 30 pl Proteinease K (10 mg/ml)
be 55 °C Uber Nacht im Schiittler bei 850 UpM lysiert. Danach wurde die DNA mit Phenol
(TE-geséttigt) und Chloroform extrahiert, auRerdem wurden so redtliche Proteine und RNA
entfernt. Der erhdtene Uberstand wurde zur Prézipitation der DNA mit 500 pl Isopropanol
varsezt. Die DNA wurde mit enem Glashaken gefischt, mit 1 ml 70 %igem Ethanol
gewaschen, bal Raumtemperatur getrocknet und schliefdich in 60 pl TE-Puffer (pH 8,0) Uber
Nacht bel 4 °C gel 6.

Lysis-Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
100 mM EDTA (pH 8,0)
100 mM NaCl
1% SDS

100 pg/ml Proteinase K

2.6 DNA-Agar osegelelektr ophor ese [Sambr ook et al ., 1989]

Die Auftrennung von DNA-Redriktiondragmenten efolgt aufgrund der vom Mole-
kulargewicht  a@bhéngigen Laufgeschwindigket in ener  Agarosegematrix.  Je nach
Auftrennungszid und Verwendung des Gds wurden 0,5 bis 2 %ige Gele in Tris-Borat- Puffer
oder Tris-Acetat-Puffer ads Ge- und Laufpuffer engesetzt. Die Auftrennung der DNA
efolgte horizontd in Fachbett-Gelapparaturen verschiedener Grofeen (75 cm x 8 com;
115cm x 14 cm; 13 cm x 19 ¢cm) in der Regd ba ener Spannung von 10 V/cm. Die
Auftrennung von redringierter, genomischer DNA efolgte in 0,5 %iger Agarose bel 5 V/cm
fur 8 h. Den DNA-Proben wurde vor dem Auftragen en Zehntd des Volumens DNA-Proben-
puffer zugesatzt. Zur Visudiderung der DNA-Fragmente unter UV-Licht (1 =302 nm)
enthidten die Agaose-Losungen 01 pg/ml Ethidiumbromid. Zur Grofenbesimmung  der
DNA-Fragmente wurde en gedgneter GroRenstandard zusiizlich  aufgetragen.  Die
Dokumentation erfolgte durch Fotografieren der mit UV-Licht bedrahiten Gee mit einem
Videodokumentationssystem.

DNA-Probenpuffer: 40 % Saccharose
0,5% SDS
0,25 % Bromphenolblau
in TE-Puffer
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DNA-GroRenstandard:

1 kb DNA Later (Life Technologies): 12216; 11198; 10180; 9162; 8144, 7126;
6108; 5090; 4072; 3054; 2036; 1636; 1018;
506; 396; 344; 298, 220; 201, 154; 134, 75 bp

2.7 Southern-Blot-Analyse [Southern, 1975]

Diess Vefdwren dient dazu, die nach Grole aufgetrennte DNA aus Agarosegden auf
Nylonmembranen zu Blotieren. Durch Hybridiserung mit ener radiosktiv markierten DNA-
Sonde konnen spezifische Fragmente identifiziet werden. Das mit Ethidiumbromid geféarbte
Gd wurde gemeinsam mit enem agdegten Lined bea ener Wdlenldnge von 302 nm
fotographiert, um ene spédtere Grolenbestimmung der Signde zu ermdglichen. Anschlief?end
wurde das Gd zunéchg finfzehn Minuten in enem Denaurierungspuffer und danach
finfzehn Minuten in enem Neutrdistionspuffer inkubiert. Der Blot der DNA auf die
Nylonmembran efolgte in 20 x SSC-Losung Uber enen Zetraum von achtzehn Stunden
aufgrund von Kapillarkréften. Dabel lag das Agarosegel auf drel in 20 x SSC-Lésung
getrankten Whatman 3 MM Papieren mit Kontakt zu einem 20 x SSC-Ldsungsresarvoir. Das
Gd wurde mit der in Wasser befeuchteten Nylonmembran, mit drel feuchten Whatman 3 MM
Papieren und mit enem ca 7 cm dicken Stgpel  Saugpepier Uberschichtet und mit enem
Gewicht beschwert. Nach dem Transfer wurde die Nylonmembran kurz in 2 x SSC-Lésung
inkubiert und dann zweimd im UV-Quervernetzer unter UV-Licht fixiet. Die Nylon
membran wurde bis zu ihrer Verwendung im Dunkeln aufbewahrt.

Denaturierungsputfer: Neutralisationgpuffer:

1,5M NaCl 1,5M NaCl

0,5M NaCOH 0,5M TrigHCI (pH 7,5)

2.8 I solierung von Gesamt-RNA aus M aus-Geweben

Zum Schutz vor RNAsen wurden wéahrend des Arbetens stets Handschuhe  getragen.
Aulerdem wurden nur derile Plagikgefde und Pipetten sowie autoklavierte Ldsungen
vewendet. Gesamt-RNA  wurde nach der Guanidinium-Isothiocyanat- Phenol-Chloroform
Extraktionsmethode gewonnen [Chomczynski und Sacchi, 1987]. Dazu wurden die Organe in
Extraktionddsung homogenisert, und die RNA anschlielend mit 0,2 M Natriumacetat
(pH 3,2) und Phenol/Chloroform extrahiert. Danach wurde die RNA mit Isopropanol gefdlt,
mit 75%igem EtOH gewaschen, Iuftgetrocknet und in Wasser aufgenommen. Aliquots
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wurden be -80 °C aufbewahrt oder direkt weiter verwendet.

Extraktiond dsung: 4 M Guanidinium-1sothiocyanat
25 mM NeCitrat (pH 7,0)
0,5 % Sarcosyl
0,1 M 2-Mercaptoethanol

29 RNA-Agar osegelektrophorese [Lehrach et al., 1977]

Zur gedektrophoretischen  Auftrennung von RNA  wurden Agarosegde mit ener End-
konzentration von 1% Agarose verwendet, und wie folgt hergestdit: 1,5 g Agarose wurde mit
15 ml 10 x MOPS-Puffer (pH 8,0) und 121 ml Wasser aufgekocht und auf 60 °C abgekihit.
Dann wurden 24 ml 36%ige FormddehydiGsung hinzugegeben, die Mischung in ene
Flachbett-Gelapparatur (12,5 cm x 20 cm) gegossen und das Gel nach Erhaten mit MOPS-
Puffer (pH 7,0) Uberschichtet. Die RNA wurde mit 1/3 Volumen RNA-Puffer versetzt, funf
Minuten bel 68 °C denaturiert und nach Zugabe von 2 pl RNA-Farbmarker sofort auf das Gel
aufgetragen. Die Trennung erfolgt bel einer Spamung von 2 V/em.

RNA-Puffer: RNA-Farbmarker: 10x MOPS (pH 7/pH 8).
50 % Formamid 50 % Saccharose 20 mM MOPS
6 %Formadehyd 0,25 %Bromphenolblau 50 mM Natriumacetat
in MOPS-Puffer (pH 7,0) in Wasser 1 mM EDTA
in Wasser
2.10 Northern-Blot-Analyse

Nach der Elektrophorese wurden die RNA-Gde zundchg funf Minuten in Wasser und
anchlief?end funf Minuten in 20 x SSC-Ldsung gewaschen. Der Trandfer auf die Nylonmem:
bran erfolgte Uber Nacht in 20 x SSC L6sung analog zur SouthernBlot-Andyse (s. Abschnitt
E27). Die Membranen wurden nach dem Transfer in 2 x SSC-Loésung gewaschen, kurz
getrocknet und im UV-Crosdinker bestrahlt.
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211 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden mit dem Stratagene Prime? It I1-
Kit

Die zur Makierung verwendete DNA wurde mit Redriktionsenzymen aus Plasmiden
gechnitten oder durch PCR-Resktion (s. Abschnitt E 2.14) gewonnen. Es wurden ungeféhr
25 ng DNA mit Wasser zu einem Endvolumen von 24 pl aufgefllt und mit 10 i, random:
oligonuclectide-primer”  versetzt. Die Sonde wurde funf Minuten auf 92 °C erhitzt, zwe
Minuten auf Eis abgekihit und anschlielend mit 10 pl 5 x Primer-Puffer, 5 pl a-*?P-dATP
(50 pCi) und 2 U Klenow-Enzym versetzt. Der Resktionsansaiz wurde zehn Minuten be
37 °C inkubiert. Nicht eingebaute Nukleotide wurden durch Zentrifugetion bei 3.000 x g fur
zwel Minuten Uber ene 1 ml Sephadex G-50-Saule in TE-Puffer abgetrennt. Die radioaktiv
markierte Probe wurde vor ihrem Einsatz im Southern- oder Northern-Blot-Andyse be 100
°C fur zehn Minuten denaturiert funf Minuten auf Eis abgekihlt und danach mit 15 bis 25 ml
Hybridiserungspuffer gemischt.

212 Hybridiserung radioaktiv markierter Sonden

Die hier angefihrten Hybridiserungsbedingungen snd ene Abwandlung der von M. C.
Mehdy (1983) verdffentliciten Technik. Die mit 2 x SSC-LOsung angefeuchtete Nylon
membran wurde in ener Glashybridiserungsdhre  fir  dreilig Minuten mit 10 ml
Hybridiserungspuffer bei 37 °C in @nem Rohrenofen vorhybridisert. Zur Vermedung
unspezifischer Bindungen der radioaktiven Sonde an die Membran wurde wéahrend der
Vorhybridiserung 100 pl  denaturiertes Heringssperma (10 mg/ml;  Sigma) zur  Ldsung
gegeben. Nach Zugabe der radioaktiv markierten Probe zur Vorhybridiserungdosung erfolgte
die Hybridigerung fir achtzehn Stunden bel 37 °C. Danach wurde die radioaktive Probe
abgegossen und die Membran zweimd kurz mit Waschpuffer behandelt. Anschliel3end wurde
zweima ene hadbe Stunde ba 37 °C mit Waschpuffer gewaschen. Nach dem Trocknen
wurde die Membran in Polyethylen-Folie verpackt und en Rontgenfilm in einer Fimkassette
mit Vergdrkerfolieba -70 °C exponiert.
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Hybridiserungspuffer (pH 7,15): Waschpuffer (pH 7,15):

50 % Formamid Hybridiserungspuffer

1 % Natriumlaurylsarcosinat ohne 4x Denhardts Reagenz
2mM EDTA (pH 7,2)

0,2 % SDS

0,12 M Phosphatpuffer (pH 6,8)

in2x SSC

4 x Denhardt’s Reagenz

Be der Southern-Blot-Andyse von genomischer  DNA  wurden be songt  gleicher
Vorgehensveise andere  Hybridiserungsbedingungen gewahit. Die Hybridiserung efolgte in
Church-Puffer bel 65°C, gewaschen wurde zweimd fir etwa 20 Minuten bei 40-50°C mit
Church-Waschpuffer.

Church-Puffer: Church-Waschpuffer:
0,5M NaPO, (pH 7,15) 40 mM NaPOy (pH 7,15)
7% SDS 1% SDS

1 mM EDTA 1 mM EDTA

2.13 Elution von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegeen erfolgte mit dem ,,NucleoSpin Extract 2
in 1“-Kit der Firma Macherey-Nagel. Nach der geldektrophoretischen Auftrennung der
DNA-Redriktionsfragmente  wurde das mit Ethidiumbromid gefabte Gd im  UV-Licht
betrachtet und die Bande des gewiinschten DNA-Fragments mit einem Skapel aus dem G4
geschnitten. Das Gelstiick wurde in e@n 15 ml Eppendorfgefédd gegeben. Zu je 100 mg
Agarosegel wurden jeweils 300 pl Puffer NT 1 pipettiert. Die Probe wirde zehn Minuten auf
50 °C ewamt, zwischendurch geschittelt und anschlielend auf eine NucleoSpin-Saule
geladen. Nach Zentrifugetion be 6.000 x g fir ene Minute wird der Durchfluss verworfen. Es
folgten zwel Waschschritte mit je 700 pl Puffer NT3 und Zentrifugetion bei 10.000x g fir
ene Minute. Nach erneuter Zentrifugation be maximaer Geschwindigkeit ohne Zugabe des
Puffers NT3 wurde die Saule in en sauberes 1,5 ml Gef&l3 Uberfihrt. Anschlief?end wurde mit
50 ul Puffer NE duiert.
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2.14 K onzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration von DNA und RNA in wéssiger Losung wurde spektrafotometrisch mit
TE-Puffer oder Wasser ds Referenz betimmt. Bel ener Wedlenldnge von | = 260 nm
entspricht ene OD von 1,0 ener Konzentration von 50 pug/ml dsDNA bzw. 40 pg/ml RNA
[Sambrook et al., 1989]. Uber den Grad der Verunreinigung mit Proteinen und Phenolen l&sst
gch mit Hilfe des Quotienten OD,60/OD2gp €ine Aussage machen. Betrdgt der Wert des
Quotienten 1,8 oder mehr, kann die DNA- oder RNA-hdtige Lésung ds rein angeschen

werden.

2.15 I n vitro-Rekombination von DNA

2151 Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Der Verdau von DNA mit enem Redriktionsenzym efolgte jewells in dem vom Hergeler
empfohlenen Puffersysem und unter den angegebenen Temperaturbedingungen. Pro pg DNA
wurden 2-10 Enzymenheiten (U) engeseizt. Plasmid-DNA wurde 1-2 Stunden, chromo-
somae DNA Uber Nacht verdaut. Die Vollgandigkeit der Resktion wurde mit Hilfe enes
Agarosegds kontralliert.

2.15.2 Phosphatase- Behandlung

Um die Rdigation enes linearigeten Vektors zu verhindern, wurden endstandige 5'-
Phosphat-Gruppen mit akalischer Phosphatase aus Kdberdarm (CIAP) entfernt. Lineariserte
Vektor-DNA (5-10 pg) wurde in @nem 50 yl Ansatiz mit 3 U dkdischer Phosphatase in
CIAP-PuUffer bet 37 °C fir 30 Minuten dephosphoryliert. Die Reektion wurde durch
Hitzeinaktivierung des Enzyms be 70 °C (10 min) gestoppt. Anschlielend wurde der
Reaktionsansatz auf einem Agarosege aufgetrennt. Der lineariserte Vektor wurde mit dem
»NucleoSpin Extract 2 in 1*-Kit der FirmaMacherey-Nagd (s. Abschnitt E 2.13) isoliert.

10 x CIAP-Puffer (pH 9,0): 0,5M TrigHCl
10 mM MgCh
1 mM ZnCh
10 mM Spermidin
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2.15.3 Uberfiihrung Uberstehender Enden in glatte Enden

Vide Redriktionsenzyme erzeugen kohdsve Enden mit einem 5- oder 3 -Uberstehenden
Ende. 5-DNA-Uberhdnge konnen mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase |
aufgefiillt werden. Der den 3'-Uberhang tragende DNA-Strang kann von der T4-Polymerase
abgebaut und nach Zugabe von Nukleotiden wieder zu einem glatten Ende aufgefUllt werden.

a) Reaktionsansatz fir das Klenow- Enzym: 1 pug DNA
2 pl 10 x NT-Puffer
2Ul dATP/GTPTTP/CTP), je ImM
1 U Klenow-Enzym
mit Wasser auf 20 pl auffillen

Der Resktionsansatz wurde dreif3g Minuten bei 37°C inkubiert. Dann wurde die Resktion
durch zehnminUtiges Erhitzen auf 70 °C gestoppt. Die DNA wurde nach Zugabe des DNA-
Probenpuffersin einem Agarosege e ektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Gel isoliert
(s. Abschnitt E 2.13).

b) Regktionsansatz fur die T4- Polymerase: 10 x T4-Pol.-Puffer (pH 7,9):
1 ug DNA 330 mM Tris-Acetat

2 Wl 10 x T4-Pol.-Puffer 660 mM Kaiumacetat

1-2 U T4-Polymerase 100 MM Magnes umacetat
mit Wasser auf 18 pl auffiillen 5mM DTT

2 Ul dATPIGTPITTPCTP), je5mM
1 mg/ml Rinderserumabumin

Nach Zugabe der T4-Polymerase wurde zwei Minuten be 37 °C, nach Zugabe der Nukleotide
weltere finfzehn Minuten bal 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde enma mit Phenol/
Chloroform extrahiert und die DNA mit dem zweifachen Volumen Ethanol gefallt.

2154 Ligation von Vektor- und DNA-Fragmenten

Die T4,-DNA-Ligase kadyset die Ligation von DNA-Fragmenten und entsprechend
hydrolyserter Vektor-DNA. Zur Verbindung glaiter Enden wurde vierundzwanzig Sunden
be 21 °C, zur Vebindung Uberhéngender Enden zwdlf bis sechzehn Stunden be 8 °C im
vom Heddler mitgdieferten Ligase-Puffer inkubiert. Fir die Ligaion klener Fragmente
(< 1000 Bp) wurde en etwa zehnfach molarer Uberschuss des Fragments eingesetzt, grole
Fragmente (> 3000 Bp) wurden mit der hdben Menge Vektor ligiert. Die verwendeten
Vektoren waren in der Regel dephosphoryliert.
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Reaktionsansatz Ligati fer:
lineariserte Vektor-DNA (200-400 ng) 660 mM Tris/HCl, pH 7,6
DNA Fragment 100 mM MgCh

2 Ul Ligationspuffer 10 mM Spermidin

1y 10mM ATP

2 Ul T4-Ligase

mit Wasser auf 20 pl auffiillen

2.16 Sacchar osegradient zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach Grof3e
[Sambrook et al ., 1989]

Diese Methode wird genutzt, um mit enem Redriktionsenzym verdaute genomische DNA
nach der Grole der entsandenen Fragmente zu fraktionieren. DNA-Fraktionen, die die
gewlnschten Fragmente enthdten, konnen fir Ligationen eingesetzt werden. 600 pg DNA
wurden mit einem Redriktionsenzym Uber Nacht verdaut (s. Abschnitt E 215.1) und am
nachsden Tag auf ene vorbereitete Saccharose-Losung in e@nem fir Ultrazentrifugation
gesignetem PE-ROhrchen  gegeben. Die Saccharose-Lésung wurde zuvor Uber Nacht bel
—80 °C gefroren und unter Vermeidung von Erschitterungen wieder aufgetaut, damit bei der
Uberschichtung der Saccharose-Lésung mit dem Restriktionsansatz keine Vermischung  der
beden Losungen auftritt. Im Anschluss wurde mindestens sechzehn Stunden be 30.000 UpM
und 15 °C unter Verwendung des Rotors SW 41 und bel ausgeschdteter Bremse zentrifugiert.
Be dea Zentrifugation bildet dch in dem Rohrchen ein Saccharose-Dichtegradient, dem-
entsprechend vertellen sich die DNA-Fragmente nach ihrer Grolie.

Das Rohrchen wurden vordgchtig unter Vermeldung von Erschitterungen in ene Haterung
gespannt, mit der in den Boden des Rohrchens ein Loch gebohrt wurde. Durch einen Schlauch
wurden 1 ml-Fraktionen entnommen. Diese Fraktionen wurden mit je 1 ml Isopropanol gefdlt
und funfzehn Minuten be 13000 UpM und 4 °C zentrifugiert. Anschlieffend wurde mit
100 pl 70 %igem Ethanol gewaschen und das Pellet an der Luft getrocknet. Die DNA wurde
in 50 pl TE-Puffer gelost. 10-20 pl jeder Fraktion wurden auf en 0,7 %iges Agarosegd
aufgetragen, welches zum Southern-Blot (s. Abschnitt E 2.7) genutzt wurde. Der Blot wurde
mit ener radioaktiv markierten Sonde hybridisgert (s Abschnitte E 2.11 und E 2.12) um die
Fraktionen mit der genomischen DNA von Interesse auswéahlen zu kénnen.
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2 X Saccharose- Puffer: 100 mM TrigHCI pH (7,4)
100 mM NaCl
10mM EDTA
12,5 ml 2 x Sucrose-Puffer werden nach Zugabe von
3,75 g Sucrose mit Wasser auf 25 ml aufgeftllt

217 Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenresktion (PCR) kann bei Wahl geeigneter Oligonukleotide zur in vitro-
Amplifikation von DNA-Abschnitten verwendet werden [Saki et al., 1985]. Dazu werden
eine doppedrangige DNA-Vorlage und zwe begrenzende Oligonukleotide (Primer) ener
kontinuierlich  aufeinanderfolgenden  Reihe  von  Dendurierungen,  Primer-Hybridiserungen
und DNA-Polymeriserungen in Anwesenheit von Desoxyribonukleotiden und hitzeres stenter
Tag-DNA-Polymerase [Chien et al., 1976] ausgesetzt. Die Oligonukleotide kdnnen an den
Enden einen Uberhang von nicht hybridiserenden Nukleotiden haben, mit deren Hilfe andere
Sequenzen, wie z. B. Schnittselen fur Redtriktionsendonuklessen, eingefiihrt werden konnen,
Um die DNA-Vorlage zu Beginn der Resktion vollsténdig zu denaturieren, wurde fir den
esten Zyklus eine Denaturierungsdauer von vier Minuten be 94 °C gewdhit. Fir den letzten
Zyklus wurde ene Polymerisatiosdauer von zehn Minuten benutzt, um  vollsténdig
polymeriserte Endprodukte zu ehdten. Die Hybridiserunggemperatur (Ty) enes
bestimmten Oligonukleotids wurde anhand seiner Basenzusammensstzung folgendermalien
abgeschétzt [Suggs et al., 1981]:

Th=4X (G+C) + 2 X (A+T) - 2

Mit enem programmierbaren , Thermocycler werden die Zyklen automatisch gesteuert. Die
DNA kann aus Agarosegelen isoliert werden (s. Abschnitt E 2.13).

Reaktionsansatz 10 x Tag-Polymerase- Puffer:
0,5 pg Plasmid-DNA 100 mM TrigHCI (pH 8,3)
2 ul Oligonukleotid A (10 pmol/ml) 500 mM KCI

2 ul Oligonukleatid B (10 pmoal/ml) 0,1 % (w/v) Gelatine

5 ul dNTP-Mix (jewells 10 mM)
5 ul 10 x Tag-Polymerase Puffer
1l Tag-Polymerase (3-4 U)
mit Wasser auf 50 pl auffiillen

Die Resktionsparameter (Temperaturen, Zeten) wurden den jewelligen Bedingungen
angepasst. Die Hybridiserungstemperatur wurde so gewdhlt, dass se etwa 2 °C unter der



E Material und Methoden 84

gexcchétzten Schmeztemperatur der Primer lag. Das Standard-PCR-Programm  umfasste
folgende Schritte:

I. Initide Denaturierung: 94 °C,4min

I1. Temperaturzyklus (25-35 Zyklen):
Denaturierung (94 °C, 1 min)
Hybridiserung (58-64 °C, 1 min)
Verldngerung (72 °C, 30-120 sek)

[1l. Terminde Verlangerung: 72°C, 10 min

IV. Kilhlung auf 4 °C

2.18 Rever se Transkriptase-Reaktion

Die reverse Transkriptase (RT) ist ein Enzym, das RNA in DNA umschreiben kann. In dieser

Arbet wurde fir die RT-Resktion Gesamt-RNA verwendet. FUr die Retranskription in cDNA
wurden Hexanukleotide (p(dN)s) gewahlt, die wahrend der Reaktion an beliebigen Stellen der

RNA binden und so die Synthese vidler cDNA-Strénge ermdglichen.

Fir die RT-Resktion wurden 400 ng Gesamt-RNA eingesstzt und nach dem folgenden
Protokoll in cDNA umgeschrieben:

0,5 il 20 mM dNTP-Mix

1 pl S0 pM p(dN)e

0,5 I M-MLV-Transkriptase (Promega)

2 Ul 5x RT-Puffer

0,5 pl RNASN (40 U/ul; Promega)

400 ng Gesamt-RNA

Wasser auf 10

1 h Inkubation bei 37 °C

Die Ansdtze wurden anschlief3end zur PCR eingesetzt.

Die PCR-Produkte wurden in Agarosegeen gedektrophoretisch aufgetrennt und  die
entsprechende DNA-Bande aus dem Gd duiet. Die Amplifikate wurden in den Vektor

pGemTeasy nach Angaben des Hergtellers (Promega) ligiert.

2.19 Transformation von E. coli-Zellen

2.19.1 Hersdlung kompetenter E. coli-Zdlen fir die Elektroporation

1 | LB-Medium wurde mit 5 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C mit 250 UpM
kultiviert, bis eine ODgpo von 0,5 ereicht war. Die Zdlen wurden auf Eis abgekihlt und dann
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bel 3000 x g und 4 °C zehn Minuten abzentrifugiert. Das Pdlet wurde zweimad mit insgesamt
11 autoklaviertem, eskatem Wasser gewaschen. Anschlielend wurden die Zdlen mit 50 ml
15 %igem autoklavierten, eskdtem Glycerin resuspendiert und bei 3.000 x g und 4 °C
pelletiert. Nach erneutem Resuspendieren in 1 bis 2 ml 15 %igem Glycerin wurden 50 pl
Aligoutsin flissgem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.19.2 Trandormation von E. coli-Zdlen mittels Elektroporation

Zur Trandormation wurden die Zdlen (50 pl) auf Eis aufgetaut und 1 pg Plasmid-DNA oder
die Hafte enes Ligaionsansatzes zupipettiert. Nach zehn Minuten wurde das Zdl-Plaamid-
Gemisch in eine eiskdte Elektroporationskiivette gefiillt und die Zdlen b 200 W, 2,5 kV und
25 YF trandformiert. Anschlief¥end wurden die Zdlen in 1 ml SOC Medium [Sambrook et al.,
1989] aufgenommen, 45 Minuten bel 37 °C inkubiet und 50 und 250 pl Aliquots auf die
entsprechenden Selektionsagarplatten ausplattiert.

2.19.3 E. coli-Dauerkulturen

Wichtige Trandformanten werden ads Dauerkultur konserviert. Dazu wurden diee ds
Ubernachtkultur in LB-Sdektions-Medium angezogen, peletiet und mit 15 %igem Glyoerin
resuspendiert und bei —80 °C eingefroren.

3. Proteinchemische und immunologische M ethoden

31 Induktion und Extraktion rekombinanter Proteine

Fur die Expresson rekombinanter Proteine unter der Kontrolle des durch IPTG induzierbaren
f T7p-Promotors wurden die E. coli Stdmme BL21(DES3), XL1 blue und M15 verwendet.
Ubernachtkulturen der entsprechenden  Transformanten wurden 1:100 in LB-Medium  mit
100 pg/ml Ampicillin verdiinnt, und bis zu ener ODgpp von 0,7 unter Schitteln (250 UpM)
inkubiert. Die Expresson rekombinanter Proteine wurde zu diesem Zetpunkt durch Zugabe
von 05 mM IPTG (Endkonzentration) induziert, die Zdlen wurden anschlieRend weitere 4 h
be 37 °C geschittedt und nach der Ernte durch Zentrifugation (10.000 x g, 10 min) in LySs-
Puffer resugpendiert. Hier i zu unterscheiden, ob das pQE- oder pGEX-2T- Expres
gonssystem verwendet wurde. Das Produkt der Expresson mit dem pQE-System it das in
den Vektor kloniete Proten in Fuson mit enem ,6His-Tag‘. Diesr emoglicht die
afinitéschromatographische Reinigung  des  Proteins  mit  ,NiNTA-Sepharose®.  Bel
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Vewendung des Vektors pGEX-2T ig das exprimierte Protein mit GlutathionS-Blotase
fusoniert, um die Reinigung mit Glutathion- Sepharose zu erleichtern.

311 Reinigung rekombinanter Proteine nach Qiagen (pOE-System)

Das Pdle wurde in 4 ml Lyss-Puffer/g Feuchtgewicht Bakterien resuspendiert und mit
1 mg/ml Lysozym 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach sechamdiger Ultraschdlbehandlung
fir jewels zehn Sekunden wurde das Lysat fur 30 Minuten be 10000 x g und 4 °C
aozentrifugiert. Zu 4 ml des Ubersands wurde 1 ml dner mit Lyss-Puffer &quilibrierten
50 %igen Ni-NTA-Sepharose gegeben und eine Stunde bel 4 °C unter Schitteln inkubiert.
Anschlielfend wurde ene Minute ba 1000 x g und 4 °C abzentrifugiert und die Sepharose
funfma mit dem doppdten Volumen Wasch-Puffer gewaschen. Danach wurde finfma mit
@nfachem Volumen Elutions-Puffer duiert, wobe nach jeder Pufferzugabe funf Minuten
inkubiet wurde. Die enzenen Fraktionen wurden mittds SDS-Polyacrylamid- Gelelektro-
phorese (s. Abschnitt E 3.4) andysert.

Lyss-Puffer: Wasch-Puffer: Elutions- Puffer:
50 mM NaH,PO4 50 mM NaH,PO4 50 mM NaH,PO4
300 mM NaCl 300 mM NaCl 300 mM NaCl
10 mM Imidazol 20 mM Imidazol 250 mM Imidazol
mit NaOH pH 8 eingellen mit NaOH pH 8 eingtellen mit NaOH pH 8
engddlen
312 Reinigung rekombinanter Protelne mit pGEX-2T-Expressonssystem

[Smith, 1993]

Das Zdlpdlet von 20 ml Bakterienkultur wurde in 10 ml Puffer A resuspendiert und mit 10 pl
IM DTT und 1mg Lysozym versatzt. Nach funfzehnminltiger Inkubetion auf Eis wurde das
Lysat dreimd fir jewels 20 Sekunden mit Ultraschdl behandelt und eine Stunde bei 18.000
UpM und 4 °C zentrifugiet. Der Uberstand wurde zu 100 pl mit Puffer B &quilibrierter
Glutathionr Agarose-Matrix gegeben, die Mischung wurde mit 1 % Triton X100 versetzt und
30 Minuten ba 4 °C geschittdt. Nach enminitiger Zentrifugation be 700 UpM wurde
enma mit Puffer B und 1 % Triton X100 und danach zweimd nur mit Puffer B gewaschen.
Ansthlie®end efolgte die Elution. Hierzu wurden drema 6-8 mg Glutathion in Resk-
tionsgefdlen abgewogen und unmittelbar vor der Verwendung in 2 ml Puffer C gelést. Diese
Losung wurde mit der Matrix vermischt, zwel Minuten inkubiert und abzentrifugiert (700
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UpM, 1 min). Dieser Vorgang wurde dreima wiederholt und die proteinhdtigen Ubersténde
mit SDS- Polyacrylamid- Gelel ektrophorese (s Abschnitt E 3.4) andysert.

Puffer A: Puffer B: Puffer C:

25 mM TrigHCI (pH 7,5) 25 mM TrigHCI (pH 7,5) 1M TrigHCI (pH 8,0)
05mM EDTA 05mM EDTA 100 mM NaCl

ImM DTT 1mM DTT

10 % Sucrose

3.2 Herstellung von Proteinhomogenaten aus Organen der Maus

Die Organe wurden durch zervikde Didokation gettteten Tieren enthommen und entweder
sofort weiterverarbeitet oder zur Lagerung in flissgem Stickstoff schockgefroren und  bei
-80°C gdaget. 100 mg Organgewebe wurde mit 6 Volumen katem TEDABP-Puffer
versetzt, mit enem UltraTurrax homogeniset und zehn Minuten auf Eis inkubiert.
Anschlielend wurde das Homogenat zentrifugiert (30.000 x g, 20 min) und Uberstand und
Pelet analyset bzw. ba -80 °C gdaget. Um mehrmadiges Auftauen zu vermeden, wurde
das Homogenat diquotiert.

TEDABP-Puffer: 10 mM Tris-HCl (pH 8,0)
1mM DTT
1mM EGTA
0,02 % Natriumazid
1 mM Benzamidin
0,5mM PMSF

3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinbestimmungen wurden nach der von M. M. Bradford (1976) beschriebenen Methode
durchgefiihrt. Diese Methode berunt auf der Bindung von Coomasse ,Brilliant Blue® G 250
an Proteine. Dadurch wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm nach 595 nm
verschoben. Zur Ergtdlung der Eichkurve wird Rinderserumabumin ds Standard verwendet.
Sowohl fUr die Probe ds auch fur den Standard wurden fir jeden Ansatz 33 ul Proteinlésung
mit 33 pl Wassr versetzt. Anschliefend wurde 1 ml Bradford-Resgenz (Sigma) hinzu-
gegeben und nach finf Minuten die Extinktion bae 595 nm im Photometer gemessen.
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34 SDS-Poalyacrylamid-Gelelektrophor ese (SDS-PAGE) [Laemmli, 1970]

Fur die diskontinuierliche Polyacrylamidgeleektrophorese wurden 10 bis 15 %ige Trenngde
in @ner GrolRe von 7,5 cm x 10 cm x 0,05 cm mit 5 %igem Sammelgd verwendet (Sehe
Tabdle E 1). Zu den aufzutrennenden Proteinlésungen wurden je nach Bedaf unterschied-
liche Mengen an 5 x SDS-Probenpuffer gegeben und die Mischung finf Minuten auf 95 °C
erhitzt. Die Auftrennung der Proteine erfolgt bal ener Spannung zwischen 100 und 180 V in

1 x SDS-PAGE-Laufpuffer. Als Standard diente en Gemisch von Proteinen definierter
Molekilmassen. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine entweder mit Coomassie-Blau
(s. Abschnitt E 3.6) gefarbt oder durch Western-Blot (s Abschnitt E 3.5) auf Nitrocdlulose
Ubertragen.

Trennge Sammelgd

10% | 12% | 15% 5%
Aaylamid® 30:0,8 [ml] 19,7 | 23,6 30 34
1,5M Tris-HCl pH 8,8 [ml] 16 16 16
0,5M Tris-HCl pH 6,8 [ml] 2
10 % SDS [ul] 500 | 590 | 590 200
TEMED [] 23 23 23 8
10 % APS[pl] 165 | 165 | 165 80
Wasser [ml] 235 | 196 | 132 14,3

Tab. E 3.1: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele ¥ Mengenangaben fiir 12 Minigele;
2 Acrylamid : Bisacrylamid

5 x SDS-Probenpuffer: 10 x SDS-PAGE-Laufpuffer:
25ml 1M TrigHCl, pH 6,5 0,25 M Tris

4,0 ml 10 % Natriumdodecylsulfat 1,9 M Glycin

2,0 ml Glycerin 1 % Natriumdodecylsulfat

1,0 ml 14,3 M b-Mercaptoethanol
200 pl 10 % Bromphenolblau

Mol ekilmassenstandard:

LMW-Marker (Pharmacia) (kDa):  94; 67; 43; 30; 24; 20,1; 14,4
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35 Wester n-Blot

Mit Hilfe des Semi-Dry-Blot-Verfarens [Kyhse-Andersen, 1984] werden Proteine aus
Polyacrylamidgelen auf Membranen Ubertragen. Diese Methode zeichnet sch durch ene
relaiv kurze Tranderdauer, hohe Trandfereffizienz und geringen Pufferverbrauch aus. Nach
der Elektrophorese wurde das SDS-Polyacrylamidgel kurz in Western-Blot-Puffer inkubiert.
Die Ubertragung der Proteine efolgte auf eine Nitrozdlulosemembran be 13 V fir finfzehn
Minuten.

Western-Blot- Puffer: 25mM TrigHCI (pH 8,5)
190 mM Glycin
20 % Methanol
0,02 % SDS

3.6 Protein-Farbung

a) Coomeassie-BlauFarbung:

Minigde (75 cm x 10 cm x 05 cm) wurden mindestens finfzehn Minuten in Farbe 6sung
geschittelt. Nicht gebundener Farbstoff wurde anschlieffend durch  Schitteln in - einer
Entfarberl6sung ausgewaschen.

Farbel Gsung: Entfarber:

0,1 % Coomassie-Brilliant-Blau R 250 10 % Ethanol
50 % Ethanol 7 % Essgsiure
10 % Essigséure

vor Gebrauch filtrieren

b) Ponceau S-Anféarbung von Proteinen auf Nitrocdlulose:

Die Nitrozdlulosemembran wurden nach beendetem Protein-Trandfer fir ene Minute in der
Farbedsung inkubiert und anschlief?end kurz in Wasser geschiittelt, bis die Proteinbanden
gchtbar waren. Die Entfé&rbung efolgte durch kurzes Waschen mit Wasser, gefolgt von
Inkubation mit NCP-Puffer.

Férbelsung: 2 g Ponceau S-Farbgtoff (Sigma) gdést in
100 ml 3 %ige Trichloressgsiure
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3.7 Immunmarkierung und Detektion von Proteinen auf Nitrozellulose

Nitrozelulosemembranen wurden nach dem Proten-Trander Uber Nacht mit 1 % Mager-
milchpulver in NCP-Puffer abgeséttigt. Danach wurden se mit Hybridomaiibersténden oder
polyklonden Antiseren fir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht be
4 °C inkubiert. Anschlief?end wurde die Membran sechamd fur funf Minuten mit NCP-Puffer
gewaschen. Danach efolgte die Inkubation der Membran mit einem sekund&en Antikorper
(1:20.000 in NCP-Puffer verdinnt) fir eine Stunde be Raumtemperaiur. Im Rahmen dieser
Arbeit handdte es sch um enen Meerrettich-Peroxidase-gekoppeten Ziege-anti-Maus- oder
Ziege-anti-Kaninchen  1gG-Antikdrper. Nicht gebundene Antikdrper wurden durch sechs-
faches Waschen mit NCP-Puffer fir je finf Minuten entfernt. Die Immunmarkierung wurde
mit Hilfe von Chemilumineszenz gchtbar gemacht. Dabel oxidiet die am sekunddren
Antikorper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase Luminol, was zu ener Lichtresktion bel
430 nm fuhrt. Diese verursscht ene Schwarzung des Rontgenfilms. Die Membran wurde kurz
in der Luminollésung inkubiert und en Rontgenfilm fir fonf Sekunden bis 30 Minuten
exponiert.

Luminal: 2ml 1 M TrigHCI (pH 8,0)
200 ul (0,25 M in DMSO) 3-Aminongphthylhydrazid
89 ul (0,1 M in DMSO) p-Cumarsaure
18 ml Wasser
6,1 il 30 %ige HoO,-Ldsung

3.8 Produktion und Renigung polyklonaler anti-Peptid-Antikorper [Walter
et al., 1980]
3.8.1 Kopplung von Peptiden an KLH

Die zuvor auf ihre Hydrophilitdt Uberpriften [Kyte und Dooalittle, 1982] kauflich erworbenen
Peptide (ZMMK-Service-Labor) wurden zundchs an  ,Keyhole Limpet Hemocyaning'
(Haemocyanin der Schnecke Megathura crenulata, KLH), gekoppet. KLH dient ds Tréger-
protein, um Uberhaupt ene Immunantwort hervorzurufen. Es wurde mit  Glutarddehyd
gekoppelt, welches Peptid und Tragerprotein Uber Aminogruppen verknipft. In einem 15 ml-
Glasréhrchen wurden 10 mg KLH in 2 ml Bora-Puffer (pH 10,0) unter Schitteln gelost.
Ansthlielfend wurden 10 pg Peptid zugegeben und langsam unter Rihren mit 1 ml ener
0,3 %igen Glutarddehyd-Losung versetzt. Nach zweistindigem Rihren bei Raumtemperatur
wurden 250 pl 1 M Glycn zugegeben und eine hdbe Stunde weter gerthrt um  Uber-
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schiissges Glutarddehyd abzufangen. Die Resktiondésung wurde anschlief3end Uber Nacht
be 4 °C gegen 3 | Phosphatpuffer (pH 8,0) didysert. Am né&chsen Morgen wurde der
Didysepuffer gewechsdt und fir wetere vier Stunden didyset. Das Protein-Peptid-
Konjugat wurde bis zur Immuniserung bel 4 °C gelagert.

Borat-Puffer (pH 10,0) 0,1 M: 0,618 g Borsdure
95 ml Wasser zugeben und mit 10 M NaOH pH 10,0
eingdlen, anschliel?end mit Wasser auf 100 ml aufftillen

Phosphat-Puffer (pH 8,0) 20 mM : 18,64 m 1 M NapHPO,4
1,36 ml 1 M NaH>PO4
mit destilliertem Wasser auf 1 | auffiillen

Glutard dehyd-L 6sung: 120 ul 25 % Glutaradehyd
9,88 ml Borat-Puffer (pH 10,0)
unmittelbar vor Gebrauch ansetzen

382 Immuniserung

Die Immuniseung wurde von der Firma Eurogentech in Belgien durchgefhrt. Immunisert
wurden zwe Kaninchen je Peptid. Zundchgst wurden eiwa 5 ml Prammunserum pro Tier ent-
nommen. Anschliefend wurde jedes Tier mit 200 pg Peptid-Protein-Konjugat dremd im
Abstand von zwei Wochen immuniset. Finf Wochen nach der egen Immuniserung
efolgte die Entnahme von ewa 5 ml Serum und nach acht Wochen eine weitere Im-
muniserung. Nach weteren 10 Tagen wurden etwa 20 ml Serum entnommen. Alle Seren
wurden mit Western-Blot (s. Abschnitt E 35) andyset. Solange kene genligende
Immunresktion nachgewiesen werden konnte, wurde die Immuniserung in - monatlichen
Abgténden wiederholt. Wenn ausreichend Antikorper im Serum nachweisbar war, wurden die
Tiere getGtet, um das Antiserum vollsténdig (50-70 ml) zu entnehmen.

3.8.3 Reinigung

Die Reinigung efolgte in dra Schritten. Zunéchgt wurde das Antissrum zur Entfernung von
nicht-Protein-Antellen mit Ammoniumaulfa gefdllt. Nach ener Aufreinigung dler  Immuno-
globuline mit Protein-A-Sepharose wurde dann der AntikOrper mit  Affinitétschromatographie

gereinigt.
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Ammoniumsulfatfdlung:

20 ml gefrorenes Antissrum wurden Uber Nacht bel 4 °C aufgetaut und unter sténdigem
Rihren innerhadb ener hdben Stunde mit 22 ml gesdtigter Ammoniumsulfatiésung  versetzt.
Anschlief?end wurde vierundzwanzig Stunden bel 4 °C gerthrt und das Prézipitat zwanzig
Minuten bel 8000 UpM und 4 °C abzentrifugiert.

Gesditigte Ammoniumsulfatl Gsung: 541,77 g Ammoniumsulfat
Unter Rihren in dest. Wasser (25 °C) geben, bis
gch nichts mehr 16t

Protein-A-Sepharose-Saule:

Das Pdlet der Ammoniumsulfai-Fdlung wurde in 40 ml Didysepuffer, pH 89 gddst und
Uber Nacht be 4 °C gegen 2 | Didysepuffer didysert. Der Puffer wurde zweimd vollstandig
gewechsdt. Das Didysat wurde zwanzig Minuten be 10.000 UpM und 4 °C zentrifugiert und
der Niederschlag verworfen. Der Uberstand wurde mit festem NaCl versetzt, bis eine

Konzentration von 3 M erecht war. Diese Lésung wurde ba 4 °C auf ene Protein-A-
Sepharose-Saule aufgetragen und auf diesr mit ener Perigatikpumpe mit einer Durch
flussgeschwindigkeit von 5 mi/h Uber Nacht zirkuliet. Danach wurde die Saule mit 100 ml
Waschpuffer gewaschen und die Immunoglobuline mit 0,1 M Zitronensdure pH 35 in 25
Fraktionen von 1 ml duiet. Fir die Elution war die Perigdtikpumpe auf einen Durchfluss
von 5 ml/h eingesdlt, die Fraktionen wurden durch Vorlage von 100 pyl 2 M Tris pH 9,0
neutrdidgert. Die Saule wurde zur Regeneration mit 0,1 M Zitronensdure pH 3 gewaschen, bs
der Durchfluss einen pH Wert von 8,9 aufwies.

Die OD der gesammeten Fraktionen wurde be 280 nm gegen Elutionspuffer gemessen.
Fraktionen mit einer ODogo grofer 1,5 wurden weiter verwendet, die Ubrigen verworfen. Die
Antikorperlosungen wurden gegen 1 | PBS Uber Nacht be 4 °C didyset. Die Reinigung
wurde mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (s. Abschnitt E 3.4) Uberprift und die
Proteinkonzentration bestimmt (s. Abschnitt E 3.3).

Didysepuffer: Waschpuffer:

100 mM Tris (pH 8,9) 100 mM Tris (pH 8,9)
3M NaCl

Saulenmaerid :

1,5 g Protein-A-Sepharose 4 CL B
20 min. bel Raumtemperatur in dest. Wasser quellen
blasenfrel in Saule giel¥en, ba 4 °C mit Waschpuffer aquilibrieren
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Affinitdtsreinigung:

600 pl CNBr-4B-Sepharose wurden mit 200 ml 1 mM HCI aktiviet und 1 mg rekombinantes
Antigen in Kupplungspuffer wurden tUber Nacht be 4 °C an diese Matrix gekoppdt. An-
schliellend wurde bel 1000 x g abzentrifugiert und zur Absittigung freier Bindungsstellen
zwel Stunden mit 0,1 M TrigHCI pH 80 be Raumtemperatur inkubiert. Die Matrix wurde in

ene Chromatogrgphiesdule gegossen und nacheinander mit dem zehnfachen Sdulenvolumen
der folgenden Puffern gewaschen:

0,1 M Natriumacetat (pH 4, 0), 5M NaCl
0,1 M Trig/HCI (pH 8, 0), 5M NaCl

10 mM TrigHCI (pH 7,5)

100 mM Glycin (pH 2,5)

10 mM TrigHCI (pH 8,8)

100 mM Triethylamin (pH 11,5)

10 mM TrigHCl (pH 7,5)

1 ml der Antikdrperlésung wurde 1,5 Stunden bei 15.000 x g und 4 °C zentrifugiert und der
klare Uberstand mit 9 ml 10 mM TrigHCI, pH 7,5 verdinnt. Diese Lésung wurde bei 4 °C
auf die Affinitdtssiule aufgetragen und auf diessr mit einer Perigtatikpumpe mit ener Durch
flussgeschwindigkeit von 5 mi/h Uber Nacht zrkuliet. Anschlief?end wurde mit dem zehn-
fachen Saulenvolumen 10 mM TrigHCI, pH 7,5, 05 M NaCl gewaschen. Die Antikorper
wurden mit 100 mM Glycin pH 25 in 25 Fraktionen von 200 pl duiert. Fir die Elution war
die Perigdtikpumpe auf enen Durchfluss von 5 ml/h engesdlt, die Fraktionen wurden
durch Vorlage von 200 pl 1 M TrigHCl pH 8,8 neutralisert. Andog wurde nachfolgend mit
100 mM Trigthylamin pH 115 duiet. Die OD de gesammeten Fraktionen wurde bel
280 nm gegen Elutionspuffer gemessen um die antikOrperhdtigen Fraktionen auswéhlen zu
kdnnen.
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4, Kultur von Dictyostelium discoideum

4.1 Anzucht in Flissgmedium

AX2 und Trandormanten wurden von SM-Agaplaten in AX2- Medium angempft. Um die
Kulturen von Klebsiella aerogenes zu befreien, wurden die D. discoideum Zdlen in
Dihydrogtreptomycinsulfat (40 pg/ml) enthdtendes Medium  Uberfihrt. Die Generationszeit
von AX2-Zdlen in Schittelkultur betrug in 300 ml Kulturen be 21 °C und 160 UpM etwa
neun bis zehn Stunden. Be dlen zdlbiologischen Untersuchungen wurden die Zdlen bis zu
@ner Dichte von maximad 5 x 10° Zele/ml angezogen. Ab dieser Zeldichte beginnt des
Wachstum in die stationére Phase Uberzugehen.

4.2 Anzucht auf Agarplatten

Zum Klonieren von Trandformanten wurden SM-Agarplatten verwendet. Hierzu wurden je
0,1 ml ener dichten K. aerogenes Suspenson in SdzlGsung auf vorgetrockneten SM-Platten
ausgedtrichen, die D. discoideum-Zdlen ausgebracht und die Platen ba 21 °C ca 3 Tage
inkubiert. Die Generationszeit betrug hierbel 3 bis 4 Stunden. D. discoideum Kolonien zeigten
sgch ds klae Fresshife auf dem Bakterienrasen. Die Klone konnten auch mit Hilfe enes
Animpfstébchens auf SM-Platten Ubergeimpft werden, die zuvor mit K. aerogenes bestrichen

worden waren.

4.3 Anzucht in Bakteriensuspension

Zunichs wurde ene Suspenson von 10 Bakterieml in Strensen-Phosphat- Puffer
angesetzt. Hierzu wurden entweder Klebsiella aerogenes angezogen und vor der Verwendung
autoklaviert oder lebende E. coli B/r [Rivero et al., 1996] verwendet. 5 ml dieser Suspen

sionen wurden mit 5 x 10* Zelen/ml der verschiedenen D. discoideum- Stamme angeimpit.

4.4 Einfrieren von D. discoideum-Zellen

Zur Konsarvierung von D. discoideum-Zdlen wurden axenisch gewachsene Zdlen geerntet
und mit ener Dichte von 5 x 10’ Zdlewml in dskatem Einfriemedium aufgenommen. Die
Zdlsuspenson wurde in 1 ml Aliquots auf Einfrierrdhrchen (Nunc, 1,8 ml) vertelt, die zwel
Sunden auf Eis gehdten wurden. Nach weteren zwel Stunden be —20 °C wurden die
Ampullen ba —80 °C gdaget. Um eingefrorene Zdlen wieder anzuziehen, wurde ein Aliquot
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aufgetaut, die Zdlen mit kdtem AX2-Medium gewaschen und der Inhdt auf eine SM-Platte,
auf der zuvor 01 ml ene dichten K. aerogenes Suspenson in SdzlGsung ausgestrichen
wurden, Uberfihrt.

Einfriermedium:; 9 ml AX2-Medium
1 ml DMSO
1 ml Pferdeserum (Oxoid)

45 Transformation von D. discoideum

Das Einfihren von DNA wurde nach dem Elektroporaionsverfahren von P. K. Howard
vorgenommmen [Howard et al. 1988]. D. discoideum-Zdlen wurden bis zu einer Dichte von
2 bis 3 x 10° Zdlen/ml kultiviert, durch Zentrifugation be 720 x g geerntet und einma mit
kaltem SoerensenPhosphat-Puffer, pH 6,0, sowie ein weteres Ma mit katem Elektro-
porationspuffer gewaschen. Danach wurden die Zdlen mit einer Dichte von 1 x 10° Zdlen/ml
in eiskdtem Elektroporationspuffer suspendiert. 500 pl dieser Zdlsuspenson wurden zusam-
men mit 15 bis 30 pg des zu trandformierenden Vektors in ene Elektroporationskivette
pipettiert und bei 200 W, 0,9 kV und 3 pF. Danach wurden die Zdlen in eine Petrischae
Uberfihrt und zehn Minuten be Raumtemperatur inkubiert. Anschlie?end wurde CaClh, und
MgCh zu ener Endkonzentration von 1 mM tropfenweise ds Ldsung hinzugegeben. Nach
finfzehn Minuten lechtem Schitteln (50 UpM) be einer Temperatur von 21 °C wurden
10 ml AX2-Medium zu den Zdlen pipettiert. Es schloss sch eine 24-glindige Inkubation bel
21 °C an, bevor Selektionsdruck mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgelibt wurde,

Elektroporationspuffer: 50 mM Saccharose
10 mM Kaliumphosphat (pH 6,1)

5. Zellbiologische M ethoden

51 I ndir ekte |mmunfluoreszenz von D. discoideum-Zellen

Zum Nachwes der intrazdlul&en Vertelung von Protenen wurden Zdlen fixiet und mit
monoklonalen Antikorpern markiert. Anschlief3end wurde die Vertellung des ersen Anti-
korpers mit enem fluoreszierenden zweten Ziege-anti-Maus-Antikorper sSchtbar  gemacht.
Zdlkerne wurden durch 4, 6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) markiert. Fir die Immunfluo-
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reszenzmarkierung wurden vegetative Zedlen verwendet. Zdlen der Wachstumsphase wurden
bis zu dner Zdldichte von 2-5 x 10° Zdlen/ml angezogen, abzentrifugiert (4 min, 780 x g,
4 °C), in Phosphapuffer gewaschen und auf eine Dichte von 1 x 10° Zdlenml eingestdlt.
200 pl dieser Zdlsuspensdon wurden auf en Deckglaschen (Durchmesser 18 mm) pipettiert
und die Zdlen finfzehn Minuten abstzen gdassen. Nach Absaugen der  Uberschiissgen
Flisagket wurden die Zdlen entweder mit kdtem Methanol oder mit ener Paraformd-
dehyd/Pikrinsaure Losung fixiert. Fur die Methanolfixierung wurden die Deckglaser fur zehn
Minuten in =20 °C kdtes Methanol gegeben. Be Fixierung mit Paraformadehyd/Pikrinséure
wurden die Deckgldser mit je 300 pl ener Paraformaldehyd/Pikrinsaure Losung Uberschichtet
und dreiig Minuten bel Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde das Fixierungamittd
abgezogen und die Deckgldser funf Minuten mit 10 mM PIPES, pH 6,0 gewaschen. Die
nachfolgende Behandlung efolgte be beden Fixierungsmethoden gleich. Die Deckgléser
wurden 3 x 5 Minuten mit PBSGlycin und 2 x 15 min mit PBG gewaschen und fir 1-3
Stunden mit dem Antikérper enthdtenden Hybridomalbersand inkubiert. Der ergste
Antikorper wurde entfernt, die Prgparate 6 x 5 Minuten mit PBG gewaschen und fir ene
Stunde mit enem Huoreszenzfarbstoff-gekoppelten anti-Maus-Antikérper  und DAPI (1:1000
Verdinnung in PBG) inkubiert. Nach 2 x 5 Minuten Waschen mit PBG und 3 x 5 Minuten
Waschen mit PBS wurden die Prgparate kurz in Wasser getaucht, anschlief®end in Gevatol
eingebettet und zum Aushérten Uber Nacht bel 4 °C aufbewahrt.

PBSGlycin: 50 mM Glycinin 1 x PBS
Paraformadehyd / Pikrinsiure: 0,4 g Paraformadehyd in 7 ml H,O ba 40°C mit 2-3

Tropfen NaOH (2 M) 16sen und 10 ml PIPES (20 mM,
pH 6,0) und 3 ml geséttigte Pikrinsaure zugeben.

Gdvatal: 20 g Gelvatol 20-30 (Polyvinylglykol, MW 10.000)
in PBS 16 h riihren 40 ml Glycerin zugeben, 16 h
rdhren
5 min bel 12.000 x g zentrifugieren
25 ng/ml DABCO [Langanger et al., 1983] zum
Uberstand geben
Lagerung diquotiert be —20 °C
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5.2 Indirekte Immunfluoreszenz von D. discoideum-Zelen mit phagozytierten

Hefen

D. discoideum-Zdlen wurden wie berets beschrieben (s. Abschnitt E 5.1) auf Deckgléschen
gebracht und abdtzen gelassen. Nach finfzehn Minuten wurde die Hussgket entfernt.
Unmarkierte Hefen mit dner Zdldichte von 1 x 10° Zdlen/ml wurden 1:10 in Soerensen
Phosphat-Puffer verdinnt. 300 ul der Hefesuspenson wurden auf die Deckglaschen pipettiert,
anchlielfend wurde dreiflig Minuten inkubiert. Danach wurden die Zdlen mit Methanol oder
Paraformaldehyd/Pikrinsdure fixiert (s. Abschnitt E 5.1)

5.3 Hyper- und Hypoosmotischer Schock

D. discoideum-Zellen des Wildtyps AX2 sowie der Mutanten 34°, B1 und FG2 wurden wie
bel den Experimenten zur indirekten Immunfluoreszenz (s Abschnitt E 5.1) auf Deckgl&schen
gebracht und absitzen gelassen. Fir den hyperosmotischen Schock wurden 300 pl einer 0,4 M
Sorbitollésung auf die Deckgldschen pipettiert, fir den hypoosmotischen Schock wurden
dattdessen 300 pl deionisertes Wasser verwendet. Es wurde eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Als Kontrolle dienten in AX2-Medium inkubierte Zellen. Nach der Inkubation
wurden die Zdlen mit Methanol fixiet und mit monklonden Hybridomalberstdnden von
anti-AktinrAntikorper mAK  Act 1-7, anti-ComitinrAntikorper mAK 190-340-2, anti-PDI-
Antikorper mAk 221-135-1, anti-V/H'-ATPase-Antikorper mAK 221-35-2, anti-Vakuolin-
Antikbrper mAk 221-1-1 und anti-Kohlenhydrat-Epitop-lysosomder Enzyme mAk 221-342-5
markiert.

54 Fluor eszenzmikr oskopie

Fur die konfokale Lasermikroskopie wurde ein von der Fa Leica entwicketes CLSM-SP-
Mikroskop benutzt, das optische Schnitte durch die Préparate erlaubt. Die Préparate konnten
bei 63-facher VergroRerung (PL APO 63x/1,32-0,6/ Ol) betrachtet werden. Das Gerédt ist mit
enem Kryptort (565 nm) und einem Argonlaser (488) ausgedtaitet und ermoglicht eektro-
nische Anregung be unterschiedlichen Wdlenlangen. Der Emissonsbereich des zu empfan
genden Signds kann durch ein softwaregesteuertes Spektraphotometer eingegrenzt werden,
s dass Kreuzanregungen durch die beiden Laser verhindert werden konnen. Die Daten

wurden mit dem Bildverarbeitungssystem der Fa. Leica weiterverarbeitet.
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55 Phagozytose von fluoreszenzmarkierten Hefen [Maniak et al., 1995]

Zur Hergdlung fluoreszenzmarkierter YSC-Hefen (Sgma) wurden 5 g Hefen in 50 ml PBS
suspendiert und dreilig Minuten unter Rihren erhitzt. Anschliefend wurden die Zdlen
funfma mit PBS und danach zwemd mit SoerensenPhosphat- Puffer gewaschen. Es wurde
eine Zdldichte von 10° Zelen/ml eingestdlt. Aligouts lassen sich bei dner Temperaur von
—20 °C aufbewahren. Zur Fluoreszenzmarkierung wurden 2 x 10 dieser vorbereiteten Zellen
in 20 ml 50 mM NaHPOs-L6sung, pH 9,2, die 2 mg TRITC enthdt, resuspendiert und
drelig Minuten ba 37°C rotiet. Die Hefezdlen wurden zweimd mit Natriumhydrogen
phosphat-Puffer und anschliefend  vieemd mit  SoerensenPhosphat-Puffer  gewaschen.
Aliquots von 10° Zelen/ml wurden in SoerensenPhosphat-Puffer bei einer Temperatur von
—20 °C aufbewahrt. Um die Huoreszenz nicht phagozytierter Hefen zu quenchen, wird ene
Trypan BlarLosung vewendet. Dazu wird Trypan Blau in ener Endkonzentration von
20 mg/ml in 20 mM Natriumcitratlésung, die zusdizlich 150 mM NaCl enthdt, gelost. Der
pH-Wert wird auf 45 engesdlt. Die Losung wird dreilig Minuten be Raumtemperatur
gerthrt, dann filtriert und anschliel?end durch einen Flter mit einer Porenweite von 045 pm
gepresst. D. discoideum-Zdlen wurden mehr ds funf Generationen in axenischem Medium
bis zu einer Zdldichte von 5 x 10° Zdlen/ml kultiviert. Nach Zentrifugation bei 720 x g firr
zwel Minuten be Raumtemperatur wurden die Zdlen enmd mit SoerensenPhosphat- Puffer
gewaschen, erneut zentrifugiert und anschliel?end in demsdben Puffer zu ener ODgpo VoOn 0,5
resugpendiert. Nach zehnminitiger Inkubation ba 21 °C auf enem Schittler ba 160 UpM
wurden 20 ml Zdlsugpenson mit 200 ul fluoreszenzmarkierter Hefe versetzt. Nach 0O, 15, 30,
45, 60, 90 und 120 Minuten wurde jeweils @n 1 ml Aliquot entnommen und mit 100 pl
Trypan BlarLosung versetzt. Die Mischung wurde drei Minuten geschittelt und an
schlieRend finfzehn Sekunden bei 1.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
und vollgténdig abgenommen. Das Zdlpelet wurde in 1 ml Soerensen-Phosphat- Puffer resus-
pendiet. Die Emisson wurde ba 574 nm be ene Anregungswvdlenlange von 544 nm

gemessen.

5.6 Endozytose von FITC-Dextran [Thilo und Vogel, 1980]

D. discoideum-Zdlen wurden mehr ds finf Generationen in axenischem Medium bis zu ener
Zdldichte von 5 x 10° Zellevml angezogen. Die Zdlen wurden bei 720 x g fiir zwel Minuten
zentrifugiet und in frischem AX2-Medium zu ener ODgpp von 1 resuspendiert. Nach
zehnmindtiger Inkubation bel 21 °C auf einem Schitttler bei 160 UpM wurde eine wéssrige
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FITC-Dextran-Losung zu einer Endkonzentration von 2 mg/ml zugegeben. Nach 0, 15, 30,
45, 60, 90 und 120 Minuten wurde jewells en 500 pl Aliquot entnommen. Die Proben
wurden sofort in 1 ml eskaten SoerensenPhosphat-Puffer gegeben und ene Minute bel
1000 x g abzentrifugiert. Die Zdlen wurden noch en weteres mad mit Soerensen-Phos-
phatpuffer gewaschen und anschlieflend mit 1 ml Lyss-Puffer versstzt. Die Emisson wurde
entweder sofort bel 515 nm bel einer Anregungswellenlange von 470 nm gemessen, oder die
Proben wurden bis zur Vermessung bel —20 °C gelagert.

Lyss-Puffer: 50 mM NaHPO4 (pH 9,3)
0,2% Triton X-100

5.7 Exozytose von FITC-Dextran [Thilo und Vogel, 1980]

Die quantitative Bestimmung der Exozytose von FITC gdlt die Fortsetizung der Bestimmung
der Endozytose dar. Nach zwedindiger Kultur in  FITC-Dextranthdtigen Medium
(s Abschnitt E 5.6) wurden D. discoideum-Zdlen ba 720 x g fir zwe Minuten abzen
trifugiet und zZweimd mit Soerensen-Phosphatpuffer gewaschen, um Uberschiissiges FITC-
Dextran zu entfernen. Die Zdlen wurden in dem gleichen Volumen frischen axenischen
Mediums resuspendiert, welches se vor den Waschschritten hatten. Wieder wurden nach O,
15, 30, 45, 60, 90 und 120 Minuten 500 ul Aliquots entnommen. Diese wurden genauso
behandelt wie die Proben der Endocytose und auch entsprechend gemessen.

5.8 Bestimmung der Zellgr6l3e

D. discoideum-Zellen wurden bis zu ener Dichte von 6 x 10° Zdlevml kultiviet und in
Soerensen Phosphat-Puffer gewaschen. Danach wurden die Zdlen in dem sdben Puffer re-
suspendiert und mit 20 mM EDTA versstzt. Nach engtindiger Inkubation be 21 °C und
160 UpM wurde ein Tropfen der abgerundeten Zellen auf ein Deckglaschen gebracht und die
Zdlgrole mikroskopisch bestimmt. Hierzu wurde en Mikroskop der Firma Leca (Typ
DMIL) mit aufgesetzter Kamera und das Programm DISKUS (Vers. 4.20.34) der Firma
Hilger- Software verwendet. Etwa 200 Zellen wurden fotografiert und der Durchmesser der
einzelnen Zellen mit der Software bestimmt.
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6. Methoden zum ,, Gene-Tar geting®

6.1 Préparation embryonaler Fibroblasten

Embryonen enes Neomycin-ressenten Mausstammes wurden zwischen Tag 13 und Tag 15
p.c. aus dem Uterus entnommen. Nach Entfernung von Kopf, Leber und Intestinatrakt
wurden die Embryos zur Entfernung roter Blutzdlen zwemd mit PBS gewaschen. An-
schlielfend wurden die Embryos in ener Perischde mit einer Raderklinge zerhackt. Der
Zdlbreé wurde in en 50 ml Roéhrchen Uberfihrt und zehn Minuten be Raumtemperatur in
20 ml 1 x Trypsin geschittelt. Es wurde kurz absitzen gelassen, der Uberstand abgenommen
und weiter geschittelt, das Pellet wurde erneut mit Trypsin versetzt und weitere zehn Minuten
geschitttelt. Diese Vorgehenswelse wurde s0 lange wiederholt, bis dle viskosen Zdlklumpen
geos waren. Die Trypsniserung wurde durch Zugabe von serumhatigen Medium gestoppt
und die Zdlen ba Raumtemperaur finf Minuten ba 1000 x g abzentrifugiet. Die Zdlen
wurden in 50 ml serumfreien Medium resuspendiert und mit 500 pl DNAse | (10 mg/ml) zum
Abbau von aus toten Zdlen ausgetretener DNA zehn Minuten geschiittdt. Die Zdlen wurden
abzentrifugiet und die DNAs=-Behandlung in serumhdtigen Medium  wiederholt.  Danech
wurden die Zdlen so ausplattiert, dass eine Suspension, die etwa zwel Embryonen entspricht,
auf eine 150 mm Kulturschale gegeben wurde. Die Schden wurden vierundzwanzig Stunden
in wassergesdttigter Atmosphéare und 5% CO, be 37 °C inkubiert, in dieser Zeit sollten die
Petrischden nicht bewegt werden um die Anheftung der Zelen zu gewdhrlesen. Danach
wurde bis zum Erreichen der Konfluenz téglich das Medium gewechsdt. Von jeder Plate
wurden vier Rohrchen je 1 ml in Einfriermedium ba —70 °C eingefroren [Chan und Evans,
1991]. Zur langerfrisigen Aufbewahrung wurden die Zdlen in flissgem Stickdoff geagert.
Zur Verwendung wurden die Fibroblasten wieder aufgetaut (bet 37 °C im Wasserbad), 1-2md
passagiert, bis die notwendige Zdlzahl ereicht war. Durch Zugabe von Mitomycin C
(100 pg/150 mm Kulturschde/ 20 ml EF-Medium) und Inkubation fir 2,5 Stunden bei 37 °C
efolgte die Mitose-Inaktivierung der Zelen. Die Zdlen wurden anschlieffend 3 x mit PBS
gewaschen und in einer Konzentration von 4 x 10° Zellen/90 mm Schde ausplatiert. Die so
behanddlten Zelen wurden spétestens am néchsten Tag weiter benutzt.

Medium fir embryonale Fibroblasten Einfriermedium:;
DMEM (high glucose) DMEM (high glucose)
10 % FCS 20 % FCS

2 mM Glutamin 10 % DM SO
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6.2 Kultur von embryonalen Stammzellen (ES-Zéellen) der Maus

ES-Zdlen der IB10-Linie, die Abkémmlinge der E14-Linie [Doetschmann et al., 1987] sind,
wurden af neomycinresistenten, mitosainaktivierten embryonden Fibroblasten (4 x 10°/ 90
mm Kulturschae) in wassergeséttigter Atmosphdre und 5 % CO, be 37 °C mit modi-
fizietem DMEM-Medium kultiviet. Die Zdlen wurden dle 2-3 Tage passagiert. Dazu
wurden die ES-Zdlen 3 x mit PBS gewaschen und dann mit 1 ml/ 90 mm Schae 0,05 %
Trypsn abgeldst (ca 5 min bel 37 °C), durch auf- und abpipettieren mit einer Pasteurpipette
vereinzdt, gesplittet und schlieRlich in frischem Medium ausplatiert (ca 10° Zdlev 90 mm
Kulturschae). Fur die Prgparation genomischer  DNA  wurden die ES-Zdlen aff
gelatiniserten Kulturschaen mit LIF-freaem Medium kultiviert.

ES-Zd|- Kulturmedium: DMEM (high glucose)
15 % FCS
1 mM b-Mercaptoethanal
1% 100 x MEM (non essentid aminoacids; Biochrom)
1 mM NaPyruvat
2mM Glutamin
2000 U/ml LIF
100 U/ml Penicillin/Streptomycin

6.3 Elektroporation und Selektion embryonaler Stammzellen

Die Trandektion der embryonden Stammzdlen efolgte nach enem Protokoll von
Mansouri. ES-Zdlen wurden zwel Tage nach einer Passagierung eektroporiert. Etwa vier
Stunden vor der Elektroporation wurde das Medium der ES-Zdl-Kulturen und der
embryonalen Fbroblasten gewechsdt. Die ES-Zdlen wurden trypanisert, funf Minuten be
200 x g abzentrifugiert, mit PBS gewaschen und dann ausgezahlt. 2 x 10” ES-Zdlen wurden
in 960 pl kadtem PBS resuspendiet und davon 160 pl zur Kontrolle der G418-Sdektion
ausplatiert. Die verblebende ES-Zdl-Suspenson wurde mit 25-80 pg lineariserter Vektor-
DNA versstzt und in einer Elektroporationskivette (Elektrodenabstand: 0,4 cm, Bio-Rad)
funf Minuten be 4 °C inkubiert. Anschliel®end wurde die Elektroporation mit 500 pF und
250 V mit enem Gene-Pulser (Bio-Rad) durchgefiihrt und weltere finf Minuten be 4 °C in
kubiert. Die Zdlen wurden in ES-Kulturmedium resuspendiert und auf finf mit embryonden
Fibroblasten beschichteten Kulturschden (90 mm) verteilt. 24 Stunden nach der Elektro-
poration wurde das ES-Medium gegen Sdektionsmedium (ES-Medium mit 350 pg/ml G418)
ausgetauscht. Auch die nicht eektroporierten ES-Zdlen wurden mit dem Sdektionsmedium



E Material und Methoden 102

kultiviert. Das Medium wurde téglich gewechsdt. Nach 8-10 Tagen wurden G418-resistente
ES-Zdlklone in PBS unter enem Mikroskop mit ener Eppendorf-Pipette isoliert, auf
96-Lochplatten funf Minuten in 100 ul Trypsinlésung inkubiert und nach Resuspendieren auf
48-Lochplatten in 500 yl ES-Medium auf embryonden Fibroblasten bel reduzierter G418-
Konzentration (150 pg/ml) kultiviert. Nach 3-4 Tagen wurde das Medium entfernt und die
Zellen nach waschen mit PBS trypsniet. Die verdnzdten Zdlen wurden in 600 pl
Einfriermedium (s Abschnitt E  6.1) aufgenommen. 500 pl dieser Suspenson wurden in
Einfrierrdhrchen  Uberfihrt und eingefroren. Die veblicbenen 100 pl wurden auf ge-
latinigerten 24-Lochplatten zur Pr8paration genomischer DNA bis zur Konfluenz weiter
kultiviert.
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G Summary

Fmbrins, dso known as plagins bedong to the a-adtinin-superfamily of actin-binding
proteins. They ae highly conserved from yeast to man. In vertebrates three tissue-specific
isoforms have been described. I-plagtin is expressed in epithdid cdls from the smdl integtine
and kidney, L-plasin in heemaopoietic cdls and T-plagin in dl other tissues.
Padingfimbrins &bility to bundle actin is cddum-dependent. In addition L-pladin is
phosphorylated upon gimulation by hormones, growth factors or  receptor-mediated
phagocytoss. Little is known about the function of these proteins.

The am of this work was to functiondly andyse both murine L-plagin and fimbrin from D.
discoideum.

A knockout-targeting congtruct was generated and used for transfection of embryonic stem-
cdls. For this, pats of the L-plagin-gene from Mus musculus were sequenced and mapped.
To invedigae fimbrin function in Dictyostelium various fimbrin mutations were anadysed.
Fmbrin nul-mutants and mutants in which the N-terminal cadum-binding domains were
deeted did not display any difference from the wild-type regarding cell-sze, growth under
axenic conditions or in bacterid suspenson, phagocytoss, endocytoss and exocytoss. The
digribution of actin in these mutants was undtered and the colocdization of fimbrin with
actin aong the plasma membrane, a macropinosomes and phagocytic cups was found to be
independent of the different mutations made. No dterations were observed in the distribution
of intracdlular membrane-compartments like the Golgi-apparatus, endoplasmic reticulum,
lysosomes and the contractile vacuole after hyper- or hypoosmotic stress.

Point-mutations of the potentid phosphorylation dtes a the N-terminus of fimbrin led to a
ggnificat reduction of the phagocytoss rate, indicating that the phosphorylation State of
fimbrin might be important for its function during phagocytoss.

The knockout or partid deetion of fimbrin in the background of a mutant lacking the 34 kDa
actinrbinding protein (ABP 34) was dso investigated. Phagocytoss in ABP 34 minus cdls
and in the ABP 34ffimbrin double mutant was dradticdly increased, pointing a a role for
ABP34 during phagocytoss.

The subcdlular locdization of D. discoideum fimbrin was investigated in methanol- or
paraformadehyde/picric acid-fixed cells expressng GFP-actin or GFP-L-pladtin. It could be
shown that methanol-fixation reproduces the in vivo locdization best.

A search of the Dictyostelium genome project database for fimbrin-like proteins yidded four
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candidates. They possess one (F01706) or two (F02091, R09493 and R10109) actin-binding
domains with highet homology to actin-binding domains of fimbringplastins. None of them
have EF-hands, but al have sequence dretches with coiled coil structure. Except for FO1706,
the actin-binding domans locdize a the C-terminus. FO1706 displays certain structurd

homology to cortexillin, F02091 has a PH domain and a region homologous to the N-terminus
of tdin.
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