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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Dactyostelium discordeum als Modellorganismus

Dictyostelium discoideum, eine Amobe aus der Klasse der Myxomyceten, wurde erstmalig
von Raper 1935 beschrieben |Raper (1935)] und ist heute ein weit verbreiteter Modell-
organismus zur Untersuchung des Zytoskeletts und zytoskelett-assoziierter Proteine. Als
Forschungsobjekt hat Dictyostelium einige Vorziige: Die Amdben sind einfach in axeni-
schem Medium kultivierbar, zeigen Differenzierungsvorgéinge von iiberschaubarer Komple-
xitdt und sind dariiberhinaus vielen molekularbiologischen Methoden zugénglich. Dieser
eukaryotische Organismus weist zusétzlich in Bezug auf Chemotaxis, Pseudopodienbildung,
Phagozytose sowie zelluldren Transport Gemeinsamkeiten mit motilen Zellen hoherer Or-
ganismen, wie zum Beispiel den Leukozyten und Granulozyten, auf.

Die natiirlicherweise im Waldboden lebenden Amoben erndhren sich phagozytotisch von
Bakterien und vermehren sich vegetativ. Bei Nahrungsmangel wird ein asexueller Ent-
wicklungszyklus durchlaufen, in deren Verlauf keine Zellteilung mehr erfolgt. Durch den
Nahrungsmangel ausgelost schiitten die Zellen das Chemoattraktans cAMP aus. Unter
seinem Einfluf aggregieren etwa 100000 Zellen zu einem Pseudoplasmodium (,,Slug”), der
eine distinguierte Polarisierung besitzt |Klein et al. (1988), Dormann et al. (2000), Tang
et al. (2001)]. Die Zellen differenzieren sich in diesem Stadium in zwei Zelltypen, die Pré-
Stielzellen und die Pria-Sporenzellen [Ginsburg et al. (1995), Williams et al. (1993)]. Das
Pseudoplasmodium kann eine Migrationsphase von mehreren Stunden Dauer durchlaufen,
in der es phototaktisches und chemotaktisches Verhalten auf der Suche nach einem geeig-
neten Standort zeigt [Fisher et al. (1981), Xiao et al. (1997), Traynor et al. (2000), Palsson
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Abbildung 1.1: Entwicklungszyklus von Dictyostelium discoideum [nach: Gerisch (1965)]. Aus Sporen
schliipfen unter giinstigen Bedingungen Amoben, die sich phagozytotisch von Bakterien erndhren und ve-
getativ vermehren. Die Zellen aggregieren bei Nahrungsmangel und bilden ein Pseudoplasmodium (,,Slug”),
welches eine Wanderungsphase durchlaufen kann und dabei chemo-, photo- und thermotaktisches Verhalten
zeigt. Nach ca. 18 Stunden beginnt die Kulminationsphase, in deren Verlauf die Sporen vom wachsenden
Stiel nach oben getragen werden. Bei Beriihrung der Sporenkapsel werden die Sporen freigesetzt, keimen

aus und beginnen einen neuen Zyklus.

et al. (2000)|. Nach ca. 18 Stunden beginnt die Kulminationsphase, in deren Verlauf die
Sporenzellen von den zahlreicheren Stielzellen nach oben getragen werden. Die Stielzellen
und die Hiillzellen des Sporenkopfes bilden eine durch Celluloseeinlagerung verstéirkte Zell-
wand |Maree et al. (2001)|. Bei Beriihrung platzt der Sporenkopf auf und setzt die Sporen

frei, die unter giinstigen Bedingungen auskeimen und einen neuen Zyklus beginnen koénnen.

Die bei der Zelldifferenzierung von Dictyostelium-Zellen im Pseudoplasmodium beteiligten
Proteine sind seit langem Gegenstand der Untersuchung. Es sind viele Proteine an diesem
Prozek beteiligt, deren Rolle von der Aggregation der Zellen [Faiz et al. (1990), Clark et
al. (1995), Soede et al. (1994), Vithalani et al. (1998)] iiber die genregulatorische Wir-
kung entwicklungsgesteuert exprimierter Proteine [Mu et al. (1998), Loomis (1998), Yu
et al. (1996)] bis hin zu spezifisch in bestimmten Zelltypen des Slugs exprimierter Prote-
ine reicht [Saze et al. (1996), Tsujioka et al. (2001)]. Es wurde berichtet, daf die Zellen
innerhalb eines Slugs einen Sortierungsvorgang durchlaufen, bei dem bestimmte Zellen

bevorzugt die Pré-Sporenpositionen besetzen |Ennis et al. (2000), Weeks et al. (2000)].
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1.2 Das Zytoskelett

Eukaryotische Zellen besitzen ein aus filamentiren Strukturen aufgebautes Zytoskelett, das
an vielen elementaren Prozessen, wie zum Beispiel Zellmotilitdt, Formgebung, Phagozytose
oder Zytokinese, beteiligt ist [ Mitchison et al. (1996), van Oudenaarden et al. (1999), Picart
et al. (2000). Man unterteilt diese Strukturen nach Durchmesser und Zusammensetzung
der Filamente in Mikrofilamente, intermediire Filamente und Mikrotubuli.

Die verschiedenen Filamente setzen sich aus unterschiedlichen Proteinen zusammen, ha-
ben jedoch ein allen gemeinsames Bauprinzip. Sie entstehen durch die Polymerisation von
monomeren Proteinen, ein Prozef, der durch eine Vielzahl an extra- und intrazelluldren
Signalen nach Bedarf reguliert wird. Spezielle akzessorische Proteine greifen in das Gleich-

gewicht zwischen Polymerisation und Depolymerisation ein.

Mikrotubuli Die grofsten Strukturen des Zytoskeletts bilden die rohrenférmigen Mi-
krotubuli mit einem Durchmesser von ca. 25 nm, die die gesamte Zelle ausgehend vom
Mikrotubuli-Organisationszentrum durchziehen. Aufgebaut werden sie durch heterodimere
Untereinheiten von a- und (-Tubulin, die von einer Vielzahl von Mikrotubuli-assoziierten
Proteinen sowie GTP-abhéingig reguliert Protofilamente bilden [Moritz et al. (2000)]. Je 13
Protofilamente bilden zusammen einen Mikrotubulus, dessen Enden mit unterschiedlichen
Geschwindigkeiten auf- bzw. abgebaut werden. Das schnell wachsende Ende zeigt dabei
zur Zellperipherie | Wiese et al. (2000)].

Das Mikrotubulisystem ist als eine Art Wegesystem an vielen Transportprozessen der Zelle
beteiligt, z.B. von Vesikeln und Organellen mit Hilfe von Motorproteinen wie Dynein und
Kinesin,|Huang et al. (1999), Rice et al. (1999)|. Der Spindelapparat, der wihrend der
Mitose die Chromosomen in der Aquatorialplatte organisiert und auf die Tochterzellen
verteilt, wird aus Mikrotubuli aufgebaut [Mandelkow et al. (1995)].

Intermedidrfilamente Das Intermediérfilamentsystem wird von einer sehr heterogenen
Gruppe von elongierten Proteinen aufgebaut. Die Proteine lassen sich in deri Klassen unter-
teilen: Zytokeratine, Vimentin und Vimentin-dhnliche Proteine sowie Lamine. Alle Proteine
dieser Familie enthalten eine a-helikale zentrale Doméne. Durch die Assoziation zweier Mo-
nomere ergeben sich Protofilamente, die sich zusammenschliefsen und etwa 10 nm dicke,
aukerst schwer 16sliche Intermediédrfilamente bilden. [hnen wird als funktionelle Bedeutung

Beteiligung an der mechanischen Stabilitét der Zelle zugesprochen [Franke (1993)].
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Mikrofilamente Die Mikrofilamente mit einem Durchmesser von 5-6 nm bestehen aus
Aktin, einem Protein mit einem Molekulargewicht von 42 kDa, und durchziehen die gesamte
Zelle in einem feinen Netz. Im Zellinneren spricht man dabei von ,stress fibers”, wihrend
das unter der Zellmembran liegende Netzwerk als Cortex bezeichnet wird. Aktin kommt
in allen eukaryotischen Zellen mit einem Anteil am Gesamtproteingehalt von bis zu 50 %
VOr.

Aktin polymerisiert in wvitro bei einer kritischen Konzentration von 0,1 M unter dem
Einfluf von mono- und divalenten Kationen wie K* und Mg?" und unter ATP-Verbrauch
zu filamentosem Aktin (F-Aktin).

Durch Anlagerung dieser Ionen an globuldres Aktin kommt es zu einer Konformationsén-
derung, die in einem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt die Bildung von Aktintrimeren
ermoglicht. Die Verlingerung zu Filamenten erfolgt an beiden Enden, jedoch mit unter-
schiedlichen Geschwindigkeiten. Das schnellwachsende Ende wird als (+)-Ende bezeichnet,
das langsame wachsende entsprechend als (-)-Ende.

Die Konzentration in Nicht-Muskelzellen liegt bei etwa 100 ©M, von denen etwa die Halfte
in polymerer Form vorliegt. Da bei den herrschenden Konzentrations- und ionischen Be-
dingungen in der Zelle eine vollstindige Polymerisation des Aktins erfolgen wiirde, wird
dieser Prozef durch eine Vielzahl von Aktin-bindenden Proteinen reguliert |Satiropoulos et
al. (1999)]. In vivo sind als wichtige Initiatoren bei der Organisation des Aktinzytoskeletts
Proteine des Arp2/3-Komplexes gefunden worden [Machesky et al.(1999)].

Entlang der Aktinfilamente konnen sich die Myosine unter Energieverbrauch (ATP-Hydro-
lyse) bewegen [Ikonen et al.(1997), Mernallet al. (1998)]. Diese Motorproteine spielen dabei
in Nicht-Muskelzellen eine wichtige Rolle bei intrazelluliren Bewegungsvorgéngen [Corrie
et al. (1999), Ma et al. (2001)]. Von Myosin V wurde Beteiligung an vesikuldrem Transport
nachgewiesen |FEvans et al. (1998), Tabb et al. (1998)|. In Dictyostelium ist Myosin II bei
Zellteilungsvorgéngen beteiligt [De Lozanne et al. (1987), Burridge et al. (1975), Baker et
al. (1998)].
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1.3 Aktinbindende Proteine in D:ictyostelium discoi-

deum

Bei der Regulation der Polymerisation und Depolymerisation der Aktinfilamente sind viele
—insbesondere aktinbindende— Proteine beteiligt.

Man unterscheidet dabei zwischen den G-Aktin-bindenden Proteinen, den F-Aktin-bin-
denden Proteinen sowie den membranassoziierten Proteinen. Zur ersten Gruppe gehoren
in Dictyostelium Profilin [Haugwitz et al. (1991)] und CAP |Gottwald et al. (1996)], die G-
Aktin in einem 1:1-Komplex binden und damit aus dem Gleichgewicht G-Aktin/F-Aktin
entfernen. An die (+)-Enden der Filamente bindet eine andere Gruppe von Proteinen,
zu denen in D. discoideumn zum Beispiel Cap 32/34 gehort [Eddy et al. (1996)]. Protei-
ne wie Gelsolin und Severin depolymerisieren das F-Aktin, eine unerldafsliche Funktion fiir
die Umorganisation des Zytoskeletts. Sie fragmentieren die Filamente zunéchst in kleine-
re Abschnitte und binden anschliefend an das (+)-Ende der Fragmente, so daf diese fiir
eine weitere Anlagerung von Monomeren nicht zur Verfiigung stehen. Membranassoziierte
aktinbindende Proteine wie Ponticulin |Hitt et al. (1994), Wuestehube et al. (1990)|, Talin
| Kreitmeier et al. (1995)] und Hisactophilin |Hanakam et al. (1996)| verbinden den Aktin-
cortex mit der Plasmamembran, wihrend Comitin das Aktinzytoskelett mit intrazelluldren
Membranen des Golgi-Apparates verbindet sowie vermutlich an Transportvorgéngen betei-
ligt ist | Weiner et al. (1993), Schreiner (2000)]. Eine solche Rolle wird auch dem Interaptin
zugesprochen |Rivero et al. (1998)].

Eine weitere Klasse aktinbindender Proteine sind die Filament-quervernetzenden Protei-
ne. Man unterscheidet zwischen denen, die Aktinfilamente zu parallelen Biindeln binden,
wie zum Beispiel Fimbrin [De Arruda et al. (1990)], oder zu orthogonalen Netzwerken.
Zu letzteren gehoren Proteine wie die Filamine |Hartwig et al. (1975)], Spektrin |Bren-
ner et al. (1975), Fath et al. (1997)] und a-Actinin [Noegel et al. (1987)]. Diese Proteine
besitzen entweder zwei Aktin-Bindedoméanen, oder es dimerisieren zwei Monomere mit je
einer Aktin-Bindedoméne, so daf zur Quervernetzung zwei Bindungsstellen zur Verfiigung

stehen.
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1.4 Proteine der a-Actinin-Familie

Inzwischen sind viele Proteine bekannt, die eine der Aktinbindungsdoméne des a-Actinin
dhnliche Doméne besitzen. Sie werden in einer Superfamilie zusammengefaft. Es sind so-
wohl von Dictyostelium discoideum als auch von Sdugern Mitglieder dieser Familie be-
schrieben worden.

Zu den in Dictyostelium discoideum beschriebenen Proteinen gehoren unter anderem o-
Actinin [Noegel et al. (1987)], Filamin (ABP-120, gelation factor) [Eichinger et al. (1996)],
Cortexilin I und II [Faiz et al. (1996), Fimbrin |Prassler et al. (1997)], ein Fimbrin-&dhnliches
Protein [Hock et al. (1987)| sowie ein Spektrin-dhnliches Protein |Bennett et al. (1988)].
In Sdugern sind unter anderem Dystrophin [Hammonds (1987)] und Dystonin |Brown et
al. (1995)] beschrieben worden.

Sie zeigen einen modularen Aufbau mit einer normalerweise am N-Terminus lokalisierten
konservierten F-Aktin-Bindungsdoméine (ABD) |Matsudaira (1991)]. Daran schlieft sich
eine Stabchen- oder ,rod”-Doméne an, die bei den einzelnen Mitgliedern der Familie stark
variieren kann und regulatorische oder organisatorische Funktion besitzt. Als Funktionen
fiir diese Doménen wurden unter anderem Oligomerisierung, Membranassoziation, Calci-
umregulation und Bindungen an andere Proteine beschrieben. Der modularisierte Aufbau

der Proteine erlaubt eine weitreichende funktionelle Spezialisierung.

1.5 Interaptin

Interaptin wurde erstmals von Rivero et al. beschrieben |Rivero et al. (1998)|. Es be-
sitzt eine N-terminale Aktinbindungsdoméne mit Ahnlichkeit zu Aktinbindungsdomiinen
anderer Proteine der a-Actininfamilie. Sie erstreckt sich iiber die ersten 255 Aminoséu-
ren (Met-1 bis Leu-255). Eine zentrale ,rod”-Doméne (1180 Aminosiduren, ab Lys-417 bis
GIn-1598) schliefst sich nach einer Serin-reichen Sequenz an. Fiir diese Doméne wird eine
Stibchenform mit coiled-coil-Struktur vorausgesagt. Sie besitzt eine gewisse Ahnlichkeit
(bis maximal 49%, meist um 23%) mit Proteinen aus der Myosinfamilie. Dies deutet auf
strukturelle Verwandtschaft mit Myosinen hin, die ebenfalls coiled-coil-Strukturen besit-
zen. Der C-terminale Bereich (ca. 120 Aminoséuren) besitzt einen hohen Anteil (41,5%)
hydrophober und unpolarer Aminosduren. In den Datenbanken befindet sich kein Prote-

in mit einer Homologie zu dieser Sequenz. Es wird vermutet, daf dieser Sequenzbereich
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funktionelle Bedeutung fiir die in Immunfluoreszenzuntersuchungen nachgewiesene Asso-
ziation von Interaptin an Membranen besitzt, insbesondere an die Nukleusmembran und

Membranen des endoplasmatischen Retikulums

— e P1 abpD P2 Cs

— —_— —he

“e':l| [ r:*ﬂ:lﬁ

EroRl EcoRl EcoRl EcoRl EeoRl
ATGS TAA

Abbildung 1.2: Struktur des Interaptingens abpD, wie sie von Rivero et al. 1998 verétfentlicht wurde.
ATG bezeichnet die Position des Startcodons, TAA das Stopcodon. EcoRI kennzeichnet Schnittstellen des
Restriktionsenzyms EcoRI. Hellgrau unterlegt sind die beiden Introns.

Das Interaptingen abpD befindet sich in einfacher Kopie auf dem Chromosom 4 und be-
steht aus insgesamt 5710 Basen (Abb. 1.2). In seiner genomischen Organisation besitzt
das Gen zwei Introns (hellgrau), die 417 bzw. 82 Basen umfassen. Die verbleibenden 5211

Basen kodieren 1737 Aminosduren. Interaptin besitzt damit ein berechnetes Gewicht von
204,3 kDa.

1.6 Zielsetzung

Uber die in vivo-Funktion von Interaptin ist bisher nur sehr wenig bekannt. Im Rahmen die-
ser Arbeit soll daher eine Interaptin-iiberexprimierende Mutante geschaffen werden. Durch
die einfachere Handhabung der Zellen in axenischem Medium koénnen so leichter grofse-
re Proteinmengen gewonnen werden, die eine genauere biochemische Analyse des Prote-
ins ermoglichen werden. Die Charakterisierung der iiberexprimierenden Mutante und der
Vergleich mit der Interaptin-defizienten Mutante sowie dem Wildtyp sollen Riickschliis-
se auf die Funktion von Interaptin ermdglichen. Mit Hilfe der Immunprézipitation sol-
len potentielle Bindungspartner von Interaptin gefunden werden. Durch Transformation
von Fusionsproteinen zwischen einzelnen Interaptindoménen und GFP soll die intrazel-
luldare Proteinverteilung und die Funktionalitdat dieser Doménen naher bestimmt werden.
Durch Mischexperimente soll herausgefunden werden, ob, und wenn ja, in welcher Weise,
Interaptin-exprimierende Zellen auf die Organisation und die Differenzierung der Zellen im

Slug einwirken.



Kapitel 2

Material

2.1 Laborausstattung

2.1.1 Labormaterialien

Cellophan, Dry ease

Corexrohrchen (15 ml und 50 ml)

Cryor6hrchen (1,8 ml und 2,2 ml)

Deckgldschen (Glas), (012, 18 und 55 mm)
Elektroporationskiivetten, 2 mm Elektrodenabstand
Hybridisierungsrohren

Kaniilen (steril, 18G-27G)

Kunststoftkiivetten (Halbmikro)
Kunststoff-Einmalpipetten (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Kunststoff-Einmalspritzen steril (1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)
Micropipetten, 1-20 pl, 10-200 pl, 100-1000 pl
Micropipettenspitzen (einmal), 200 pl und 1000 pl
Nitrocellulosemembranen, BA85

Nucleopore-Filter

Nylonmembran, Biodyne B

Objekttriger (Glas)

Parafilm

Pasteurpipetten, 145 mm und 230 mm

PCR Reaktionsgefife, 0,2 ml

14

Novex

Corex

Nunc

Assistent

Bio-Rad

Hybaid

Terumo, Microlance
Hellma

Greiner

Amefa, Omnifix
Gilson

Greiner

Schleicher und Schuell
Nucleopore

Gelman Science
Assistent

American National Can
Brand, Volec

Biozym
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Petrischalen (35 mm, 60 mm, 100 mm)
Petrischalen (990 mm x 17 mm)

Quarzkiivetten

Reaktionsgefifs, 0,5 ml, 1,5 ml und 2,2 ml
Rontgenfilme X-omat AR-5, 18 x 24 mm, 535 x 43 mm
Skalpell Nr. 10, 11, 15, 21

Sterilfilter, 0,2 pm und 0,45 pm

Sterilfilter, 150 ml, Porengrofe 0,22 pm
Whatman-Filterpapier 3MM

Zellkulturflaschen 25 ¢cm?, 75 cm?, 175 cm?
Zellkulturschalen, Multiwell (6, 24 und 96 Wells)

Zentrifugationsréhrchen, 15 ml und 50 ml (“Falcons”)

2.1.2 Laborgerite

Chromatographiesdulen (leer)
Eismaschine
Elektrophorese Transformatoren, Power-pac 200, -300
Elektroporationsgerdt Gene Pulser
Fraktionssammler, Modell 2128
Fraktionssammler, RediFrac
Gel-Dokumentationsgerit
Heizblécke DIGI-Block JR
Heizblocke Dri-Block DB x 20
Hybridisierungsofen
Inkubatoren
COgq-Inkubator, BBD 6220, BB 6220
COy-Inkubator, WTC Binder
Inkubator, Microbiologischer
Inkubator mit Schiittler, Lab-Therm
Kiihlschrinke
Magnetriihrgerat MR 3001 K
Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop DMR

Falcon

Greiner
Hellma, Perkin Elmer
Sarstedt

Kodak

Feather
Gelman Science
Falcon
Whatman
Nunc

Nunc

Greiner

BioRad

Ziegra

Bio-Rad

Bio-Rad

BioRad

Pharmacia Biotech
MWG-Biotech
neolLab

Techne

Hybaid

Heraeus Instruments
Biotran

Heraeus Instruments
Kuehner

Liebherr

Heidolph

Leica
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Fluoreszenzmikroskop 1X70

Konfokales Laser Scan Mikroskop DM /IRBE

Lichtmikroskop CH 30
Lichtmikroskop CK 2
Lichtmikroskop DMIL
Stereomikroskop SZ-4045 TR
PCR-Maschine PCR-DNA Engine PTC-2000
Peristaltikpumpe P1
Plattengieffmaschine
pH-Meter 766
Rontgenfilmentwicklungsmaschine FPM-100A
Riittler Lab-Shaker
Riittler Lab-Therm
Schiittler
Semi-Dry Blotapparatur Trans-Blot SD
Sonifiziergerdt Ultra Turrax T25 basic
Speedvac concentrator DNA 110
Spektralphotometer Ultraspec 2000, UV /visible
Tiefkiihlschrénke/-truhen (-20°C)
Tiefstkiihltruhen (-80°C)
Ultrazentrifugen
Optima TLX
Optima L-70k
Ultrazentrifugenrotoren
TLA 45
SW 41
UV-Auflichtgerat TFS-35 M
UV-Transilluminator
Vortex REAX top
Wasserbad
Zentrifugen (Mikrozentrifugen)
Zentrifuge 5414
Zentrifuge 5415 D

Olympus

Leica

Olympus

Olympus

Leica

Olympus

MJ Research
Pharmacia Biotech
Technomat

Knick

Fujifilm

Kiihner

Kiihner

GFL

Bio-Rad

IKA Labortechnik
Savant

Pharmacia Biotech
Liebherr, Siemens

Nunc

Beckman

Beckman

Beckman
Beckman
Faust

MWG Biotech
Heidolph

GFL

Eppendorf
Eppendorf
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Zentrifuge Sigma

Kiihlzentrifuge Biofuge fresco

Zentrifugen (Tischkiihlzentrifugen, langsam)

Zentrifuge CS-6R
Zentrifuge RT 7

Zentrifuge Allegra 21R
Zentrifugen (Tischkiihlzentrifugen, schnell)

Beckman Avanti J 25

Sorvall RC 5 C plus
Zentrifugenrotoren

JA-10

JA-25,50

SLA-1500

SLA-3000

SS-34

TLA 45

2.1.3 Kits

Nucleobond AX 100 und AX 500

NucloeSpin Extract 2 in 1
NucleoSpin Plus

pGEM T-easy-Vector System 1
Stratagene Prime®It II
Original TA Cloning®

2.1.4 Enzyme, Antikorper und Inhibitoren

Enzyme fiir die Molekularbiologie

Alkalische Phosphatase
DNase I (Desoxyribonuklease)
Lysozym

Klenow-Fragment

Proteinase K

B.Braun Biotech Instruments

Heraeus Instruments

Beckman
Sorvall

Beckman

Beckman

Sorvall

Beckman
Beckman
Sorvall
Sorvall
Sorvall

Beckman

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Promega
Stratagene

Invitrogen

Roche
Sigma
Sigma
Life Technologies

Sigma
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Restriktionsendonukleasen Amersham, Gibco-BRL,
New England Biolabs, Roche

RNase A (Ribonuklease) Sigma

T,-DNA-Ligase Gibco-BRL

Taq-DNA-Polymerase Roche

Primére Antikérper

anti-GFP-Antikorper mAk K3-184-2 unveroffentlicht
anti-Interaptin-Antikorper mAk 220-60-10 Rivero et al., 1998
anti-Interaptin-Antikorper mAk 234-451-9 unveroffentlicht
anti-Interaptin-Antikorper mAk 234-151-1 unveroffentlicht
anti-Interaptin-Antikorper mAk 234-360-2 unveroffentlicht

Sekundére Antikorper

Ziege-anti-Maus-1gG, Peroxidase-Konjugat Sigma
Ziege-anti-Maus-1gG, Cy3-Konjugat Sigma
Inhibitoren

Aprotinin Sigma
Complete® Inhibitoren Cocktail Roche
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma
Antibiotika

Ampicillin Griinenthal
Blasticidin S ICN
Dihydrostreptomycinsulfat Sigma
Geneticin (G418) Gibco-BRL
Kanamycin Sigma

Tetracyclin Sigma



2.2. CHEMIKALIEN, REAGENZIEN UND PUFFER

2.2 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

2.2.1 Chemikalien

Acrylamid (Protogel: 30:0,8 AA/Bis-AA) National Diagnostics
Agar-Agar (BRC-RG) Biomatic
Agarose (Elektrophoresis Grade) Gibco
Aminoséuren Sigma
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck
Bacto-Agar Difco
Bacto-Pepton Difco
Bacto-Trypton Difco
Borsaure Merck
5-Brom-4-chlor-3-indazol--D-galactopyranosid (X-Gal) Roth
Bromphenolblau, Natriumsalz Serva
BSA (Rinderserumalbumin) Roth
Calciumchlorid-Dihydrat Merck
Chloroform Riedel-de Haen
Coomassie-Brillant-Blau G250 Roche
Coomassie-Brillant-Blau R250 Serva
p-Cumarsiure Fluka
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Merck
Dimethylformamid (DMF) Merck
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
1,4-Dithiothreitol (DTT) Gerbu
Ethylendiamintetraessigsiaure (EDTA) Merck
Ethylenglycolbis|2-aminoethylether|-N,N,N’ N’-tetra-

essigsidure (EGTA) Sigma
Essigsaure 98-100% Riedel-de Haen
Ethanol Riedel-de Haen
Ethidiumbromid Sigma
FCS (Fotales Kélberserum) Biochrom, Gibco
Fischgelatine Sigma

Formaldehyd Sigma
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Formamid Merck
Gelatine Sigma

Glucose Merck
Glycerin Riedel-de Haen
Glycin Degussa
Harnstoff Gerbu
Heringssperma Roche
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-ethansulfonsiure (HEPES) Biomol
Hefeextrakt Oxoid
Kaliumacetat Fluka
Kaliumchlorid Fluka
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kaliumhydrogentriphosphat Merck
Imidazol Merck
Isopropanol Merck
Isopropyl--D-thiogalactopyranosid (IPTG) Loewe Biochemica
Magnesiumacetat-Tetrahydrat Merck
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Merck
[-Mercaptoethanol Sigma
Methanol Riedel-de Haen
MOPS, [Morpholino|propansulfonséiure Gerbu
Natriumacetat Merck
Natriumazid Merck
Natriumchlorid Fluka
Natriumcitrat Fluka
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva
Natriumdeoxycholat Sigma
tri-Natriumhydrogenphosphat Merck
Natriumhydroxid Riedel-de Haen
Nukleotide Roche, Sigma
Pepton Oxoid

Phenol Roth
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Phosphorsaure

Polyethylenglycol 4000
1,4-Piperazindiethansulfonsiure (PIPES)
Polyvinylglykol MW 10000

Ponceau-S Konzentrat

Saccharose

Salzsiure 32%ig

Sephacyrl S300

Sephadex G50

Sorbitol

N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsaure
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton X-100 (Octylphenylpoly(ethylenglykolether))
Tween 20

Wasserstoffperoxid (30%ige Losung)

Yeast Nitrogen Base

Xylencyanolblau

Radioaktive Chemikalien
a-3?P-Desoxyadenosin-5’-triphosphat (10 mCi/ml)

Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Fluka
Pharmacia
Pharmacia
Fluka
Merck
Merck
Fluka, Riedel-de Haen
Merck
Roth
Merck
Difco
Fluka

Amersham

Alle hier nicht explizit aufgefiihrten Chemikalien wurden in p.a.-Qualitdt von den Firmen
Fluka, Merck, Riedel-de Haen, Roth, Serva oder Sigma bezogen.

2.2.2 Puffer und andere Losungen

Hier nicht aufgefiihrte Puffer und Losungen sind unter den jeweiligen Methoden angegeben.

Hepes-Phenol:

1 kg (10,6 mol) Phenol wird im Wasserbad bei etwa 60°C geschmolzen und mit gleichem
Volumen 1 M HEPES pH 7,5 dquilibriert. Aliquots werden bei -20°C aufbewahrt.
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10x NCP-Puffer (pH 8,0)
12,1 g (0,1 mol) Tris/HCI, 87,0 g (1,5 mol) NaCl und 5,0 ml Tween 20 werden mit Wasser
auf 1 1 Volumen aufgefiillt.

PBG pH 7,4
0,5% Rinderserumalbumin und 0,1% Gelatine werden in 1x PBS gelost und der pH einge-
stellt.

PBS pH 7,2 und pH 8,0
Eine Losung aus 30 mM KH5PO, und 150 mM NaCl wird mit 70 mM Na,HPO, auf einen
pH von 7,2 (bzw. pH 8,0) eingestellt und durch Autoklavieren sterilisert.

10x MOPS (pH 7,0/pH 8,0)
41,9 g (0,2 mol) MOPS, 16,7 ml 3 M Natriumacetatlosung und 20 ml 0,5 M EDTA-L6sung

werden mit Essigsdure und/oder NaOH auf den gewiinschten pH eingestellt und mit Was-

ser auf 1 1 aufgefiillt.

20x SSC
SSC-Puffer (20fach) besteht aus einer 3 M NaCl-Losung, die 0,3 M Natriumzitrat enthélt.

1,2 M Phosphatpuffer (pH 6,8)
Eine 1,2 M NayHPO4-Losung wird mit 1,2 M NaH;PO4-Losung im Verhéltnis 2:1 gemischt.

Soerensen-Phosphatpuffer (pH 6,0) [Malchow et al., 1972]
2 mM Na,HPO,
15 mM KH,PO,

TE-Puffer
10 mM Tris/HCI-Lésung
1 mM EDTA-Lésung (pH 8)

Tris-Phenol
1 kg (10,6 mol) Phenol wird im Wasserbad bei etwa 60°C geschmolzen und mit gleichem
Volumen 1 M Tris/HCI pH 8,0 dquilibriert. Aliquots werden bei -20°C aufbewahrt.
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10x Tris/Boratpuffer pH 8,3 (TBE-Puffer)
108 g (0,9 mol) Tris, 55 g (0,9 mol) Borsdure und 7,4 g (20 mmol) EDTA werden mit
Wasser auf ein Volumen von 1 | aufgefiillt und der pH-Wert mit HCI eingestellt.

50x Tris/Acetatpuffer pH 8,0 (TAE-Puffer)
242 g (2 mol) Tris, 57,1 ml 16,6 M Essigsidure (Eisessig) und 100 ml 0,5 M EDTA-Losung

werden mit Wasser auf 1 1 Volumen aufgefiillt.

2.3 Medien

Alle verwendeten Medien wurde mit deionisiertem Wasser, das iiber eine Ionenaustau-
scheranlage (Millipore) gefiltert wurde, angesetzt und bei 120°C autoklaviert. Antibiotika
wurden nach Abkiihlen auf etwa 50°C zugesetzt. Das Giefsen von Kulturplatten wurde

mittels einer halbautomatischen Plattengiefmaschine durchgefiihrt.

2.3.1 Medien fir E. coli-Kulturen

LB-Medium

10 g Bacto-Trypton,

5 g Hefeextrakt,

5 g (85,5 mmol) NaCl,

auffiillen auf 1 1 Wasser.

SOC-Medium

20 g Bacto-Trypton,

5 g Hefeextrakt,

0,5 g (0,85 mmol) NaCl,
20 mM Glucose,

auffiillen auf 1 1 Wasser.

Der pH-Wert wird jeweils mit NaOH auf 7.4 eingestellt. Fiir Agarplatten wird den Medien
0,9% Agar Agar und, fiir Antibiotikaplatten, 50 ug/l Ampicillin oder Kanamycin zuge-
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setzt. Zur Blau/Weif-Selektion von E. coli-Transformanten benutzte Farbindikatorplatten
werden unmittelbar vor Gebrauch mit 50 pl 0,1 M IPTG-Lésung sowie 90 pl X-Gal-Losung
(200 mg/10 ml Dimethylformamid) bestrichen.

2.3.2 Medien fiir Dictyostelium discoideum-Kulturen

Kulturmedium (pH 6,7) |Watts et al.(1970)]
14,3 g Pepton,

18 g (0,1 mol) Maltose,

0,616 g (3,5 mmol) NagHPO, x 2 H,0,
0,486 g (3,6 mmol) KHyPO,,

mit Wasser auf 1 1 auffiillen.

Dieses Medium wird in der vorliegenden Arbeit auch als AX-2-Medium bezeichnet.

Salzlosung [Bonner et al.(1947)]
10 mM NaCl, 10 mM KCl, 2,7 mM CaCl,

Phosphatagarplatten (pH 6,0)
15 g Agar Agar mit Soerensen-Phosphatpuffer (pH 6,0) auf 1 1 auffiillen

SM-Agarplatten (pH 6,5)
10 g Agar Agar,

10 g Pepton,

10 g (55 mmol) Glucose,

1 g Hefeextrakt,

1 g (4,1 mmol) MgSO,4 x 7 HyO,
2,2 g (16,2 mmol) KHyPOy,

1 g (5,7 mmol) KoHPOy,

mit Wasser auf 1 1 auffiillen.

Wasseragarplatten

10 g Agar Agar

mit Wasser auf 1 1 auffiillen.
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2.4 Bakterien- und D:aictyostelium discoideum-Stam-

me

Bakterienstdmme
E. coli JM 83

E. coli JM 109

E. coli XL 1 blue
E. coli BL 21 (DE)

Klebsiella aerogenes

Messing und Vieira, 1992
Yanisch-Perron et al., 1985
Bullock et al., 1987
Studier und Moffat, 1986
Williams und Newell, 1976

Dictyostelium discoideum-Stdmme

AX2-214

abpD~

abpD™*

abpD~-actGFP

abpD—-C5GFP

abpD*tt-actGFP

AX2-C;GFP

csA~ /abpD~

Axenisch und auf Bakterienrasen wachsender Abkémm-
ling von NC 4, in dieser Arbeit als AX-2 bezeichnet [Ra-
per (1935)]

Interaptin-defiziente Mutante von AX-2

[Rivero et al. (1998)]

Interaptin-iiberexprimierende Mutante von AX-2 [diese
Arbeit]

Interaptin-defiziente Mutante, welche ein Fusionsprotein
zwischen GFP und Aktin exprimiert [diese Arbeit]
Interaptin-defiziente Mutante, welche ein Fusionsprotein
zwischen GFP und dem als Cs bezeichneten C-Terminus
von Interaptin exprimiert |[diese Arbeit|
Interaptin-iiberexprimierende Mutante von AX-2, die
ein Fusionsprotein zwischen GFP und Aktin exprimiert
[diese Arbeit]

AX-2-Mutante, die ein Fusionsprotein zwischen GFP
und dem als Cj bezeichneten C-Terminus von Interaptin
exprimiert [diese Arbeit|

doppelt-defiziente Mutante von AX-2, der sowohl Inte-
raptin als auch das contact-site-A Protein fehlt [Muller
et al. (1978), und Noegel et al. (1986)]
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GHR Filamin-defiziente Mutante von AX-2 |FEichinger et
al. (1996)]

myo Myosin-defiziente Mutante von AX-2 [Jung et al. (1996)]

AX-2-actGFP Mutante von AX-2, die ein an Aktin fusioniertes GFP

exprimiert | Westphal (1997)]

2.5 Vektoren

pBluescript SK(-) Harper et al.(1988)

pDEX-RM Faiz et al.(1990)

pEGFP C1/2/3 Fa. Clontech

pGEM-T Easy Fa. Promega

pGEM 3 Z Fa. Promega

pDex-bsr NSXS Geschenk von H. Dislich und F. Rivero
pUC 118 Geschenk von F. Rivero

2.6 Mikroskopie

Zur konventionellen Immunfluoreszenzmikroskopie sowie zur Beobachtung von DAPI-mar-
kierten Zellen wurde ein Fluoreszenzmikroskop (Leica DMR) mit einem 100x Neofluar-
Objektiv verwendet. Bilder wurden mit einer gekiihlten Photomultiplier-Kamera (CCD-
Kamera SensiCam, PCO) aufgenommen. Mit diesem Mikroskop wurden auch verschiede-
ne Entwicklungsstadien von D. discoideum untersucht, jedoch mit einem 2,5x oder 5x-
Objektiv.

Lichtmikroskopische Untersuchungen an D. discoideum wurden mit einem inversen Fluo-
reszenzmikroskop (Olympus 1X70) durchgefiihrt.

Zur Beobachtung der intrazelluldren Verteilung von Interaptin sowie fiir Phagozytose- und
Sluguntersuchungen wurde ein inverses konfokales LaserScan-Mikroskop der Fa. Leica (Lei-
ca DM/IRBE) verwendet, das optische Schnitte durch die Priaparate erlaubt. Zur Unter-
suchung einzelner Zellen wurden ein 63 x Olimersionsobjektiv (PL APO 63x/1,32-0,6/ Ol)
verwendet, fiir Untersuchungen an Slugs ein 16x-Olimersionsobjektiv. Das Geriit besitzt
einen Krypton- und einen Argon-Laser, die Anregungen bei verschiedenen Wellenldngen

erlauben. Der Spektralbereich des Detektors léft sich durch die mitgelieferte Software
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computerunterstiitzt dem Emissionsbereich des zu untersuchenden Priparates anpassen.
Kreuzanregungen durch die beiden Laser werden so vermieden. Die Daten wurden mit der
Bildverarbeitungssoftware (TCS NT V1.6.551) der Fa. Leica aufbereitet.

2.7 Computer & Software

Die Aufbereitung der DNA-Sequenzierungsdaten und der Abgleich der DNA-Sequenzen
wurden auf den Workstations des Regionalen Rechenzentrums der Universitiat zu Koéln
durchgefiihrt. Die verwendete Software ist ein Paket der Universitit von Wisconsin (GCG-
Sequencing Package [Devereuz et al. (1984)]).

Fiir Abgleiche mit anderen als den auf den Rechnern des RRZ Kéln zur Verfiigung stehen-
den Datenbanken wurden die im WWW angebotene Software der Universitiat Jena (Dic-
tyostelium Genome Sequencing Project) und der japanischen Universitit Tsukuba (Dicty-
ostelium cDNA Project) benutzt.

Auswertung der Wachstumskurven, der Phototaxisexperimente, Frafshofuntersuchungen
und Phagozytosetests wurden mit MS-Excel® 7.0 (Fa. Microsoft) und StarOffice 5.2 (Fa.
Sun Microsystems) vorgenommen.

Bilder und Graphiken wurden mit der Leica TCS NT V1.6.551-Software (Fa. Leica), Co-
relDraw V8.0 (Fa. Corel), Adobe Photoshop (Fa. Adobe) und freier Software (Gimp V1.2,
Xfig 3.2, ImageMagick 5.3.1) bearbeitet.

Western-Blots und SDS-Gele wurde mit Hilfe eines AGFA-SnapScan 1236s (Fa. AGFA)
und XSane 0.74 (freie Software) eingescannt.

Der zur Erstellung dieser Arbeit verwendete Texteditor war GNU-Emacs 20.7.1, der Text-
satz stammt von IXTEX 3.14159.

Verwendete Betriebssysteme waren verschiedene UNIX-Derivate auf den Workstations des
RRZ Koéln, Microsoft Windows® NT 4.0 sowie bei der Erstellung dieser Arbeit SuSE-

Linux 7.2 Professional.



Kapitel 3

Methoden

3.1 Kultur von Dictyostelium discordeum

3.1.1 Anzucht in Fliissigmedium

AX-2 und Transformanten werden aus Vorkulturen, Sporen oder von SM-Agarplatten in
AX2-Medium angeimpft. Um letztere von Klebsiella aerogenes zu befreien, wird zum Medi-
um ein Antibiotikum gegeben, entweder Dihydrostreptomycin (40 pg/ml) oder Tetracyclin
(50 pg/ml). Die Generationszeit betrégt fiir AX-2 in Schiittelkultur bei 21°C und 160 rpm
8-11 Stunden.

Zellen fiir zellbiologische Untersuchungen werden bis zu einer Dichte von maximal 5 x 10°
Zellen/ml angezogen, da ab dieser Zelldichte das axenische Wachstum in eine stationére
Phase iibergeht.

3.1.2 Anzucht auf SM-Agarplatten

Zum Klonieren und fiir die mittelfristige Lagerung (max. 2 Monate) werden SM-Platten
verwendet. Auf die auf 21°C angewdrmten und oberflachlich angetrockneten Platten werden
100 pl Salzlosung pipettiert, in die mittels einer Impfose von einer Klebsiella aerogenes-
Rasen enthaltenden SM-Platte Klebsiella aerogenes aufgebracht werden. Zusammen mit
Dictyostelium discoideum-Zellen werden diese ausgestrichen und etwa 3 Tage bei 21°C
inkubiert. Die Kolonien der Dictyostelium discoideum zeigen sich als klare Frafhofe im

dichten Bakterienrasen.

28
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Klone kénnen mittels Impfose auf neue Platten iiberfiihrt oder in Fliissigkulturen angezogen

werden.

3.1.3 Sporengewinnung

Axenisch gewachsene Zellen werden geerntet (Zentrifugieren bei 2000 rpm, 4°C, Sorvall RT-
7), zweimal mit 4°C kaltem Soerensen-Puffer gewaschen und in einer Dichte von 1 x 108
Zellen in Soerensen resuspendiert. 500 pl werden auf Phosphatagarplatten ausplattiert
und bei 21°C inkubiert. Nach 48 Stunden sind die Zellen fertig entwickelt und bilden
Fruchtkoérper.

Die Sporen werden mittels einer benetzten Impfose geerntet und in kaltem Soerensen-Puf-
fer aufgenommen. Zu je 1 ml in Einfrierréhrchen (Nunc, 2,2 ml) aliquotiert werden sie in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Reaktivierung der Zellen wird ein Aliquot auf Raumtemperatur aufgetaut und in 30 ml
AX2-Medium gegeben. Nach etwa 3 Tagen bei 21°C und 160 rpm sind die Zellen bis auf

eine Dichte von 5 x 10% angewachsen.

3.1.4 Einfrieren/Auftauen von Dictyostelium discoideum

Zur Konservierung von Dictyostelium discoideum werden 900 ul einer axenisch gewachse-
nen, moglichst dichten Schiittelkultur (2 — 5 x 10°) in ein Einfrierréhrchen (Nunc, 2,2 ml)
gegeben. Dazu werden je 100 pl Pferdeserum (Oxoid) und DMSO pipettiert und die Sus-
pension auf Eis gekiihlt (ca. 1 h). Anschliefend werden die Zellen fiir weitere 2 h bei -20°C
eingefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Wiederanzucht eingefrorener Zellen wird ein Aliquot angetaut und so schnell wie mog-
lich in 10 ml gekiihltes AX2-Medium iiberfiihrt, bei 2000 rpm (4°C, Sorvall RT-7) zentrifu-
giert und in 10 ml frischem AX2-Medium aufgenommen. Diese werden in eine Petrischale
gegeben und bei 21°C inkubiert. Nach wenigen Stunden sind die Zellen angewachsen, und
es kann Antibiotikum zugesetzt werden. Ein erster Wechsel des Mediums erfolgt nach 12

Stunden, um tote Zellen zu entfernen.
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3.1.5 Entwicklung von Dictyostelium auf Phosphatagarplatten

1x107 axenisch gewachsene Dictyostelium discoideum-Zellen werden zweimal mit Soerensen-
Phosphatpuffer gewaschen und in hochstens 1 ml Soerensenpuffer aufgenommen. Sie wer-
den auf eine Phosphatagarplatte gegeben, verteilt und im sterilen Luftstrom getrocknet.
Dieser Zeitpunkt gilt als t,.

Nach der gewiinschten Entwicklungszeit bei 21°C konnen die Stadien der Entwicklung
dokumentiert und weiter verarbeitet werden. Dazu werden die Zellen mit Soerensen-Puffer

abgespiilt und vorsichtig zentrifugiert (4°C, 780 x g, 2 min).

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Praparation von Plasmid-DNA aus FE. col: im Mikromafistab
3.2.1.1 ,Boiling Prep”

Dieses Verfahren ist geeignet, eine grofe Anzahl von Versuchsansétzen parallel zu bearbei-
ten [Holmes et al.(1981)|. Die Methode beruht darauf, daf Zellwandmaterial und chromo-
somale DNA beim Erhitzen auf anndhernd 100°C koagulieren und abzentrifugiert werden
konnen, wihrend Plasmid-DNA und RNA 16slich sind und daher im Uberstand bleiben.
1,5 ml Bakterien-Ubernachtkultur werden in einem Eppendorf-Reaktionsgefiffi abzentri-
fugiert (1 min, 13000 rpm Eppendorfzentrifuge), mit 200 ul STET-Puffer resuspendiert
und durch Zugabe von 10 pl Lysozymlésung (10 mg/ml in Tris/HCl pH 8) bei RT lysiert
(2 min).

Die Zelltriimmer werden bei 13000 rpm (Eppendorfzentrifuge) pelletiert. Das Pellet wird
entfernt, der Uberstand mit 20 pl 3 M Natriumacetat-Losung pH 7,0 versetzt, geschiittelt
und 500 pl 96%iges Ethanol hinzugegeben.

Nach 10 min bei -20°C wird die ausgefallene Plasmid-DNA pelletiert (13000 rpm, 4°C, Ep-
pendorfzentrifuge), der Uberstand abgesaugt und verworfen. Das Pellet wird mit 70%igem
Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und 10 min luftgetrocknet (alternativ 30 sek in
einer Speedvac bei mittlerer Wirme).

Das Pellet wird in 30-50 pl TE-Puffer oder Wasser, je nach Weiterverwendung, aufgenom-

men.
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STET-Puffer

0,1 M NaCl

10 mM Tris/HCI pH 9,0
1 mM EDTA pH 8,0

5 % Triton X-100

3.2.1.2 Mikropraparation von Plasmid-DNA

1,5 ml Bakterien-Ubernachtkultur werden in einem Eppendorf-Reaktionsgefiff abzentrifu-
giert (1 min, 13000 rpm Eppendorfzentrifuge), der Uberstand verworfen und das Pellet mit
200 pl TE-Puffer resuspendiert. Es werden 200 pl Losung I1 zugegeben, durch mehrfaches
Umkippen gemischt und 1-2 min bei RT inkubiert.

200 pl Losung ITT werden zugesetzt, durch leichtes Schiitteln gemischt und bei 13000 rpm
(Eppendorfzentrifuge) 8 min zentrifugiert.

Der Uberstand wird vorsichtig in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt und mit 1 ml Ethanol
versetzt. Nach 10 min Inkubation bei -20°C wird die Plasmid-DNA durch Zentrifugation
bei 4°C (13000 rpm, Eppendorf-Kiihlzentrifuge) pelletiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach erneutem zentrifugieren bei 4°C wird
das Pellet vom Uberstand befreit, luftgetrocknet und in ca. 50 pul TE-Puffer oder Wasser

aufgenommen.

Losung 11 Losung II1

1% SDS 3 M Kaliumacetat
200 mM NaOH

3.2.1.3 Midi-Plasmidpraparation geméifs Macherey & Nagel

Das ,Nucleobond AX-100"-Kit der Fa. Machery&Nagel (Diiren) kann dazu verwendet wer-
den, sehr reine Plasmid-DNA in groferen Mengen zu gewinnen.

Dazu werden 50-250 ml Ubernachtkultur einer Bakteriensuspension abzentrifugiert (Sor-
vall R7, 3200 rpm, 1 min), der Uberstand verworfen und das Pellet in 5 ml Losung Al
aufgenommen. Diese Losung enthilt RNase. Dazu werden 5 ml Losung A2 gegeben und
durch vorsichtiges Umschiitteln vermischt (~ 1 min, bis eine klare, viskose Losung entsteht.

Dazu werden 5 ml Losung A3 pipettiert und erneut geschiittelt.
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Nach Filtration durch einen mit Wasser angefeuchteten Faltenfilter wird das Filtrat {iber
eine Nucleobond AX 100-Saule chromatographiert, mit Waschpuffer N3 gewaschen und mit
5 ml Elutionspuffer N5 eluiert. mit dem 0,7-0,8fachen des Volumens Isopropanol versetzt
und 10 min zentrifugiert (Sorvall-Zentrifuge, SA-25 Rotor, 10000 rpm, 4°C). Das Pellet wird
in 200 pl Wasser aufgenommen und mit 200 pl 4 M LiCl-Lésung sowie 10 pl 1M Tris/HCI
pH 7,5 versetzt, gemischt und die DNA mit dem 2,5fachen Volumen Ethanol gefillt. Nach
zentrifugieren (10 min, 13000 rpm, Eppendorfkiihlzentrifuge) wird das Pellet luftgetrocknet
(5-10 min) und je nach DNA-Menge in 50-300 pl Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.

3.2.2 Praparation chromosomaler DNA aus Dictyostelium discoi-

deum

Dictyostelium discoideum besitzt einen hohen Gehalt an RNA und Kohlenhydraten, welche
bei der Reinigung zur Vermeidung von Kontamination der chromosomalen DNA vorher
abgetrennt werden miissen. Chromosomale DNA wird daher aus angereicherten Zellkernen
isoliert [ Noegel et al. (1985)].

Dictyostelium discotdeum Zellen werden mit kaltem Wasser von einer dicht bewachsenen
SM-Agarplatte geerntet und bei 720 x g zwei Minuten zentrifugiert. Das Pellet wird mit
kaltem Wasser gewaschen, um Reste von Klebsiella aerogenes zu entfernen. Die Zellen
werden mit NLB-Puffer lysiert, welcher die Zellmembranen, nicht aber die Kernmembran
angreift, resuspendiert und bei 2000 x g und 4°C zentrifugiert. Die sedimentierten Zellkerne
werden in 1 ml TE-Puffer aufgenommen und mit 50 ul 10%iger SDS-Losung versetzt. Nach
Zugabe von 10 pul einer Proteinase K-Losung (100 pg/ml) wird die Reaktionsmischung 3
Stunden bei 37°C inkubiert. Durch zweifache Extraktion mit wassergesittigtem Phenol
werden restliche Proteine und RNA entfernt. Zur Entfernung des Phenols wird einmal mit
CHCI; extrahiert.

Zur DNA-Prézipitation wird das zweifache Volumen 96%iges Ethanol und ein Zehntel des
Volumens 3 M Natriumacetatlosung pH 5,2 pipettiert. Die gefillte, fidige DNA wird mit
einem Glasstab unter leichtem Riihren aus der Losung gezogen und mit reinem Ethanol
gewaschen. Nach Lufttrockung (ca. 5 min) wird die chromosomale DNA in TE-Puffer ge-
16st und bei 4-7°C im Kiihlschrank gelagert.
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NLB-Puffer:

10 mM Magnesiumacetat
10 mM NaCl

30 mM Hepes pH 7,5
10% Saccharose

2% Nonident P 40

3.2.3 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Restriktionsfragmenten erfolgt aufgrund ihrer vom Molekular-
gewicht abhingigen unterschiedlichen Ladung und damit ihrer Laufgeschwindigkeit in einer
Agarosegelmatrix [Sambrook et al. (1989)].

Je nach Auftrennungsziel und Verwendung des Gels werden 0,6 - 2%ige Agarosegele in
TBE- oder TAE-Puffer als Gel- und Laufpuffer eingesetzt. Die Auftrennung der DNA er-
folgt horizontal in Flachbett-Gelapparaturen verschiedener Grofe (7,5 cmx8 cm; 11,5 cm X
14 em; 13 cmx 19 cm) bei einer Spannung von 10-12 V/cm.

Den Proben wird vor dem Auftragen ein Zehntel ihres Volumens an DNA-Probenpuf-
fer zugesetzt. Zur Visualisierung der Fragmente unter UV-Licht (A = 302 nm) wird den
Gelen beim Giefen 0,1 pg/ml Ethidiumbromid beigemischt. Zur Grofenbestimmung der
Fragmente elekrophoriert man einen geeigneten Grofenstandard mit.

Die Dokumentation erfolgt fotographisch mittels eines Videodokumentationssystems.

DNA-Probenpuffer

40% Saccharose

0,5% Natriumdodecylsulfat
0,25% Bromphenolblau

in TE Puffer
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DNA-Groflenstandards
1 kB DNA-Leiter (Gibco BRL): 12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 7126,

6108, 5090, 4072, 3054, 1636, 1018, 506,
396, 344, 298, 220, 201, 154, 134, 75 Bb

A-HindITI-Marker: 21230, 5148, 4973, 4268, 3530, 2030,
1900, 1584, 1375, 947, 831, 564, 125 Bp

3.2.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten wurde die mit Restriktionsenzymen verdaute DNA
in 0,6-2%igen Agarosegelen in TAE-Puffer aufgetrennt. Das Gelstiick mit der durch die
Ethidiumbromidfirbung unter UV-Licht sichtbaren zu isolierenden Fragmentbande wird
mit einem Skalpell herausgeschnitten. Das Gelstiick wird in ein prépariertes 0,5 ml-Reak-
tionsgefaf iiberfiihrt. In den Boden dieses Reaktionsgefifes wurde zuvor ein kleines Loch
gestochen und dieses mit einem Pfropfen aus silanisierter Glaswolle verschlossen.

Die Fliissigkeit kann durch Zentrifugieren aus dem Agarosegel eluiert werden, da letzteres
von der Glaswolle zuriickgehalten wird. Dazu wird das Reaktionsgefifs in ein grofieres,
1,5 ml- Reaktionsgefifs gestellt und zweimal fiir 1 min bei 3000 x g zentrifugiert. Das Eluat
wird noch einmal bei 13000 x g fiir 1 min zentrifugiert, um eventuell vorhandene Reste des
Agarosegels zu pelletieren. Der Uberstand wird vorsichtig abpipettiert und in ein frisches
Reaktionsgefaft iiberfiihrt. Die DNA wird mit dem 2,5fachen Volumen 96%igem Ethanol
unter Zusatz von 1/10 des Volumens 3 M Natriumacetatlosung pH 5,2 gefiillt, sedimentiert
(13000 x g, 15 min, 4°C) und mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die so gereinigte DNA

wird in 10-20 pl Wasser aufgenommen.

3.2.5 Southern-Blot Analyse

Das als Southern-Blot bezeichnete Verfahren dient dazu, die in Agarosegelen nach Grofe
aufgetrennte DNA auf Nylonmembranen zu transferieren [Southern (1975)|. Durch Hy-
bridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Proben (vgl. Kap. 3.2.8) konnen spezifische
Fragmente identifiziert werden.

Hierzu wird genomische DNA in 300 pl Volumen ii.N. mit Restriktionsenzymen verdaut.
Danach wird die DNA mit 660 ul 96%igem Ethanol und 30 pl 3 M Natriumacetat pH 5,2 fiir
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2 Stunden bei -20°C geféllt und durch Zentrifugation bei 13000 x g und 4°C pelletiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach kurzem
Lufttrocknen wird die DNA in 20 ul Wasser aufgenommen, mit 2 pl DNA-Probenpuffer
versetzt in einem 0,6-0,8%igen Agarosegel elektrophoriert. Parallel ikt man einen Grofen-
marker mitlaufen.

Um eine gute Auftrennung der Fragmente zu erreichen, wird die Elektrophorese fiir etwa
17 h bei 35 V durchgefiihrt (Stromdichte ~ 3 V/cm). Das mit Ethidiumbromid gefirbte
Gel wird zusammen mit einem Lineal fotographiert (UV-Licht, A = 302 nm, Videodoku-
mentationssystem), um eine spitere Grofenbestimmung der Signale zu ermdglichen.
Anschliefsend wird das Gel fiir 20 min in Denaturierungspuffer und fiir weitere 20 min in
Neutralisierungspuffer inkubiert. Der Transfer der DNA auf die Nylonmembran erfolgt in
20x SSC-Losung iiber einen Zeitraum von 18 Stunden durch Kapillarkréafte. Dabei wird
das Gel auf zwei in 20x SSC-Losung getrinkte 3MM Whatman-Filterpapiere gelegt, die
papierchromatographischen Kontakt zu einem SSC-Losungsreservoir haben. Das Gel wird
mit der mit Wasser befeuchteten und anschlieffend mit 20x SSC-Losung benetzten Nylon-
membran luftblasenfrei bedeckt. Dariiber werden zwei Lagen 3MM Whatman-Filterpapier
und ein etwa 7 cm dicker Stapel saugfahiges Papier gedeckt. Das Ganze wird gleichméfig
mit einem Gewicht beschwert (ca. 600 g).

Nach dem Transfer wird die Nylonmembran kurz in 2x SSC-Lo6sung inkubiert, zweimal im
UV-Transilluminator mit UV-Licht bestrahlt und bis zur weiteren Verwendung bei RT im

Dunkeln aufbewahrt.

Denaturierungspuffer Neutralisierungspuffer
1,5 M NaCl 1,5 M NaCl
0,5 M NaOH 0,5 M Tris/HCI pH 7,5

3.2.6 Isolierung der Gesamt-RNA aus Dictyostelium discoideum

Bei samtlichen Arbeiten mit RNA werden Handschuhe getragen und stets sterile Pla-
stikgefifie, autoklavierte Mikropipettenspitzen und autoklavierte Losungen verwendet, um
Kontamination der Proben mit RNase zu vermeiden.

1 x 10® Zellen werden von Phosphatagarplatten mit 15 ml eiskaltem Wasser geerntet und
mit 50 mMol Hepes-Puffer pH 7,5 gewaschen. Die Dictyostelium discoideum-Zellen werden
in 5 ml 50 mMol Hepes-Puffer pH 7,5 resuspendiert und durch Zugabe von 1 ml 10%iger
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SDS-Losung und 100 ul DEPC unter heftigem Schiitteln 1 min lysiert. Die Suspension wird
sofort mit dem zweifachen Volumen Phenol/Chloroform extrahiert. Das Phenol wurde dazu
mit Hepes-Puffer pH 7,5 geséttigt (vgl. Kap. 2.2.2) und mit gleichem Volumen Chloroform
versetzt. Zur schnelleren Phasentrennung wird die Probe bei 5000 x g 5 min zentrifugiert.
Die Extraktion wird sooft wiederholt, bis keine Interphase mehr erkennbar ist. Nach Zugabe
von 1/10 Volumen 10 M LiCl-Losung und dem zweifachen Volumen Ethanol wird die RNA
zwei Stunden bei -20°C gefillt. Sie wird dann bei 5000 x g und 4°C 30 min pelletiert,
mit 70%igem Ethanol gewaschen und kurz getrocknet. In Wasser aufgenommen wird sie

aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.2.7 RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung von RNA verwendet man 1,2%ige Agarosegele
[Lehrach et al. (1977)]. Dazu werden 2,4 g Agarose mit 20 ml 10x MOPS-Puffer pH 8 und
148 ml Wasser zum Sieden erhitzt. Sobald die Temperatur unter 65°C gefallen ist, setzt
man 32 ml 36%iger Formaldehydlosung zu und giefst das Gel.

Die Auftrennung der RNA erfolgt in einer Flachbettgelelektrophoresekammer (12,5 ¢cm x
21 cm). Dazu wird die RNA-Probe mit 1/3 des Volumens RNA-Puffer vermischt und 5 min
bei 68°C denaturiert. Nach Zugabe von 5 ul RNA-Farbmarker werden die Proben aufge-

tragen. Die Trennung erfolgt bei einer Spannung von 35 V.

RNA-Puffer RNA-Farbmarker

50 p1 10 x MOPS pH 8,0 50% Saccharose

83 pl Formaldehyd 0,25% Bromphenolblau
250 pl Formamid in Wasser

3.2.8 Herstellung radioaktiv markierter DNA

Stratagene Prime®It IT Kit wird zur Herstellung radioaktiv markierter DNA verwendet.
Die vom Hersteller vorgeschlagene Vorgehensweise wird benutzt.

Dazu werden 0,1 bis 0,3 ug DNA-Fragmente auf ein Gesamtvolumen von 24 ul mit Wasser
verdiinnt. Dazu werden 10 pl Random-Oligonucleotide-Primer (wird zusammen mit dem
Kit geliefert) pipettiert, und die DNA durch 5 min Erhitzen auf 95°C denaturiert. An-
schliefend werden 10 ul 5 x dATP-Primerpuffer (ebenfalls im Kit enthalten) zugesetzt,
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5 pl a-3?P-ATP-Losung und 1 pl Klenow-Enzym (5 U/ul (Kit)) dazugegeben und die Mi-
schung fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 2 pl Stop-Mix (auch im Kit) wird
die Reaktion gestoppt, mit 100 ul TE-Puffer pH 8,0 verdiinnt und die Lésung auf eine
0,9 ml Sephadex G-50 Séule (s. Kap. 3.2.8.1) gegeben. Durch Zentrifugation bei 3000 rpm
(Sorvall RT-7, 2 min) werden die freien Nukleotide durch die Sdule abgetrennt und die
radioaktiv markierte DNA in einem 1,5 ml Reaktionsgefif aufgefangen. Durch Erhitzen
auf 100°C fiir 10 min wird die DNA denaturiert und auf Eis gekiihlt.

3.2.8.1 Chromatographie durch Sephadex G-50 Chromatographiesiulen

Diese Technik wird dazu verwendet, hochmolekulare DNA durch Gelfiltration von leich-
teren Molekiilen zu trennen |Sambrook et al. (1989)]. In diesem speziellen Fall diente sie zur
Abtrennung radiaktivmarkierter DNA von freien radioaktiven Nukleotiden (a-3*P-ATP).
30 g Sephadex G-50 gieft man langsam in 250 ml TE-Puffer pH 8,0 und laft sie i.N.
quellen. Am niichsten Tag wird der Uberstand dekantiert und durch das gleiche Volumen
frischen TE-Puffer ersetzt. Die Suspension wird autoklaviert und bei 4°C aufbewahrt.

Zur Praparation einer Chromatographiesidule wird Sephadex G-50 in eine 1-ml Einmal-
Plastikspritze, deren Auslafoffnung mit einem Pfropfen silanisierter Glaswolle verschlossen
wurde, gegeben. Durch Zentrifugation bei 3000 rpm (2 min, Sorvall RT-7) wird der Puffer
abgetrennt und die Saule fester gepackt. Insgesamt verwendet man so viel Sephadex G-50,

bis das Volumen der gepackten Saule 0,9 ml betrégt. Die Sdule wird unmittelbar verwendet.

3.2.9 Nachweis von DNA-Fragmenten mit radioaktiv markierten

Sonden

Die hier angefiihrten Hybridisierungsbedingungen entsprechen im wesentlichen der von
Mehdy beschriebenen Technik [Mehdy (1985)].

Die mit 2x SSC-Lésung angefeuchtete Nylonmembran wird dazu in eine Glashybridisie-
rungsrohre iiberfiihrt und mit 10 ml Hybridisierungspuffer 30 min bei 37°C in einem
Hybridisierungsofen zur Vorhybridisierung inkubiert. Der Hybridisierungspuffer wird zur
Vermeidung spéterer unspezifischer Bindungen der radioaktiven Sonde mit 1 ml denatu-
riertem Heringssperma (200 ul ) versetzt. Nach Zugabe der radioaktiv markierten Sonde
(s. Kap. 3.2.8) wird die Membran ii.N. in einem Rotationsofen bei 37°C inkubiert.

Die radioaktive Losung wird abgegossen und die Membran zweimal kurz mit Waschpuffer
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abgespiilt. Anschlieffend wird die Membran zweimal je eine halbe Stunde mit Waschpuffer
bei 37°C unter Schiitteln gewaschen. Nach dem Trocknen wird die Membran in Poly-
ethylenfolie gepackt und mit einem Rontgenfilm in einer mit Verstirkerfolie versehenen

Filmkassette bei -70°C exponiert.

Hybridisierungspuffer

50% Formaldehyd

1% Natriumlaurylsarcosinat

2 mM EDTA pH 7,2

0,12 M Natriumphosphatpuffer pH 6,8
in 2x SSC

4x Denhardt’s Reagenz

Waschpuffer

50% Formaldehyd

1% Natriumlaurylsarcosinat

0,2% Natriumdodecylsulfat

2 mM EDTA pH 7,2

0,12 M Natriumphosphatpuffer pH 6,8
in 2x SSC

Denhardt’s Reagenz

2% Ficoll 400

2% Polyvinylpyrolidin

2% Rinderserumalbumin (BSA)

3.2.10 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration von DNA und RNA wird in wéssriger Losung spektralphotometrisch be-
stimmt. Eine OD von 1,0 entspricht bei einer Wellenldnge von A = 260 nm einer Konzentra-
tion von 50 ug/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 ug/ml einzelstrangiger RNA |Sambrook
et al. (1989)].

Uber den Grad der Verunreinigung mit Proteinen und Phenolen lisst sich mit Hilfe des
Quotienten ODyg9/ODygy eine Aussage machen: betragt der Wert des Quotienten 1,8 oder

mehr, so kann man von einer reinen DNA- bzw. RNA-Losung ausgehen.

3.2.11 In vitro-Rekombination von DNA
3.2.11.1 Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Der Verdau von DNA mit einem Restriktionsenzym erfolgt in dem vom Enzymherstel-
ler empfohlenen Restriktionspuffersystem und unter der angegebenen Temperatur. Je ug

DNA werden 2-10 U eingesetzt (jeweils gemaf enzymspezifischer Herstellerempfehlungen).
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Plasmid-DNA wird 1-3 Stunden verdaut, chromosomale DNA ii.N.. Die Vollstandigkeit der

Reaktion wurde durch Agarosegelelektrophorese iiberpriift.

3.2.11.2 Phosphatase-Behandlung

Damit die DNA-Ligase kohésive oder auch glatte Enden von DNA-Fragmenten ligieren
kann, muf jeweils die 5’-stdndige Phosphatgruppe entfernt werden. Um eine Religation des
linearisierten Vektors zu verhindern, wird die 5’-Phosphatgruppe mit alkalischer Phospha-
tase aus Kélberdarm (CIAP) hydrolysiert. Linearisierte Vektor-DNA (5-10 p1g) werden in
einem 50 pl Ansatz mit 3 U alkalischer Phosphatase in CIAP-Puffer bei 37°C fiir 30 min
inkubiert. Nach Ende der Reaktion wird das Enzym durch Erhitzen auf 70°C (10 min)
deaktiviert und die DNA durch Zusatz des 2,5fachen Volumens Ethanol geféllt.

10x CIAP-Puffer pH 9,0
0,5 M Tris/HCI

10 mM MgCl,

1 mM ZnCl,

10 mM Spermidin

3.2.11.3 Uberfiihrung iiberstehender Enden in glatte Enden

Viele Restriktionsenzyme erzeugen kohésive Enden mit einem 3’- oder 5’-liberstehenden
Ende. 5-DNA-Uberhiinge konnen mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I unter
Zusatz von Nukleotiden aufgefiillt werden. Der 3’-Uberhang kann von der T,-Polymerase
in Abwesenheit von Nukleotiden abgebaut bzw. unter Zusatz von Nukleotiden zu einem

glatten Ende aufgefiillt werden.

Der Reaktionsansatz fiir das Klenow-Fragment setzt sich folgendermafen zusammen:

1 ug DNA, 2 pl 10x NT-Puffer, 2 pul d(ATP/GTP/TTP/CTP) (je 1 mM) und 1 U Klenow-
Enzym werden auf 20 pl mit Wasser aufgefiillt.

Der Reaktionsansatz wird 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird durch zehnminiiti-
ges Erhitzen auf 70°C gestoppt. Die DNA wird mit DNA-Probenpuffer in einem Agarosegel

aufgetrennt und aus diesem isoliert (vgl. Kap 3.2.4).
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Fiir die T4-Polymerase setzt sich der Reaktionsansatz wie folgt zusammen:

1 pug DNA, 2 pl 10x T4-Polymerase-Puffer, je 5 mM und 1 U T4-Polymerase werden auf
18 pl mit Wasser aufgefiillt und 2 min bei 37°C inkubiert. Dann erfolgt die Zugabe von
2 pl d(ATP/GTP/TTP/CTP) (je 5 mM), und die Mischung wird weitere 15 min bei
37°C inkubiert. Es wird einmal mit Phenol/Chloroform extrahiert und die DNA mit dem
2,5fachen Volumen Ethanol geféllt.

3.2.11.4 Ligation von Vektor- und DNA-Fragmenten

Die T4-Polymerase katalysiert die Ligation von DNA-Fragmenten und entsprechend linea-
risierter Vektor-DNA unter ATP-Verbrauch.

Zur Verkniipfung zweier glatter Enden wird die Reaktion fiir 24 h bei 21°C, zur Verbindung
kohésiver (iiberhdngender) Enden 12-16 h bei 8°C inkubiert. Ein Reaktionsansatz besteht
fiir die Ligation kleinerer Fragmente (<1000 Bp) in einen Vektor aus einem 10fachen mola-
ren Uberschuf Fragment-DNA, dem vom Enzymbhersteller bereitgestellten Ligationspuffer
und der Ty-Polymerase in der herstellerseitig empfohlenen Menge. Fiir die Ligation grofser
(>3000 Bp) Fragmente setzt man die doppelte molare Menge Fragment-DNA ein. Frag-
mente in mittlerer Linge wurden in einem Verhiltnis von etwa 5:1 eingesetzt. In der Regel

wurde die Vektor-DNA dephosphoryliert eingesetzt.

3.2.12 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kann bei Wahl geeigneter Oligonucleotide zur in-
vitro-Amplifikation von DNA-Abschnitten verwendet werden [Saiki et al. (1992)|. Dazu
werden eine doppelstringige DNA-Vorlage (Matrize) und zwei den zu amplifizierenden
Abschnitt begrenzende Oligonucleotide (Primer) einer kontinuierlichen Abfolge von Dena-
turierungen, Primer-Hybridisierungen und DNA-Polymerisierungen unterworfen. Die Re-
aktion wird in einem Thermocycler durchgefiihrt, unter Zusatz von Nukleotidtriphospha-
ten und einer hitzeresistenten Polymerase, der Tag-Polymerase [Chein et al. (1976)]. An
den Enden kénnen die Oligonukleotide einen Uberhang aus wenigen nicht-hybridisierenden
Nukleotiden haben, mit deren Hilfe beispielsweise Sequenzen mit Restriktionsschnittstellen

eingefiihrt werden kdnnen.
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3.2.13 Transformation von E. coli-Zellen
3.2.13.1 Herstellung chemokompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung CaCly-kompetenter Zellen (chemokompetent) werden 0,5 ml einer Uber-
nachtkultur von E. coli in 50 ml LB-Medium bei 37°C und 250 rpm inkubiert, bis die ODgg
zwischen 0,4-0,6 lag. Die Bakterien werden pelletiert (10 min, 4°C, 4000 rpm, Beckman
Avanti J25, JA-25.50-Rotor) und in 20 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Losung resuspendiert.
Nach erneuter Zentrifugation wird das Pellet in 2 ml dieser Losung aufgenommen, mit
20% Glycerol versetzt und in Aliquots zu je 200 ul in fliisssigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert.

3.2.13.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

1 1 LB-Medium wird mit 5 ml einer Ubernachtkultur von E. coli angeimpft und bei 37°C
und 250 rpm inkubiert, bis eine ODgy von ungefahr 0,5 erreicht ist. Die Zellen werden
auf Eis abgekiihlt und abzentrifugiert. Das Pellet wird im halben Volumen autoklavierten
kalten Wassers resupendiert und erneut zentrifugiert. Das Verfahren wiederholt man so
oft, bis das Gesamtvolumen unter 50 ml reduziert ist. Dann werden die Zellen mit 25 ml
15%igem autoklavierten Glycerin resuspendiert, erneut zentrifugiert (3000 rpm, 4°C) und
das Zellpellet in 1-2 ml 15%igem Glycerin aufgenommen. Aliquots zu je 50 pl werden in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

3.2.13.3 Transformation von E. coli-Zellen mittels Elektroporation

Zur Transformation wird ein Aliquot Zellen (ca. 50 ul Zellsuspension) auf Eis angetaut,
mit 1 pg Plasmid-DNA oder 7-8 pl eines Ligationsansatzes versetzt und durch sanftes
Schnippen vermischt. Nach 10 min Inkubation auf Eis wird das Gemisch in eine gekiihlte
Elektroporationskiivette iiberfiihrt und die Zellen bei 200 €2, 2,5 kV, 25 pF transformiert.
Nach einer weiteren Minute auf Eis werden die Zellen unter Zusatz von 1 ml SOC-Medium
vorsichtig aus der Kiivette pipettiert und bei 37°C fiir 45 min inkubiert. 50 bzw. 300 pl

werden auf entsprechende Selektionsagarplatten ausplattiert und bei 37°C ii.N. inkubiert.
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3.2.13.4 Transformation von chemokompetenten E. col:

Ein Aliquot der Zellen wird auf Eis angetaut und mit 1-5 pg Plasmid-DNA oder eines
Ligationsansatzes versetzt und durch sanftes Schnippen vermischt. Nach 20miniitiger In-
kubation auf Eis werden die Zellen fiir 90 sek auf 42°C erhitzt und sofort danach wieder auf
Eis gekiihlt. Nach weiteren 2 min auf Eis werden die Zellen mit 1 ml SOC-Medium versetzt
und fiir 45 min und 37°C inkubiert. Aliquots von 100 und 500 ul werden auf entsprechende

Selektionsagarplatten ausplattiert.

3.2.14 Dauerkulturen von E. col:

Dazu wird eine Ubernachtkultur der Bakterien in LB-Selektionsmedium herangezogen, mit

10% DMSO versetzt und gut gemischt. Diese Mischung wird bei -80°C eingefroren.

3.2.15 Transformation von Dictyostelium discoideum

Das Transfizieren von Dictyostelium discoideum mit DNA wurde nach dem von P. K.
Howard entwickelten Verfahren vorgenommen [Howard et al. (1988)].

Dictyostelium discoideum-Zellen werden bis zu einer Dichte von 2-3x10° Zellen/ml kulti-
viert und 5 x 107 Zellen durch Zentrifugation bei 720 x g geerntet. Sie werden zweimal
mit kaltem Soerensen-Phosphatpuffer und einmal mit kaltem Elektroporationspuffer gewa-
schen.

Man resuspendiert die Zellen in 500 ul eiskaltem Elektroporationspuffer und {iiberfiihrt
sie in eine vorgkiihlte Elektroporationskiivette. Nach Zusatz von 15-30 pg der jeweiligen
Plasmid-DNA werden die Zellen bei 200 €2, 0,9 kV, 3 pF und abgeschaltetem externen
Widerstand transformiert.

Danach verteilt man die Zellen auf zwei Petrischalen und 1dft sie fiir 10 min bei 21°C
absitzen. Anschlieffend tropft man je Schale 500 pl einer 1 mM CaCly/ 1 mM MgCl,-
Lésung zu und schiittelt die Schalen leicht bei ca. 50 rpm fiir 10 min.

Es werden 10 ml AX2-Medium zugesetzt und die Zellen bei 21°C inkubiert. Nach we-
nigen Stunden (2-3 h, maximal #i.N.) wird durch Zugabe von geeigneten Antibiotika ein
Selektionsdruck erzeugt.

Ein erster Mediumwechsel erfolgt nach 72 h, dann alle weiteren 48 h, wobei die Konzen-

tration des Antibiotikums zunehmend erhoht werden kann.
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Elektroporationspuffer:
50 mM Saccharose
10 mM Kaliumphosphat pH 6,1

3.3 Proteinchemische und immunologische Methoden

3.3.1 Aufreinigung monoklonaler Antikorper

Zur Aufreinigung monoklonaler Antikérper aus Kulturiiberstinden der Antikorper-produ-
zierenden Hybridomazellen werden 45 Teile Uberstand unter stindigem Riihren bei 4°C
mit 55 Teilen kalter gesittigter (NH4),SO,-Losung versetzt und weiter i.N. geriihrt. Das
Prézipitat wird bei 8000 x g abzentrifugiert (20 min, 4°C) und der Niederschlag in ca.
50-100 ml 100 mM Tris/HCl-Losung pH 8,9 gelost und ii.N. gegen 100 mM Tris/HCI-
Losung pH 8,9 dialysiert. Das Dialysat wird erneut zentrifugiert (8000 x g, 20 min, 4°C)
und das Pellet verworfen. Der Uberstand wird mit fester NaCl auf 3 M NaCl gebracht und
auf eine mit Waschpuffer dquilibrierte Protein A-Sepharosesidule geladen (1 ml Protein-
A-Sepharose CL4B, Pharmacia Biotech). Das Eluat wird aufgefangen und erneut auf die
Saule aufgetragen. Man lafst das Eluat @i.N. {iber die Sdule zirkulieren.

Am néchsten Tag wird die Sdule mit Waschpuffer so lange gewaschen, bis das Eluat eine
ODygp unter 0,1 aufweist. Dann werden die Antikdrper mit 0,1 M Zitronensdure pH 3,1
eluiert, wobei jede Fraktion sofort mit 50 ul vorgelegter 2 M Tris/HCI pH 9,0 neutralisiert
wird. Die Fraktionen mit einer ODggy zwischen 0,5 und 1 werden ebenso gepoolt wie die
mit einer ODggy grofer als 1. Fraktionen, die weniger Protein enthalten, werden verworfen.
Die Séule wird mit 0,1 M Zitronensédure pH 3,0 regeneriert und mit Waschpuffer dquili-
briert. Fiir denselben Antikérper kann dieselbe Sdule mehrfach verwendet werden. Lage-

rung erfolgt bei 4°C unter Waschpuffer, dem 0,1% Natriumazid zugesetzt wird.

Waschpuffer
100 mM Tris/HCI pH 8,9
3 M NaCl
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3.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fiir die diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese [Limmli et al.(1970)] wurden
6 bis 15%ige Polyacrylamidgele in einer Grofe von 7,5 cm x 10 cm x 0,5 ¢cm mit einem
5%igen Sammelgel verwendet. Zu den aufzutrennenden Proteingemischen wurden je nach
Bedarf unterschiedliche Mengen 5 x SDS-Probenpuffer gegeben und die Mischung 5 min
aufgekocht.

Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung zwischen 100 und 190 V in einer mit SDS-
Laufpuffer gefiillten Elektrophoresekammer. Als Gewichtsstandard diente ein geeignetes
Gemisch von Proteinen verschiedener, bekannter Molekiilmassen.

Nach Beendigung der Elektrophorese werden die Proteine entweder mit Coomassie-Blau
(vgl. Kap. 3.3.3) gefiirbt oder durch die ,Western-Blot”-Methode auf Nitrocellulosemem-
branen (s. Kap. 3.3.4) transferiert.

Trenngel Sammelgel

6% 8% 10%  12%  15% 5%

Acrylamid 30:0,8 [ ml | 11,9 158 197 236 30 34
H,0 [ ml | 313 274 235 196 132 143
1,5 M Tris/HCl pH 8,8 [ ml | 16 16 16 16 16 2
10% SDS [ pl | 590 590 590 590 590 200
TEMED | l | 23 23 23 23 23 8
10% APS | pl | 165 165 165 165 165 80
5 x SDS-Probenpuffer 10 x SDS-PAGE-Laufpuffer
2,5 ml 1 M Tris/HCI pH 6,5 0,25 mol Tris
4,0 ml 10%iges Natriumdodecylsulfat (SDS) 1,9 mol Glycin
2,0 ml Glycerin 1% Natriumdodecylsulfat (SDS)
1,0 ml 14,3 M [-Mercaptoethanol in 1 1 Wasser

200 pl 10% Bromphenolblau-Losung

Molekiilmassenstandards
LMW-Marker (Pharmacia) |kDa|: 94, 67, 43, 30, 20,1, 14,4
HMW-Marker (Pharmacia) [kDa|: 212, 170, 116, 76, 53
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3.3.3 Farbung von Acrylamidgelen mit Coomassie-Blau

Fertige SDS-Acrylamid-Proteingele werden fiir mindestens 15 min in eine Farbelosung ge-
legt und geschiittelt. Nicht gebundener Farbstoff wird durch Schiitteln in Entfarbel6sung

entfernt. Dabei wird die Losung mehrfach gewechselt.

Coomassie-Férbeldsung Enféarbelosung
0,1% Coomassie-Brilliant-Blau R 250 10% Ethanol
50% Methanol 7% Essigsiure

10% Essigsiaure

Lésung wird vor Gebrauch filtriert.

3.3.4 Ubertragung von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen
(,,Western-Blot”)

3.3.4.1 Transfer auf Nitrocellulosemembranen im Halbtrocken-Verfahren

Proteine mit einem Molekulargewicht unter 100 kDa wurden mit dem Semi-Dry-Transfer-
Verfahren (Halbtrocken-Transfer) auf Membranen iibertragen. Dazu wird das Gel auf eine
mit Anodenpuffer IT befeuchtete Nitrocellulosemembran iiberfiihrt und auf zwei mit An-
odenpuffer II getrinkte 3 MM Whatman-Filterpapiere gelegt. Auf die Anode wird ein in
Anodenpuffer I getrinktes 3 MM Whatman-Filterpapier gelegt.

Der Stapel mit dem Gel wird blasenfrei auf das Filterpapier auf der Anode der Blotkammer
gelegt. Der Stapel wird mit zwei weiteren, in Kathodenpuffer getrinkten 3 MM Whatman-
Filterpapieren iiberschichtet. Dann wird die Kammer mit der Kathode verschlossen und
der Transfer iiber 30-45 min bei 10 V durchgefiihrt.
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Anodenpuffer 1 Anodenpuffer II

300 mM Tris/HCI pH 10,4 25 mM Tris/HCI pH 10,4
0,05% Natriumdodecylsulfat 0,05% Natriumdodecylsulfat
10% Methanol 10% Methanol

in Wasser in Wasser

Kathodenpuffer

40 mM Aminocaprylsidure
25 mM Tris/HCI pH 9,4
0,05% Natriumdodecylsulfat
10% Methanol

in Wasser

3.3.4.2 Transfer auf Nitrocellulosemembranen im Nafllverfahren

Besonders fiir grofse Proteine (>150 kDa) ist das Semi-Dry-Verfahren nicht sehr effizient.
Daher werden grofere Proteine im Nafsverfahren transferiert.

Auf eine aus einem Drahtnetz bestehende Anode werden zwei mit Transferpuffer getrank-
te 3 MM Whatman-Filterpapiere gelegt. Darauf werden die Nitrocellulosemembran und
das Proteingel blasenfrei aufgezogen. Das Gel wird mit zwei weiteren 3 MM Whatman-
Filterpapieren abgedeckt und mit der Kathode zusammengedriickt. Um eine gleichméfige
Druckverteilung zwischen Membran und Gel zu gewihrleisten, wird unmittelbar an den
Elektroden je ein Plastikschwamm mit eingebunden.

Der Transfer erfolgt in einer mit Transferpuffer gefiillten BlotKammer @i.N. bei 4°C und

15-20 V. Dabei wird der Puffer stindig geriihrt, um lokale Erhitzungen zu vermeiden.

Transferpuffer

190 mM Glycin

25 mM Tris/HCI pH 9,4
0,02% Natriumdodecylsulfat
10% Methanol
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3.3.4.3 Firbung von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen

Nach erfolgtem Blot werden die Proteine reversibel mit Ponceau-S-Farbstoff gefarbt. Dies
soll einerseits die Kontrolle iiber die Effizienz des Blottens gewéhrleisten, andererseits auch
die Moglichkeit bieten, den Gewichtsmarker zu kennzeichnen.

Die Nitrocellulosefilter werden dazu fiir 1-5 min in Ponceau-Farbelosung gelegt und ge-
schiittelt. Anschliefend werden sie kurz unter flielsendem Wasser abgespiilt. Sobald Pro-
teinbanden sichtbar werden, werden die Banden des Gewichtsmarkers mit Kugelschreiber
dauerhaft markiert und gewohnlich ihre Spur abgeschnitten. Die vollstdndige Entfarbung
der Membran erfolgt durch mehrfaches Waschen mit PBS-Puffer.

Ponceau-S Fiarbelosung

2 g Ponceau S-Farbstoff, gelost in
100 ml 3% Trichloressigsédure

3.3.5 Immunmarkierung und Detektion von Proteinen auf Mem-

branen

Die Nitrocellulosemembranen nach einem erfolgten Western-Blot werden fiir mindestens
2 h bei RT oder ii.N. bei 4°C in einer Losung von 4% Magermilchpulver in PBS Geschiit-
telt, um freie Proteinbindungsstellen abzuséttigen. Dann wird die Membran kurz mit etwas
PBS abgespiilt und eine Antikérperlosung in geeigneter Verdiinnung oder direkt Hybrido-
maiiberstand zu der Membran gegeben und fiir 1 bis 16 Stunden bei RT inkubiert. Die
Membran wird mindestens fiinfmal mit viel PBS gewaschen, um die Priméarantikorperlo-
sung vollstdndig zu entfernen. Die Inkubation mit Zweitantikorper wird fiir eine Stunde
durchgefiihrt, der in PBS geeignet verdiinnt wird. Die Zweitantikorperlésung wird durch
mindestens sechsfaches Waschen mit PBS griindlich abgespiilt.

Die Membran wird mit der Proteinseite nach oben auf eine Cellophanfolie gelegt und mit
einem Papiertuch sanft trockengetupft. Darauf wird 1 ml Luminollésung pipettiert und ver-
teilt. Nach 2 min wird die Losung abgetupft, Cellophanfolie glatt auf die Membran gelegt
und der Blot in einer mit Verstirkerfolie beschichteten Rontgenkassette mit einem Ront-
genfilm exponiert. Die Dauer der Exponierung hingt von der Konzentration der Proteine
auf der Membran und der Giite der Antikorper ab und betriagt zwischen wenigen Sekunden
und iiber 30 Minuten. Nach Ablauf dieser Zeit ist das in der Luminollésung vorhandene

Wasserstoffperoxid umgesetzt oder zerfallen.
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Luminollésung

2 ml 1M Tris/HCI pH 8,0

200 pl 3-Aminonaphtylhydrazid (0,25 M in DMSO)
89 ul p-Cumarsaure (0,1 M in DMSO)

18 ml Wasser

6,1 pl 30%ige HyOo-Losung

3.3.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration von Losungen wird nach der von M.M. Bradford beschriebe-
nen Methode durchgefiihrt [Bradford (1976)]. Diese Methode beruht auf der Bindung des
Farbstoffs Coomassie Brillant-Blau an Proteine. Das Absorptionsmaximum des Farbstoffs
verschiebt sich dabei von 465 nm nach 595 nm. Zur Erstellung einer Eichkurve wird Rin-
derserumalbumin verwendet.

33 pl Proteinlosung werden mit 33 ul Wasser verdiinnt und 1 ml Bradford-Reagenz (Sigma)
hinzugesetzt. Nach 5 min Inkubation bei RT wird die Extinktion bei 595 nm spektralpho-

tometrisch bestimmt.

3.3.7 Aufschlufy von Dictyostelium discoideum-Zellen und Fraktio-

nierung

Diese Methode ist eine Abwandlung der von Prassler beschriebenen Methode |Prassler et
al. (1997)].

1-2x10® Dictyostelium discoideum-Zellen in axenischem Wachstum werden geerntet und
zweimal mit 4°C kaltem Soerensen-Phosphatpuffer gewaschen. Die vom Medium befreiten
Zellen werden in 1 ml auf Eis gekiihltem TMKS-Puffer, dem ein Protease-Inhibitor-Cocktail
(10 pg/ml jedes Inhibitors) zugesetzt wurde, aufgenommen und resuspendiert. Die Zellen
werden durch dreimaliges Pressen durch einen Nucleopore-Filter (Oder Poren 5 ym) geoft-
net. Die Zerstorung der Zellen erfolgt mechanisch durch Scherkrifte. Die Vollstdndigkeit
der Lyse wird unter dem Mikroskop beurteilt.

Das Lysat wird sofort auf Eis gekiihlt. Die Fraktionierung erfolgt durch Zentrifugation bei
100000 x g und 4°C fiir eine Stunde. Danach befinden sich die Membranbestandteile und
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Kerne im Pellet, withrend zytosolische Proteine im Uberstand gelost bleiben. Der Uber-
stand wird abgenommen und das Sediment zweimal mit je 1 ml eiskaltem TMKS-Puffer
gewaschen (Zentrifugation bei 100000 x g und 4°C fiir 15 min). Dann wird das Sediment
in 1 ml eiskaltem TSA-Puffer, der mit 0,1% Triton X-100 versetzt wird, resuspendiert und
erneut fiir 1 h bei 4°C und 100000 x g zentrifugiert. Membranassoziierte Proteine werden
dabei gelost, wihrend stark hydrophobe Proteine (wie die meisten transmembranalen Pro-

teine) sowie schwere Bestandteile (Mitochondrien, Lysosomen, Kerne etc.) im Sediment

verbleiben.
TMKS-Puffer TSA-Puffer
50 mM Tris/HCl pH 7,4 100 mM Tris/HCI pH 8,0
5 mM Mg Cl, 140 mM NaCl
25 mM KCl 0,02% NaNj
250 mM Saccharose Protease-Inhibitor-Cocktail (kurz vor Ge-

brauch zugeben, 10 pg/ml jedes Inhibitors)

3.3.8 Kopplung von Antikérpern an CNBr-Sepharose

Die Kopplung von Antikérpern (in dieser Arbeit der mAk-260-60-10 anti-Interaptin-Anti-
korper) an CNBr-aktivierte Sepharose (Pharmacia Biotech) erfolgt geméf der vom Herstel-
ler angegebenen Vorschrift. Bindungsstellen, die nach der Antikorperkopplung unbesetzt
sind, werden mit 0,1 M Tris/HCl-Puffer pH 8,0 abgesittigt.

3.3.9 Immunpréazipitation von Interaptin aus Dictyostelium disco-

ideum-Extrakten

Zur Immunprizipitation werden 1 x 108 abpD**-Zellen wie unter Kap. 3.3.7 beschrieben
geerntet, aufgeschlossen und fraktioniert.

Der Uberstand im zweiten Fraktionierungsschritt enthilt die geldsten, in vivo membran-
assoziierten Proteine, und darunter auch Interaptin (vgl. Ergebnisse, Kap. 4.6). Dieser
Uberstand (ca. 1 ml) wird mit 20-40 pl suspendierter Antikorper-gekoppelten Sepharo-
se versetzt und fiir mindestens 1 h im Kiihlraum (4-7°C) langsam im Rotationsschiittler
geschiittelt.

Die Sepharose wird anschliefend pelletiert (Biofuge Fresco, 1000 rpm, 30 sec, 4°C) und
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mit 200 pl TSA-Puffer gewaschen (zu TSA-Puffer vgl. Kap. 3.3.7). Je 30 ul Sepharose-
beads werden mit 5 pul SDS-Probenpuffer versetzt, aufgekocht und auf ein Acrylamidgel
aufgetragen (vgl. Kap. 3.3.2).

3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Fixierung von Dictyostelium-Zellen

Zum Nachweis der intrazelluldren Verteilung von Proteinen werden Zellen fixiert und mit
monoklonalen Antikérpern markiert. Anschliefend wird die Verteilung des priméren An-
tikorpers mit einem Zweitantikorper, der mit einem fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt
ist, sichtbar gemacht. Zellkerne werden mit dem Farbstoff 4,6 -Diamidino-2-Phenylindol
(DAPI) markiert.

Zur Fixierung wird eine Methode verwendet, die erfahrungsgeméf das Zytoskelett der
Zellen weitgehend intakt lafst.

Zellen der Wachstumsphase werden bis zu einer Zelldichte von etwa 2 x 10° angezogen und
geerntet. Dazu werden die Zellen abzentrifugiert (4 min, 780 x g, 4°C) und mit Soerensen-
Phosphatpuffer gewaschen. Mit Soerensen-Puffer werden die Zellen auf eine Dichte von
1 x 105 Zellen /ml eingestellt.

Zellen im Entwicklungsstadium spiilt man von Phosphatagarplatten mit Soerensen-Puffer
ab und trennt sie durch mehrfaches Pipettieren durch eine kleine Pipettenspitze voneinan-
der. Die Zellen werden zentrifugiert, gewaschen und ebenfalls auf eine Dichte von 1 x 10°
Zellen/ml mit Soerensen-Phosphatpuffer eingestellt.

Je 200 pl dieser Zellsuspension werden auf Deckgléser () 18 mm) pipettiert, die auf eine
mit Parafilm ausgelegten ebene Fléche gelegt wurden. Die Zellen 1at man 15 min absitzen
und zieht den Puffer dann vorsichtig ab. Die Zellen werden entweder mit 200 ul kaltem
Methanol iiberdeckt und fiir 15 min bis 30 min bei RT inkubiert, oder die Deckglaser
werden fiir 10 min in -20°C kaltes Methanol eingelegt.

Die fixierten Deckgliaser werden vom Methanol befreit und die Zellen mit PBS rehydrati-

siert. Der Puffer wird mindestens einmal gewechselt, um Reste des Methanols zu beseitigen.
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3.4.2 Fixierung von phagocytierenden Dictyostelium discoideum

Um Dictyostelium discoideum-Zellen wihrend des Vorgangs der Phagocytose zu fixieren,
werden Zellen aus axenischem Wachstum geerntet (4 min, 780 x g, 4°C), mit Soerensen-
Puffer gewaschen und auf eine Dichte von etwa 1 x 10° Zellen /ml mit Soerensen eingestellt.
Die Zellen werden fiir eine Stunde in diesem Puffer geschiittelt (160 rpm, 21°C).

200 pl der Zellsuspension werden auf Deckgliser () 18 mm) pipettiert, die auf eine mit
Parafilm ausgelegte ebene Fliche gelegt wurden. Die Zellen 14ft man 15 min absitzen und
zieht den Puffer dann vorsichtig ab. Die Zellen werden mit 200 ul PBS-Puffer iiberdeckt.
Man pipettiert 0,5 pl einer Suspension von Hitze-inaktivierter, TRITC-markierter Hefe
hinzu, verteilt sie vorsichtig und verdunkelt die Zellen.

Nach 20 min bei 21°C wird der Puffer entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
sofort Methanol hinzupipettiert (ca. 200 pl ). Nach 30 min Inkubation bei 21°C im Dunkeln
wird das Methanol entfernt und die Zellen mit PBS fiir 10 min rehydratisiert. Der Puffer

wird mindestens einmal gewechselt, um Reste des Methanols zu beseitigen.

TRITC-markierte Hefe

Fiir die Markierung von Hefen wird ein Pellet von 1 x 10'%-hitzegetoteter Hefe-Zellen (vgl.
unten) in 20 ml 50 mM Na,HPO, pH 9,2 resuspendiert, dem 2 mg TRITC (Sigma) zuge-
setzt wurden. Die Hefen werden fiir 30 min bei 37°C auf einem Rotationsschiittler inkubiert.

Nach der Inkubation werden die Zellen mindestens zweimal mit 50 mM Na,HPO, pH 9,2

und viermal mit Soerensen-Phosphatpuffer gewaschen. Aliquots von 1 x 10%-Zellen /ml wer-

den bei -20°C eingefroren.

Hitzegetotete Hefe

5 Gramm Trockenhefe (Saccharomyces cerevisae, Sigma) werden in 50 ml PBS-Puffer in
einem 100 ml Erlenmeyerkolben resuspendiert und unter Riihren fiir 30 min in einem ko-
chenden Wasserbad inkubiert.

Danach werden die Zellen geerntet und fiinfmal mit PBS-Puffer und zweimal mit Soerensen-
Phosphatpuffer gewaschen. Letztlich werden die Zellen in einer Konzentration von etwa

10° Zellen/ml in Soerensen-Puffer aufgenommen und in 1 ml-Aliquots bei -20°C eingefroren.
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3.4.3 Fixierung entwickelter Dictyostelium discoideum

Zur Fixierung von Dictyostelium discoideum in multizelluldren Entwicklungsstadien wer-
den Zellen von D. discoideum wie in Kap. 3.1.5 beschrieben auf Phosphatagarplatten ent-
wickelt. Ist das gewiinschte Entwicklungsstadium erreicht, so werden die Zellen, Slugs oder
Fruchtkorper zweimal mit je 1 ml kaltem Methanol vorsichtig abgespiilt und in ein 2,2 ml-
Reagiergefil pipettiert. Vorzugsweise ist eine Pipette mit mdglichst groker Offnung zu
verwenden, damit die Zellaggregate wenig mechanischer Beanspruchung beim Pipettier-
vorgang ausgesetzt sind und nicht auseindergerissen werden.

Das Reagiergefifs wird in horizontaler Position auf einem Rotationsschiittler bei 10-20 rpm
und RT 1 h geschiittelt. Anschliefend wird die Zellsuspension in Aliquots zu je 200ul
auf Deckglédser pipettiert, die auf einer ebenen, mit Parafilm ausgelegten Flache liegen.
Nach 15 min sind die Préparate abgesessen und das Methanol kann abgezogen werden.
Die Zellen werden mit wenig PBS iiberschichtet und rehydratisiert. Nach 10 min wird das
PBS abgezogen und die Préparate wie unter Kap. 3.4.4.1 beschrieben auf Objekttriger

aufgezogen.

3.4.4 Quetschpraparate von Slugs auf agarbeschichteten Deckgli-

sern

Deckgléschen (rund, © 12 mm oder @ 18 mm, oder viereckig, 18 mm x 18 mm) werden
auf eine angewidrmte Phosphatagarplatte gelegt und mit heifer, 1:10 verdiinnter Phos-
phatagarlésung diinn iiberzogen. Auf diese Platte gibt man 1 x 107 axenisch gewachsene
Dictyostelium discoideum-Zellen und 1aft sie sich ca. 15 h i.N. bei 21°C entwickeln.

Die Deckglaser mit den Slugs (bzw. Fruchtkérpern bei lingerer Entwicklungsdauer) werden
vorsichtig abgenommen, auf einer mit Parafilm ausgelegten ebenen Fliche abgelegt und
mit ca. 300 ul eiskaltem Methanol fixiert. Nach 15 min saugt man das Methanol ab und
rehydratisiert das Priaparat mit PBS-Puffer.

3.4.4.1 Einbettung von fixierten Zellen in Gelvatol

Nach Fixierung von Zellen oder Zellaggregaten werden die Priparate auf Objektrager in
Gelvatol eingebettet. Dazu werden ~100 ul umfassende Tropfen Gelvatol auf einen Objekt-
trager pipettiert (je nach Groke der Deckglédser 2 oder 3). Die fixierten Priaparate werden
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mit einem angelegten Papiertuch durch Kapillarwirkungen des Papiers von ihrer Fliissig-
keit weitgehend befreit und mit der Praparatseite luftblasenfrei auf das Gelvatol gelegt.
Die Trocknung erfolgt i.N. bei RT im Dunkeln, um fluoreszierende Marker vor Licht zu

schiitzen.

3.4.5 Phototaxis

Dictyostelium discoideum werden von einer dicht bewachsenen Petrischalenkultur abge-
spiilt und in einer Schiittelkultur mit 30 ml AX2-Medium angesetzt. Nach 48 h werden die
Zellen auf 1 x 10°/ml verdiinnt und weitere 24 h in der Schiittelkultur belassen.

Die Zellen werden geerntet, zweimal mit Soerensen Phosphatpuffer gewaschen und 10°
Zellen in maximal 30 pl Soerensenpuffer aufgenommen. In die Mitte von frischen (am
Vortag gegossenen) Wasseragarplatten werden mittels 1-ml-Micropipettenspitzen leichte
Ringe gedriickt. In diese gibt man je 5 x 10° Zellen und liRt sie leicht antrocknen. Bei
der Kontrolle werden mehrere Mutanten neben dem Wildtyp auf einer Platte aufgetragen.
Die Platten werden mit schwarzer Plastikfolie umhiillt und mit Hilfe eines Skalpells ein
schmaler (1-2 mm) Lichtschlitz (aufer bei der Dunkelkontrolle) iiber die gesamte Hohe des
Plattenturms geschnitten. Der Stapel wird waagerecht bei 21°C fiir 48 h gelagert.
Anschliefsend wird der Lichtschlitz auf den Platten markiert, die Folie abgenommen und
ein Nitrocellulosefilter glatt auf jede Agarplatte gelegt. Nach 2 min wird der Filter abgezo-
gen und mit Farbelosung angefarbt, mit etwas Wasser abgespiilt und mit Entfarbelosung

gewaschen. Die entwickelten Filter werden luftgetrocknet und ausgewertet.

Férbelosung: 0.1% Amidoschwarz in 25% Isopropanol, 10% Essigsiure,
64,9% Wasser
Entfarbelosung: 25% Isopropanol, 10% Essigsaure, 65% Wasser

3.4.6 'Wachstumsbestimmungen von Dictyostelium
3.4.6.1 Wachstumskurven unter Normalbedingungen

Zur Sicherstellung einer statistisch reprisentativen Messung setzt man jede Mutante in
mindestens 2, eher 3-4 Proben an. Als Standard dienen AX-2-Zellen, die jeweils mitvermes-
sen werden. Das Medium wurde jeweils fiir alle Kulturen aus nur einer frisch autoklavierten

Vorratsflasche entnommen, um gleiche Bedingungen fiir alle Proben zu gewéhrleisten.
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Zur Bestimmung von Wachstumskurven von Dictyostelium discoideum unter Normalbe-
dingungen werden Zellen in einer bestimmten Dichte (6 x 10° bis 1 x 10°> Zellen/ml) in
AX2-Medium (15 ml) angesetzt und bei 21°C und 160 rpm inkubiert. In regelméfigen Ab-
stdnden (12-14 Stunden mit gelegentlichen Zwischenmessungen) bestimmt man die Zell-
dichte, bis die Zellzahl wieder sinkt (d.h., daf das axenische Wachstum beendet ist und

das stationédre Stadium beginnt).

Wachstum bei verédnderter Temperatur Die Inkubation der Zellen erfolgte zur Be-
stimmung der Wachstumsgeschwindigkeit bei 27°C in einem Inkubator. Fiir die Bestim-
mung der Wachstumskurven bei 15°C befanden sich die Proben in einem Inkubator, der

im Kiihlraum aufgestellt war. Alle Proben wurden jeweils mit 160 rpm geschiittelt.

Wachstum bei verdinderten osmotischen Bedingungen Zur Bestimmung der Wachs-
tumskurven bei verschiedenen osmotischen Bedingungen wird das Medium zusétzlich auf
30 mM NaCl oder 115 mM Sorbitol gebracht. Inkubation erfolgt jeweils bei 21°C und
160 rpm.

3.4.6.2 Wachstum in Bakteriensuspension

D. discoideum-Zellen werden dazu aus axenischer Kultur geerntet und zweimal mit Soeren-
sen-Phosphatpuffer gewaschen. Die Zelldichte wird bestimmt und die bendtigte Menge Zel-
len in 15 ml einer Suspension von Klebsiella aerogenes in Soerensen-Puffer (ODggo = 10%)

gegeben. Die Zellen werden wie im Kap. 3.4.6.1 beschrieben inkubiert und gezahlt.

Herstellung der Klebsiella aerogenes-Suspension

Zellen aus einer 3 1 Ubernachtkultur von Klebsiella aerogenes in LB-Medium werden durch
Zentrifugation geerntet und zweimal mit Soerensen-Phosphatpuffer gewaschen. Anschlie-
fsend werden die Bakterien in ca. 500 ml Soerensen-Puffer resuspendiert und autoklaviert.
Bei der abgetdteten Bakteriensuspension wird die ODgyg bestimmt. Anschlieffend wird sie
aliquotiert (je 50 ml) und bei -20°C gelagert.

Fiir die Phagocytosewachstumskurven wird die benotigte Menge Bakterien aufgetaut und
mit Soerensen-Phosphatpuffer auf eine ungefihre theoretische ODgyy = 6,0 eingestellt.

Dazu wird die Losung entsprechend verdiinnt und zuriickgerechnet.
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3.4.6.3 Fralhofbestimmungen

Zur Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit von D. discoideum auf einem Bakterien-
rasen von Klebsiella aerogenes werden Bakterien auf SM-Agarplatten ausgestrichen (vgl.
Kap. 3.1.2).

In die Mitte der Platte werden entweder 1-2 ul einer axenisch wachsenden Fliissigkultur von
Dictyostelium discoideuwm pipettiert, oder es werden von einer mit Dictyostelium bewach-
senen SM-Agarplatte mittels eines sterilen Zahnstochers aus dem Frafkrand einer Kolonie
Zellen iibertragen.

Die Platte wird bei 21°C fiir bis zu 10 Tage inkubiert. In regelméfigen Zeitabstinden
(ca. alle 12 Stunden) wird der Durchmesser des im Regelfall runden Frafhofes der neu
wachsenden Dictyostelium-Kolonie mit einem Lineal ausgemessen. Bei leichter Abweichung
von der ideal-runden Form wird der Durchmesser in mehreren Richtungen gemessen und
gemittelt. Sind die Abweichungen sehr grof (zum Beispiel wegen Unregelméfigkeiten des

Bakterienrasens), so werden die Platten verworfen.

3.4.7 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur Phagozyto-

se von Hefen durch Dictyostelium discoideum

D. discoideum aus einer axenisch gewachsenen Fliissigkultur werden geerntet (780 x g,
4°C, 2 min), zweimal mit Soerensen-Phosphatpuffer gewaschen und auf eine Dichte von
ungefihr 5 x 10° Zellen/ml im gleichen Puffer eingestellt.

Ein Deckglas (0 18 mm) wird mit etwas Siliconfett auf einen Kunstoffring etwas geringeren
Durchmessers geklebt und 400 pl der Zellsuspension in die Vertiefung gegeben.

Nach 10-15 min sind die Zellen abgesessen und werden unter einem inversen konfokalen
LaserScan-Mikroskop fokussiert. Dann wird 1 pl einer TRITC-markierten Hefesuspension
(vgl. Kap. 3.4.2) zu der Losung gegeben und sofort unter dem Mikroskop beobachtet. Die
Hefezellen sinken schnell auf das Deckglass ab, und phagozytierende D. discoideum konnen

beobachtet werden. Der Vorgang wird durch eine Serie von Bildern dokumentiert.

3.4.8 Phagozytoseassay mit TRITC-markierten Hefen

Diese Methode beruht auf einer von Maniak vorgeschlagenen Anderung der urspriinglich
von Hed beschriebenen Methode [Maniak et al. (1995), Hed (1986)].
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Dictyostelium discoideum-Zellen werden bis zu einer Dichte von 2-3x10® Zellen/ml in axe-
nischem Medium iiber mindestens 5 Generationen herangezogen (mehr als 80 h, Schiit-
telkultur). Die Zellen werden bei RT geerntet (zentrifugieren bei 2000 rpm, Sorvall RT-7,
2 min) und in frischem AX2-Medium in einer Dichte von 2 x 10° bei 21°C aufgenom-
men. 10 ml dieser Suspension werden in einen 30 ml Erlenmeyerkolben iiberfiihrt und mit
dem fiinfachen Uberschuf TRITC-markierter Hefe versetzt (das entspricht 100 pl Hefe-
Suspension, deren Préparation in Kapitel 3.4.2 beschrieben wurde). Die Zellen werden bei
160 rpm und 21°C inkubiert. Als Hintergrund dienen Dictyostelium discoideum, denen
keine Hefen zugesetzt werden.

Zu ausgewihlten Zeitpunkten (0, 15, 30, 45, 60, 90 und 120 min) wird jeweils eine 1 ml-
Probe gezogen und mit 100 ul Trypan-Blau-Losung gemischt. Die Probe wird 3 min ge-
schiittelt, anschliekend die Zellen pelletiert und der Uberstand vorsichtig, aber vollstindig
entfernt. Das Pellet wird in 1 ml Soerensen-Puffer resuspendiert und sofort in einem Fluo-

rimeter vermessen (Anregungswellenldnge: 544 nm, Emissionswellenlénge 574 nm).

3.4.9 Untersuchung der Sporenkeimung

Zur Untersuchung der Keimfdhigkeit von Dictyostelium-Sporen werden Zellen auf Phos-
phatagarplatten entwickelt (Kap. 3.1.3).

Die Sporen werden frisch geerntet in Soerensen-Puffer aufgenommen und gezdhlt. SM-
Agarplatten werden mit Klebsiella aerogenes bestrichen und je 200 Sporen auf der Platte
verteilt. Nach 2 bis 3 Tagen sind die ersten Kolonien von Dictyostelium discoideum als

durchscheinende Punkte im dichten Bakterienrasen zu erkennen.



Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Erzeugung von abpD**

4.1.1 Konstruktion des Uberexpressionsvektors

Zur Konstruktion des Uberexpressionsvektors wurde ein DNA-Fragment vor dem abpD-
Promotor sowie ein Fragment der codierenden Sequenz von abpD zusammen mit dem
A15P-Aktin-Promotor sowie der in Dictyostelium exprimierten Blasticidin-Resistenzkasset-
te (bsr) in mehreren Schritten in einen pUC-19-Vektor kloniert. Der A15P-Aktin-Promotor
und die bsr-Kassette wurden unmittelbar vor das Startcodon ATG des abpD-Gens kloniert
(vgl. Abb. 4.1 b.).

Durch homologe Rekombination des mittels Elektroporation in AX-2-Zellen eingefiihrten
Vektors soll es zur Insertion der Blasticidinkassette vor das natiirliche abpD-Gen kommen.
(Abb. 4.1 c.).

Der A15P-Promotor soll in seiner Position vor dem Startcodon des abpD-Gens auf die-
ses einwirken, wodurch Interaptin in hoher Konzentration in jeder Phase des Lebens von

abpD™" -Zellen exprimiert werden soll.

4.1.2 Verifizierung der homologen Rekombination zu abpD**

Um die erfolgreiche Rekombination zu beweisen, wurde ein Southern-Blot mit genomi-
scher DNA von AX-2 und abpD™* angefertigt, bei der als Sonde der als P1 bezeichnete
Sequenzteil verwendet wurde (vgl. Abb. 1.2). Im Southern-Blot ist die Verschiebung der
endogenen Bande der AX-2-Spur bei 2,9 kB auf etwa 1 kB bei der abpD**-Spur zu sehen,

57
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Abbildung 4.1: Schematische Ubersicht iiber die Konstruktion von abpD**. Die schmalen, grauen Strei-
fen stellen genomische Sequenz von Dictyostelium AX-2 dar. Die breiten, schwarzen Streifen deuten die
kodierende Sequenz des Interaptingens an, der breite hellgraue Bereich das erste Intron. a: Konstrukt des
pUC 19 Vektors mit dem Promotor A15P (schraffiert) und der Blasticidin-Resistenzkassette bsr (weif); b:
Organisation des abpD-Wildtyp-Gens; c: Struktur des homolog rekombinierten abpDTT-Gens

der der durch die Insertion einer zusatzlichen EcoRI-Restriktionsschnittstelle im Bereich
des Startcodons erwarteten entspricht (Abb. 4.2).
Ein Northern-Blot (Abb. 4.3) wurde angefertigt, um die Expression auf RNA-Ebene zu
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Abbildung 4.2: Southern-Blot. Genomische Dictyostelium-DNA aus AX-2 sowie abpD ™+, enzymatisch
verdaut mit EcoRI, wurde mit Sonde P1 hybridisiert. Die endogene Bande bei 2,9 kB (AX-2) wurde durch
eine 1 kB-bande ersetzt (abpD™ ™).
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beweisen. Dazu wurde RNA aus AX-2-Zellen bei tg und t» sowie aus abpD~-Zellen bei
t15 zusammen mit RNA aus drei Klonen von abpD*t-Zellen isoliert und im Northern-Blot
mit der Sonde P2 (vgl. Abb. 1.2) hybridisiert.
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Abbildung 4.3: Northern-Blot mit je 30 ug Gesamt-RNA aus AX-2 tg, AX-2 t12, abpD~ t;5 und abpD*+,
hybridisiert mit Sonde P2.

Die intensive Bande bei 5,4 kB, die bei AX-2 ti5 sichtbar ist, jedoch bei AX-2 ty und
abpD~ t;5 fehlt, gehort zur RNA des Interaptins. Bei allen drei abpD™t-RNAs ist eine etwas
kleinere Bande vorhanden. Da der genaue Transkriptionsstart von abpD nicht bekannt ist,
fehlen wahrscheinlich nicht-translatierte Regionen. Die RNA dieser Zellen wurde bei tg
isoliert, was beweist, da diese Zellen auflerhalb des normalen Zeitraumes Interaptin im
einzelligen Stadium exprimieren.

Bei den AX-2- und abpD~-Zellen ist ebenfalls eine Bande bei etwa 5,2 kB sichtbar. Das
hierzu gehdérende Protein ist vermutlich eine Spleiftvariante von Interaptin, der die Aktin-
Bindungsdoméne zumindest teilweise fehlt.

Die Resistenz der abpD™*-Zellen gegen Blasticidin belegt das Vorhandensein und die Funk-
tionalitdt der insertierten bsr-Kassette. In Western-Blots wurden die Transformanten un-

tersucht und die Expression von Interaptin festgestellt.

4.1.3 Immunfluoreszenz an Dictyostelium discoideum

Zur Verifizierung der subzelluldren Verteilung von Interaptin wurden Immunfluoreszenz-

untersuchungen an AX-2, abpD~ und abpD** vorgenommen.
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Abbildung 4.4: Immunfluoreszenzaufnahme von Methanol-fixierten abpD*+-Zellen mit mAk-260-60-10
als primdrem Antikorper und einem Cy3-markierten Zweitantikorper. Links: DAPI-Farbung der Zellkerne.
Rechts: Cy3-Farbung von Interaptin. Pfeile bezeichnen Interaptinaggregation an der Nukleusmembran.

Balken: 5 pm

Abbildung 4.4 zeigt abpD**-Zellen. Die subzelluldre Verteilung von Interaptin zeigt eine
deutliche Aggregation um die Zellkerne herum (Pfeile). Diese Lokalisierung spricht fiir eine

Bindung an Zellmembranen und/oder das endoplasmatische Retikulum in Zellkernnéhe.

Abbildung 4.5: Immunfluoreszenzaufnahme von AX-2-Zellen mit CY3-Firbung von Interaptin. Bal-
ken: 5 pm

Eine vesikuldre Verteilung findet sich iiber die Zelle verstreut, zusétzlich zu einer sehr
schwachen zytosolischen Farbung. Eine Zellmembranfirbung fehlt. Die Hauptmenge des
Interaptins aggregiert an die Nukleusmembran sowie an die Membranen des endoplasma-

tischen Retikulums.
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AX-2-Zellen zeigten eine schwache Farbung, die relativ lange Belichtungszeiten erforderte.
Diese Fluoreszenz konnte auf die konstitutiv exprimierte Interaptinvariante zuriickzufiithren
sein. Die Verteilung entspricht der bei abpD™* gefundenen (Abb. 4.5).

4.2 Charakterisierung der abpD~- und abpD*"-Mutanten

4.2.1 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Zellen von abpD~ und abpD™*, die in Fliissigschiittelkultur angezogen werden, weisen in
Form und Groéfenverteilung keine augenfilligen Unterschiede auf. Auch im Vergleich mit
dem Wildtyp AX-2 sind visuell keine auffallenden morphologischen Unterschiede einzeln

lebender Zellen zu bemerken.

4.2.2 Entwicklung von D. discoideum-Mutanten auf Phosphat-

agarplatten

Zum Vergleich der Entwicklung von AX-2 sowie der Interaptin iiberexprimierenden Mu-
tante abpD*t und der Interaptin-defizienten Mutante abpD~ wurden die Zellen auf Phos-
phatagarplatten entwickelt und ihr Entwicklungsstand zu unterschiedlichen Zeitpunkten
dokumentiert (Abb. 4.6).

Die Zellen von AX-2 haben nach 15 h ihre Aggregationsphase abgeschlossen (mounds) und
beginnen sich zu Slugs zu formieren. Die Mutante abpD™™ ist geringfiigig weiter fortge-
schritten, da schon mehr Aggregate die typische ,Hiitchenform” beginnender Slugs zeigen.
Die abpD~-Mutante hingegen ist deutlich fortgeschrittener in ihrem Entwicklungsstadium.
Hier sind praktisch alle Aggregate bereits im Slugstadium elongiert.

Nach 23 h sind die Verhéltnisse beziiglich des Zeitunterschieds dhnlich. Wahrend die Zel-
len des Wildtyps teilweise kulminieren, um Sporen auszubilden, ist dieser Prozefs bei den
abpD~-Mutanten iiberwiegend abgeschlossen. Die Interaptin-iiberexprimierende Mutante
abpD™ hat ebenfalls groftenteils den Entwicklungszyklus abgeschlossen und Fruchtkorper
gebildet.

Ein Vergleich der Grofse und Form der Fruchtkorper aller drei Arten zeigt, daf die Grofen-
verteilung beim Wildtyp AX-2 gleichméfiger erscheint als bei beiden Mutanten. Besonders

bei abpD~ sind hiufig kleinere und unregelméfig verteilte Fruchtkérper zu beobachten.
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Abbildung 4.6: Vergleich der Entwicklung von AX-2, abpD~und abpD** auf Phosphatagarplatten. Die
gezeigten Bilder sind reprisentativ ausgewéhlt aus vier unabhéngig durchgefiihrten und dokumentierten

Experimenten.

4.2.3 Vergleich des Wachstums auf Klebsiella aerogenes-Rasen

Sporen der Stimme AX-2, abpD~ und abpD*" wurden auf mit Klebsiella aerogenes be-
wachsenen Agarplatten ausplattiert und die Bildung der Frafshofe dokumentiert. Es fillt
auf, daf die Interaptin-defiziente Mutante abpD~ im gleichen Zeitraum erheblich grofse-
re Frakhofe als sowohl der Wildtyp wie auch die Interaptin-iiberexprimierende Mutante
abpD™" bildet.

Fiinf Tage nach Ausplattierung der Sporen haben die Kolonien des Wildtyps und abpD**
einen durchschnittlichen Durchmesser von 3-4 mm, wobei die Kolonien der Interaptin-
tiberexprimierenden Mutante eine etwas grofere Varianz aufweisen (Abb. 4.7, S. 63). Thre
Kolonien zeigen unregelméfigere Hofgrofen (1-4 mm), was in diesem Fall auch auf eine
unregelméfigere Keimung hindeuten kénnte. Die Kolonien der defizienten Mutante abpD~
hingegen haben bereits Durchmesser von ca. 1 cm, was im Schnitt der dreifachen Grofe
entspricht.

Dieser Befund wurde quantitativ gemessen (Abb. 4.8). Die Interaptin-iiberexprimierende
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Abbildung 4.7: Kolonien von D. discoideum Wildtyp AX-2, abpD ~und abpD** (von oben). Die Bilder
entstanden 5 Tage nach Ausplattierung von Sporen. Ein Lineal im jeweils unteren Bildbereich zeigt die

Grofenverhiltnisse. Die schwarzen Markierungen dienten zur Kennzeichnung einzelner Kolonien.
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Abbildung 4.8: Bestimmung des Durchmessers von FraRhéfen. Jeweils eine Kolonie entwickelte sich in
der Mitte einer mit Klebsiella aerogenes bewachsenen SM-Agarplatte. Der Durchmesser in mindestens drei
Richtungen wurde bestimmt und gemittelt. Die Kurven zeigen die gemittelten Werte von 10 Messungen

fiir jeden Stamm.

Mutante abpD™* und der Wildtyp AX-2 entwickeln sich praktisch gleich, wiahrend die Ko-
lonien der Interaptin-defizienten Mutante abpD ™ im gleichen Zeitraum etwa den dreifachen

Durchmesser erreichen. Umgerechnet bedeutet das eine etwa achtmal so grofe Fliche.

4.2.4 Phagozytoseassay von abpD*" und abpD~ mit TRITC-mar-

kierten Hefen

Im Phagozytoseassay mit TRITC-markierten Hefen wird die Fluoreszenz der von den Dic-
tyostelium-Zellen aufgenommenen Hefe gemessen. In der Abb. 4.9 wurden die Messungen
von je zwei Proben aus zwei unabhéngigen Experimenten gemittelt und auf den grofiten
Extinktionswert normiert (letzter Messwert von AX-2 entspricht 100%). Die Fluoreszenz
der beiden Mutanten abpD™t und abpD~ ist etwas geringer als die des Wildtyps und liegt
bei etwa 80% fiir abpD*™ und bei ca. 73% fiir die Interaptin-defiziente Mutante. Aufgrund
apparativer Voraussetzungen sowie versuchsimmanenter Fehler liegen die Abweichungen

im Fehlerrahmen.

4.2.5 Phototaxis von AX-2, abpD** und abpD~

In Phototaxisexperimenten zeigte sich, daf Slugs der Interaptin-iiberexprimierenden Mu-

tante abpD ™t durchschnittlich die weitesten Entfernungen (17,5 mm) zuriicklegten (Tab. 4.1
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Abbildung 4.9: Typisches Beispiel fiir einen Phagozytoseassay von AX-2, abpD~ und abpD** mit
TRITC-markierten Hefen {iber einen Zeitraum von 2 Stunden.

und Abb. 4.10). Auch Slugs von abpD~ krochen im Schnitt (ca. 14 mm) weiter als die des
Wildtyps (ca. 9 mm).
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Abbildung 4.10: Bestimmung der zuriickgelegten Strecke wihrend des Phototaxisversuchs. Dargestellt
ist der prozentuale Anteil der Slugs, die eine Entfernung bis zu dem auf der Abszisse angegebenen Bereich
zuriicklegten. Die Anzahl der ausgezihlten Slugs betrug fiir den Wildtyp 136, fiir abpD~ 166 und fiir
abpD™T 201. Es wurden nur solche Slugs berticksichtigt, deren Spuren eindeutig identifizierbar waren.

Besonders bei der Mutante abpD™ wiesen einige Kriechspuren standige Richtungsdnderun-
gen auf, die fiir die Streckenmessung beriicksichtigt wurden.

AX-2-Slugs weisen einen Streuwinkel um die Ideallinie von 43° auf. Im Vergleich dazu krie-
chen Slugs der defizienten Mutante mit einer erheblich breiteren Streuung von iiber 60°

in Richtung Licht, wihrend die Interaptin-iiberexprimierende Mutante einen offensichtli-
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Wanderung (0)[mm| Winkel zur Ideallinie Streuwinkel
AX-2 8,68 91,45° 42,9°
abpD*+ 17,53 16,16° 32,3°
abpD~ 14,3 30,54° 61,1°

Tabelle 4.1: Durchschnittliche Wanderungsentfernung und Winkelabweichung von der Ideallinie. Der
Streuwinkel entspricht dem doppelten Abweichungswinkel.

chen Vorteil besitzt, da sie durchschnittlich innerhalb eines Streuwinkels von 32° bleibt
(Tab. 4.1).
Eine genauere Betrachtung zeigt, daf 70% der Slugs von abpD'* einen maximalen Ab-
weichungswinkel von 20° haben, und nur etwa 7% der Slugs haben Winkel von mehr als
40°. Dabei handelte es sich um solche mit sehr kurzen Wanderungsstrecken (Tab. 4.2 und
Abb. 4.11).

Stamm Winkelabweichung

< 0-10° | « 11-20° | < 21-30° | < 31-40° | < >40°
AX-2 32 24 16 12 16
abpD™* 35 35 14 9 7
abpD~ 22 17 17 10 34

Tabelle 4.2: Prozentuale Angabe der Winkelverteilung bei der Phototaxis. Zahlen wurden auf ganze

Prozent gerundet.

Uber die Hilfte der Slugs des Wildtyps zeigt Abweichungen von héchstens 20°. Auch hier
sind unter den 16% Slugs mit Winkeln grofer als 40° viele mit sehr kurzen Wanderungs-
strecken.

Die abpD~-Mutante zeigt eine breitere Verteilung beziiglich der Abweichung, und auffal-
lend ist die besonders grofe Zahl derjenigen Slugs, die grofe Winkel zur Ideallinie haben.
Etwa ein Drittel aller Slugs hat Winkel grofer als 40°. Unter der 20°-Abweichung bleiben
nur 39% der Slugs, was in etwa zwei Dritteln der Zahl des Wildtyps entspricht.

Die Korrelation der Mefswerte wurde untersucht. Die Werte der AX-2-Slugs liegen schwer-
punktméfig bei geringeren Entfernungen und kleinen Winkeln (Abb. 4.11, S. 67). Die

Mefwerte der abpD~-Mutante streuen iiber einen breiten Winkel- und Streckenbereich,
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Abbildung 4.11: Die Diagramme zeigen die Mekwerte der Phototaxis von AX-2, abpD** und abpD~

in einer Auftragung des Winkels gegen die Wanderungsstrecke.
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wihrend die abpD**-Slugs zwei Hiufungszonen zeigen. Slugs aus abpD**-Zellen, die rela-
tiv kurze Strecken wanderten, zeigen die grofiten Abweichungen von der Ideallinie, wihrend
die Slugs mit mittleren und groflen Strecken innerhalb eines relativ schmalen Streuwinkels
bleiben.

4.2.6 Sporenkeimungsstudien

Da festgestellt wurde, daf sich die Fruchtkérper bei den hier untersuchten Stdmmen in
ihrem Erscheinungsbild voneinander unterscheiden (vgl. Kap. 4.2.2), sollte untersucht wer-
den, ob die jeweils gebildeten Sporen Unterschiede in ihrer Keimfidhigkeit besitzen.

In Sporenkeimungsexperimenten wurde untersucht, ob die gebildeten Sporen bei abpD~

und abpD** beziiglich ihrer Keimfiahigkeit Unterschiede zum Wildtyp aufweisen.

Stamm || ausgekeimte Sporen (%)
AX-2 58,42 + 9.2
abpD*t 82,35 + 5,7
abpD~ 64,65 + 13,4

Tabelle 4.3: Prozentuale Angabe der ausgekeimten Sporen. Es wurden jeweils 200 Sporen ausplattiert
und die entstandenen Kolonien ausgezdhlt. Die Zahlen sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus

vier unabhéngigen Experimenten.

Die Keimfahigkeit von Sporen der Interaptin-defizienten Mutante abpD™ ist in etwa mit
der des Wildtyps vergleichbar (Tabelle 4.3). Sie liegen beide bei 61%. Jedoch scheint die
Interaptin-iiberexprimierende Mutante eine erheblich h6here Zahl keimungsfédhiger Sporen
bilden zu kénnen (ca. 82%).

Ob die auch bei abpD** beobachtete Fruchtkorperheterogenitit zu einer vom Wildtyp

abweichenden Menge an gebildeten Sporen fiihrt wurde hier nicht weiter untersucht.

4.2.7 Wachstum von AX-2, abpD*" und abpD~
4.2.7.1 Wachstum unter Standardbedingungen

Fiir die Interaptin-defiziente Mutante abpD~ wurden keine auffallenden Abweichungen

von der Wachstumsgeschwindigkeit des Wildtyps erwartet, da Interaptin erst im Laufe
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Abbildung 4.12: Wachstum unter Standardbedingungen.Die Kurven reprisentieren die Mefwerte zweier
unabhéngiger Experimente; der Kurvenverlauf entspricht im wesentlichen den Messungen von vier Ver-
suchsreihen. Die Zellen wurden bei 21°C und 160 rpm inkubiert.

der Entwicklung (nach ca. 9-12 h) exprimiert wird |Rivero et al.(1998)]. Hier sollte unter-
sucht werden, wie sich in einzeln lebenden Zellen laufend synthetisiertes Interaptin auf den
normalen Zellzyklus auswirkt.

Es gibt keine nennenswerten Unterschiede im Wachstum der zwei untersuchten Stimme
AX-2 und abpD**(Abb. 4.12). Das Wachstum verlduft praktisch identisch. Damit ist der
Nachweis erbracht, dafs iiberexprimiertes Interaptin keine negativen Auswirkungen auf den
normalen Zellzyklus von Dictyostelium discoideum hat. Die Verdopplungszeiten schwank-

ten in den einzelnen Experimenten zwischen 9-12 h.

4.2.7.2 Wachstum unter phagozytotischen Bedingungen in Schiittelkultur

Aufgrund der Beobachtung, daf Kolonien von AX-2, abpD~ und abpD™* auf Klebsiella
aerogenes-Rasen unterschiedlich schnell wachsen, lag es nahe, das Wachstum auch unter
phagozytotischen Bedingungen zu untersuchen.

Die Zellen wurden dazu in Schiittelkultur mit hitzegetdteten Klebsiella aerogenes als Nah-
rungsgrundlage herangezogen.

Die Interaptin-defiziente Mutante abpD™ scheint sowohl gegeniiber dem Wildtyp wie auch
gegeniiber dem abpD*"-Typ einen klaren Vorteil zu haben. Sie erreicht deutlich hohere
Zelldichten (ca. 1,5fach) in kiirzerer Zeit. Bereits nach ca. 50 Stunden erreicht die Zelldichte
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Abbildung 4.13: Wachstum von AX-2, abpD~ und abpD** unter phagozytotischen Bedingungen. Es
sind typische Kurven aus zwei gemittelten, unabhingigen Experimenten dargestellt. Es wurden keine
Messwerte nach 75 h erhoben, da bereits zu diesem Zeitpunkt die Konzentration an Bakterien derart
gering war, daf fiir weitere Messungen nicht mehr von einheitlichen Bedingungen ausgegangen werden

konnte.

bei abpD~ Werte, die iiber den maximalen Werten des Wildtyps (nach 75 Stunden erreicht)
liegen.

Die Ergebnisse entsprechen den Beobachtungen, die bei diesen Stdmmen auch auf Klebsi-
ella aerogenes-Rasen gemacht wurden (vgl. Kap. 4.2.3). Die Zellen der Mutante abpD ™+
wachsen in etwa vergleichbar mit dem Wildtyp (Verdopplungszeiten 6,75 h). Die defizi-
ente Mutante zeigt gegeniiber den beiden anderen Stammen ein um 7,5% beschleunigtes
Wachstum.

4.2.7.3 Wachstumskurven unter osmotischem Stress

Zur Untersuchung des Wachstums unter osmotischem Stress wurde axenisches Medium mit
30 mM NaCl und in einer weiteren Versuchsreihe mit 115 mM Sorbitol angereichert und

Wildtypzellen, abpD** sowie abpD~ (nur NaCl) in geringer Dichte angesetzt.



4.2, CHARAKTERISIERUNG DER ABPD - UND ABPD"*-MUTANTEN 71

70 & A2
¥ shplw+
507 & zbpD-
R
(]
= 4p
=
= 304
m
W
] 20 -

T T T T T T T
0 1o 20 30 40 50 BO A0 30 90 100 110 120 130 140

Zeit [h]

Abbildung 4.14: Die Kurven repriisentieren typische Werte beim Wachstum unter Zusatz von 30 mM
NaCl zum AX2-Medium. Die Zellen wurden bei 21°C und 160 rpm inkubiert.
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Abbildung 4.15: Logarithmische Auftragung der Zellzahlen aus den Wachstumskurven unter Zusatz von
30 mM NaCl zum Nihrmedium. Die Mefswerte der logarithmischen Wachstumsphase (Abb. 4.14) wurden

aufgetragen und die Ausgleichsgrade mittels linearer Regression berechnet.

Der Wildtyp und die Interaptin-iiberexprimierende Mutante abpD** kénnen etwas hohere
Zelldichten als die defiziente Mutante abpD ™~ erreichen (Abb. 4.14). Die Verdopplungszeiten
liegen fiir alle drei Stdmme bei etwa 20 h (Abb. 4.15).
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Abbildung 4.16: Die Kurven reprisentieren typische Werte beim Wachstum unter Zusatz von 115 mM
Sorbitol zum AX2-Medium. Die Zellen wurden bei 21°C und 160 rpm inkubiert.
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Abbildung 4.17: Logarithmische Auftragung der Zellzahlen aus den Wachstumskurven unter Zusatz
von 115 mM Sorbitol zum N&hrmedium. Die Mefiwerte der logarithmischen Wachstumsphase (Abb. 4.16)
wurden aufgetragen und die Ausgleichsgrade mittels linearer Regression berechnet.

Der Wildtyp sowie abpD™* erreichen eindeutig eine Phase stationiren Wachstums. Die

geringen Unterschiede in der maximalen Zelldichte sind nicht ausreichend, um von einer

generell hoheren Dichte bei AX-2 auszugehen.
In logarithmischer Auftragung der Zellzahlen (Abb. 4.15) ist zu sehen, daf die Verdopp-
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lungszeiten von AX-2 und abpD™" sehr dhnlich sind, wihrend die Mutante abpD~ gering-
fiigig langsamer ist (Verdopplungszeiten AX-2/abpD*": ca. 20 h, abpD~: ca. 21 h).
Insgesamt sind jedoch alle drei Stdmme gegeniiber normalen Bedingungen benachteiligt.
Auch mit 115 mM Sorbitol als Zusatz zum Medium erreichen AX-2 und abpD** eine
stationdre Phase bei vergleichbarer maximaler Zelldichte (Abb. 4.16). Ein Vorteil einer
Zellsorte ist nicht erkennbar, jedoch sind die Zellen im Vergleich zum Wachstum in nor-
malem AX2-Medium geringfiigig verlangsamt; ihre Verdopplungszeiten liegen bei 12-13 h.
(vgl. Abb. 4.17 und Abb. 4.12).

4.2.7.4 Wachstumskurven bei erh6hter und erniedrigter Temperatur
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Abbildung 4.18: Wachstumskurven von drei Stédmmen (AX-2, abpD~ und abpD**) bei erhéhter Tem-
peratur von 27°C. Es sind Mittelwerte aus vier unabhéngigen Experimenten aufgetragen.

Wie in Abschnitt 4.2.7.1 gezeigt, besitzt Interaptin bei Standardtemperatur keinen Ein-
flufs auf das Wachstum von vereinzelt lebenden Zellen in Schiittelkultur. Es schien jedoch
interessant zu untersuchen, ob Interaptin einen Einfluft auf das Wachstum bei vom Op-
timum abweichenden Temperaturen haben konnte. Dazu wurden Wachstumsexperimente
bei erhohter (27°C) und erniedrigter (15°C) Temperatur durchgefiihrt.

Bei 27°C wachsen der Wildtyp und die defiziente Mutante abpD™ in etwa gleich schnell,
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wihrend die Interaptin-iiberexprimierende Mutante abpD ™ schneller wichst (Abb. 4.18).
Die Verdopplungszeiten der Zellen liegen jedoch erheblich iiber denen bei Standardtem-
peratur (Abb. 4.19). So verdoppeln sich die AX-2-Zellen etwa alle 50 h, was etwa einer
Vervierfachung der normalen Zeiten bedeutet. Die Interaptin-defiziente Mutante abpD~
benotigt sogar fast 60 h, also eine fiinffach ldngere Zeit als unter normalen Tempera-
turbedingungen. Die Interaptin-iiberexprimierende Mutante abpD™" hingegen weist Ver-
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Abbildung 4.19: Logarithmische Auftragung der MeRwerte aus Abb. 4.18 (27°C). Die Ausgleichsgraden
der Werte der axenischen Wachstumsphase wurden mittels linearer Regression errechnet.

dopplungszeiten von etwa 35 h auf. Dies entspricht immerhin noch einer dreifach lingeren
Zeitspanne, ist damit aber schneller als der Wildtyp und fast doppelt so schnell wie abpD~.
Bei 15°C sind keine Unterschiede zwischen den Stdmmen beziiglich ihrer Wachstumsge-
schwindigkeit erkennbar. Allerdings sind die Wachstumsgeschwindigkeiten stark verlang-
samt gegeniiber derjenigen unter der Normaltemperatur von 21°C (ca. 24 h und damit
etwa verdoppelt (vgl. Abb. 4.21, S. 75)).

4.3 Slugmischexperimente

Rivero et al. zeigten, daf Interaptin etwicklungsreguliert und cAMP-induziert exprimiert
wird |Rivero et al. (1998)|. Zusétzlich weist die Expression von Interaptin eine distinguierte
regionale Verteilung auf. Es wird tiberwiegend in der Spitzenregion (,,Tip”) und dem hin-
tersten Rand von Slugs, im Bereich der jupper” und ,lower cups” genannten Region (vgl.

Abb. 1.1) und in der Spitze der reifen Fruchtkorper exprimiert.
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Abbildung 4.20: Wachstumskurven von drei Stédmmen (AX-2, abpD~ und abpD**) bei erniedrigter
Temperatur von 15°C. Die Kurven entsprechen den Mittelwerten aus vier unabhéingigen Experimenten,
woraus sich auch die hheren Endwerte bei Ax-2 bzw. das Fehlen eines klaren Plateaus bei den Stidmmen

erklédrt. Sie sind auf die Mittelung mehrerer Experimente und nicht auf das tatsédchliche Fehlen eines
Plateaus zuriickzufiihren.
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Abbildung 4.21: Logarithmische Auftragung der MeRwerte aus Abb. 4.20 (15°C). Die Ausgleichsgraden
der Werte der axenischen Wachstumsphase wurden mittels linearer Regression errechnet.

In Mischexperimenten sollte gekldrt werden, ob Interaptin-defiziente oder -iiberexprimie-
rende Zellen in Gemischen untereinander und in Mischung mit AX-2-Zellen eine distin-

guierte Verteilung in Slugs einnehmen, oder ob sie statistisch verteilt sind. Zudem sollte
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untersucht werden, ob die membranassoziierte Doméne des Interaptins fiir die Lokalisation
im Slug eine entscheidende Rolle spielt.

Als Marker fiir den jeweils in geringerer Konzentration zugesetzten Stamm wurde Aktin-
GFP unter dem Einfluf des Aktin-15-Promotors gewéhlt. Dieses Protein wird iiber den
gesamten Lebenszyklus von Dictyostelium exprimiert und ist stabil nach Fixierung von
Zellen und Slugs. Zellen, die Aktin-GFP exprimieren, sind aufgrund ihrer Fluoreszenz auch
in Slugs gut identifizierbar.

Um ein optimales Mischungsverhéltnis zu bestimmen, wurden mehrere Proportionen ge-
testet. Die besten Ergebnisse wurden mit einem Verhéltnis von 95% unmarkierten zu 5%

markierten Zellen erzielt.

4.3.1 Mischexperimente von AX-2 mit anderen Stammen

Abbildung 4.22: Slugs aus einer Mischung von 95% AX-2 und 5% AX-2-actGFP. Die Aktin-GFP ex-
primierenden Zellen erscheinen in diesem Bild rot-orange und sind statistisch tiber den Slug verteilt. Die
Bilder wurden mit einem Leica Laser Scan Mikroskop DM/IRBE (16x-Olimmersionsobjektiv) gewonnen.
20-25 konfokale Schnittebenen im Abstand von 1,5 bis 2,4 um wurden gescannt und anschliefiend software-

unterstiitzt ibereinander geblendet. Balken: 100 pm

Zuerst wurde in Mischexperimenten von AX-2-Zellen mit AX-2-actGFP untersucht, ob die
Expression von Aktin-GFP einen Einfluf auf die Verteilung von derartigen Zellen in Slugs
hat.
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Wie in Abbildung 4.22 deutlich wird, sind die transfizierten Zellen statistisch iiber den
Slug verteilt. Das Fusionsprotein, das sie in jedem Entwicklungsstadium exprimieren, hat
offenbar keinen Einfluk auf ihre Position im Slug.

In Mischexperimenten von AX-2 mit abpD~ sollte gekldart werden, ob die Interaptin-
defizienten Zellen aus der Spitzenregion verdringt werden, da sie nicht in der Lage sein

sollten, die Aufgaben der Wildtypzellen mangels Interaptin gleichwertig zu iibernehmen.

Abbildung 4.23: Slugs aus einer Mischung von 95% AX-2 und 5% abpD~-actGFP. Die beiden Pfei-
le kennzeichnen den Bereich unmittelbar hinter dem vorderen , Tip”-Bereich. Es sind praktisch keine der
Interaptin-defizienten Zellen dort zu finden. Die Aufnahmen wurden wie in Abb. 4.22 beschrieben gewon-

nen. Balken: 100 pm

Nach der Transfektion von abpD~™ mit Aktin-GFP wurden Mischungen von AX-2-Zellen
mit dem neuen Stamm abpD™-actGFP angesetzt. In Slugs aus dieser Mischung wurden
Interaptin-defiziente Zellen aus dem Bereich unmittelbar hinter der verjiingten Spitze
verdrangt. Der Grofsteil der abpD~-actGFP-Zellen befindet sich im hinteren Bereich des
Hauptkorpers (Abb. 4.23).

Analog zu den oben angestellten Uberlegungen miifiten bei Mischungen von AX-2 und
abpD™* letztere in den Regionen angereichert werden, in denen Rivero et al. (1998) eine
iiberwiegende Expression nachwiesen.

Die abpD™*-Zellen sind besonders in der Region unmittelbar hinter der Slugspitze angerei-
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Abbildung 4.24: Schnitt durch Slugs, die sich aus einer Mischung aus 95% AX-2-Zellen und 5% Zellen
von abpDTT-actGFP entwickelt haben. Die abpD™"-actGFP-Zellen erscheinen leuchtend orange. Bilder
wurden gewonnen wie in Abb. 4.22 beschrieben. Anschliefend wurden zwei ausgewdhlte Schnittebenen
iibereinandergeblendet. Balken: 100 pm

chert, wo der Slug in den breiten Hauptkorper iibergeht, sowie am hinteren Ende des Slugs
(Abbildungen 4.24). Interaptin wird im gesamten Spitzenbereich sowie am hinteren Slug-
ende exprimiert. Allerdings ist die Verteilung der Interaptin-iiberexprimierenden Zellen in

diesem Slug an der Spitze etwas breiter verteilt.

Abbildung 4.25: Slug aus unvermischten AX2-C5;GFP-Zellen. Die Slugs weisen eine statistische Vertei-
lung der leuchtenden Zellen auf. Bilder wurden wie in Abb. 4.22 beschrieben gewonnen. Balken: 100 ym

Diese Verteilung konnte auch bei Slugs mit einem Anteil von 10% abpD™* festgestellt

werden. Sie ist also nicht auf einen zu geringen Anteil an iiberexprimierenden Zellen zu-
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riickzufiihren.

Da die Funktion der Membranbindungsdoméine des Interaptin unbekannt ist, wurden defi-
ziente Zellen mit der Cs-Doméne des Interaptin transfiziert. Zur Visualisierung war GFP
an das N-terminale Ende des Fragments fusioniert. Es sollte so untersucht werden, ob
durch diesen Teil des Interaptins die funktionelle Aufgabe insoweit wiederhergestellt wer-
den konnte, dafs diese Zellen in den Regionen des Slugs vorhanden sein wiirden, die, wie
oben gezeigt, bevorzugt Interaptin-exprimierende Zellen enthalten.

Der Einfluft von Cs-GFP in AX-2 auf die Slugbildung wurde zu Kontrollzwecken zuerst
durchgefiihrt.

Die Slugs besitzen ein normales Aussehen, und auch die Morphologie der Slugs sowie der
Fruchtkorper weist keine Auffilligkeiten auf. Die Verteilung der leuchtenden Zellen ist sta-
tistisch tiber den Slug verteilt (Abb. 4.25). In Slugs aus einer Mischung von AX-2-Zellen
mit AX2-C5GFP-Zellen ist zu sehen, dafs eine deutliche Anreicherung der mit GFP mar-
kierten Zellen in der vorderen Region nahe der Spitze auftritt (Abb. 4.26). Bemerkenswert

Abbildung 4.26: Slugs aus AX-2 und AX2-C;GFP. Eine deutliche Anreicherung der Cj;-GFP-
exprimierenden Zellen in die vordere Region des Hauptkorpers ist erkennbar. Die Zellen dringen nicht

in die Spitzenregion ein. Bilder wurden wie in Abb. 4.22 beschrieben gewonnen. Balken: 100 pm

ist, dafs die AX2-C5GFP-Zellen am hinteren Ende der Slugs praktisch nicht vorkommen.
Im linken Bild 4.26 ist links oben ein Aggregat zu sehen, bei dem die Zellen noch statistisch
verteilt sind. In den daneben sichtbaren Slugs ist die Verteilung hingegen sehr bestimmt

und nicht zuféllig.
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Abbildung 4.27: Drei bzw. zwei Slugs aus 95% AX-2- und 5% abpD ~-C5 GFP-Zellen. Jeweils der vordere
Hauptkorperbereich enthélt den iiberwiegenden Teil der C5-GFP-exprimierenden Zellen. Bilder wurden wie
in Abb. 4.22 beschrieben gewonnen. Balken: 100 ym
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In Mischungen mit 5% Cs;-GFP-haltigen abpD~-Zellen reichern sich diese in der vorderen
Slugregion sowie am hinteren Rand an (Abb. 4.27).

Der fiir Interaptin-exprimierende Zellen typische Bereich im Ubergang zur ,Tip”-Region
enthélt die meisten der abpD -C5GFP-Zellen. Auch im vorderen Bereichs des Haupt-
korpers finden sich noch relativ viele dieser Zellen. Im hinteren Hauptkorper- und dem
vordersten ,, Tip”-Bereich sind dagegen praktisch keine Cs-GFP-haltigen Zellen.

Die Verteilung entspricht im wesentlichen der bei AX-2/AX2-C;GFP gefundenen.

4.3.2 Mischexperimente von abpD~ mit anderen Stammen

In Mischungen von abpD~ mit 5% Zellen anderer Stamme sollte iiberpriift werden, wie die
regionale Verteilung der Interaptin-iiberexprimierenden Zellen, aber auch der Cs-exprimierenden

Zellen erfolgt.

Abbildung 4.28: a: Schnitt durch einen Slug, der sich aus einer Mischung aus 95% abpD~-Zellen und
5% Zellen von abpD~-Cs;GFP entwickelt hat. Letztere erscheinen orange leuchtend im Bild und sind
im vorderen Bereich des Slugs angereichert. b: Spétstadium eines Slugs aus einer Mischung von 95%
abpD~-Zellen und 5% Zellen von abpD~-C5;GFP. Bilder wurden wie in Abb. 4.22 beschrieben gewonnen.
Balken: 100 pm

In Mischungen von abpD~™ und abpD~-CsGFP tritt eine deutliche regionale Verteilung der
Cs-GFP-exprimierenden Zellen hervor (Abb. 4.28 a.). Sie sind vor allem im vorderen Drittel
des Slugs zu finden, insbesondere in einer Bande unmittelbar an der Grenze zwischen Spitze

und Hauptkorper.
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Auch im Spétstadium, kurz vor der Kulminationsphase, ist eine Hiufung der Cs-exprimierenden
Zellen im oberen und unteren ,cup”™Bereich festzustellen (Abb. 4.28 b., Pfeile). Einige we-

nige abpD-C5;GFP-Zellen sind iiber den gesamten Bereich des Fruchtkorpers verteilt.

Abbildung 4.29: Schnitt durch einen Fruchtkdrper, der sich aus einer Mischung aus 95% abpD~-Zellen
und 5% Zellen von abpD™T-actGFP entwickelt hat. Im rechten oberen Bereich ist die Spitze eines wei-
teren Fruchtkorpers zu erkennen (rechter Pfeil). Bilder wurden wie in Abb. 4.22 beschrieben gewonnen.
Balken: 50 um

In Mischungen von abpD~ und abpD ™" -actGFP findet eine Regionalisierung der Interaptin-
iiberexprimierenden Zellen statt. Sie reichern sich in Fruchtkérpern im Bereich der ,lower-
cup” und unmittelbar unterhalb der Spitze an (Abb. 4.29, linker Pfeil).

4.3.3 Mischexperimente von abpD™" mit anderen Stimmen

Zur Kontrolle wurden Mischungen von abpD** und AX-2-actGFP angesetzt, bei denen
eine anndhernd statistische Verteilung letzterer erwartet werden durfte. Wie Abbildung
4.30 verdeutlicht ist dies der Fall. Die Aktin-GFP exprimierenden Zellen sind statistisch
verteilt, und eine regionale Haufung oder spezifische Lokalisation der AX-2-actGFP-Zellen
ist nicht feststellbar.
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Abbildung 4.30: Zwei Slugs aus 95% abpD** und 5% AX-2-actGFP-Zellen. Die leuchtenden, Aktin-
GFP exprimierenden Zellen sind {iber den gesamten Slugkorper verteilt und weisen keine regionale Haufung
auf. Bilder wurden wie in Abb. 4.22 beschrieben gewonnen. Balken: 100 ym

Mit Aktin-GFP transfizierte Interaptin-iiberexprimierende Zellen in abpD**-Zellen vertei-
len sich statistisch im Slug (Abb. 4.31).

Abbildung 4.31: Slug aus 95% abpD** und 5% abpD**-actGFP. Die leuchtenden transfizierten Zellen
sind gleichmé&fig im Slug verteilt. Bilder wurden wie in Abb. 4.22 beschrieben gewonnen. Balken: 100 pym
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Es gibt keine offensichtlich bevorzugte regionale Lokalisation der abpD*-actGFP-Zellen.
Daraus abzuleiten ist, daf die Expression des Aktin-GFP-Fusionsproteins keine Auswir-
kungen auf die regionale Verteilung im Slug besitzt, die von Aktin-GFP herriithren konnte.
In Mischungen von Interaptin-iiberexprimierenden Zellen mit Zellen des defizienten Stam-
mes wiirde man einen dhnlichen Verdrédngungsprozefs der abpD™-Zellen erwarten, wie er
bereits in Kapitel 4.3.1 (S. 77) bei Mischungen mit AX-2-Wildtypzellen gefunden wurde.

Abbildung 4.32: Bilder von Slugs, die sich aus einer Mischung aus 95% abpD**-Zellen und 5% Zellen von
abpD~-actGFP entwickelt haben. Bilder wurden wie in Abb. 4.22 beschrieben gewonnen. Balken: 100 pym

Wie Abbildung 4.32 verdeutlicht, werden die abpD~-actGFP-Zellen aus der Spitzenregion
verdringt. Man findet sie in einer breiten Verteilung im Hauptkorper. Die Spitzenregion
wird ausschlieflich von abpD™*-Zellen gebildet.

In Kapitel 4.3.1 (S. 79) wurde gezeigt, daf sich abpD~-C5GFP-Zellen in iiberwiegend aus
AX-2-Wildtypzellen bestehenden Slugs in der Region des oberen ,cup”Bereichs unmittel-
bar hinter der vordersten Spitzenregion anreichern.

Werden diese Zellen mit Interaptin-iiberexprimierenden Zellen gemischt und entwickelt, so
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Abbildung 4.33: Bilder von Slugs aus einer Mischung von abpD** und abpD~-C5GFP. Die Slugs auf
dem linken Bild sind wenige Stunden jiinger als der Slug rechts. Die Pfeile zeigen auf die Halsregion der
Slugs, in denen abpD~-C;GFP-Zellen angereichert sind. Slugs im linken Bild sind wenige Stunden jiinger

als die auf dem rechten. Bilder wurden wie in Abb. 4.22 beschrieben gewonnen. Balken: 100 ym

reichern sich die GFP-markierten Zellen hinter der Spitzenregion in einer ziemlich scharf
begrenzten Region an.

Die grundsétzliche Verteilung der Zellen scheint somit unverdndert geblieben zu sein.
Werden AX2-C;GFP-Zellen mit abpD ™" gemischt, so bildeten sich Slugs, bei denen die
AX2-C5GFP-Zellen nur am hinteren Ende zu finden waren.

Abbildung 4.34 zeigt einen solchen Slug, bei dem im vorderen (Spitzen-)Bereich nur sehr
wenige und im iiberwiegenden Teil des Hauptkorpers einige statistisch verteilte GFP-
markierte Zellen zu finden sind. Eine Haufung von AX2-C;GFP-Zellen findet sich am

hinteren, mittleren Ende des Slugs.

4.4 Fluoreszenzuntersuchungen phagozytierender D:ic-

tyostelium-Zellen

Da zwischen den Stammen AX-2, abpD™" und abpD~ Unterschiede im Wachstum unter
phagozytotischen Bedingungen bestehen (vgl. Kap. 4.2.7.2), sollte in Fluoreszenzuntersu-

chungen festgestellt werden, ob Interaptin an diesen Prozessen sichtbar beteiligt ist.
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Abbildung 4.34: Slug aus einer Mischung von 95% abpD** und 5% AX2-C5GFP. AX2-C5GFP-Zellen
finden sich vor allem am hinteren Ende (links im Bild). Balken: 100 pm

Abbildung 4.35: Bilder von phagozytierenden abpD~-C5GFP-Zellen. TRITC-markierte Hefezellen als
Futter erscheinen rot. Der Pfeil in A zeigt eine unvollstindig aufgenommene Hefe. Der Pfeil in Bild B zeigt
die Kernmembran. Bilder entstanden aus einer Uberlagerung von zwei Aufnahmen: zuerst Anregung des
GFP mit Argon-Laser (488 nm), anschliefend Anregung des TRITC mit Krypton-Laserlicht (568 nm).
Balken: 5 pm

Es wurden daher Versuche mit abpD~-C5GFP-Zellen und abpD*t-actGFP durchgefiihrt,
bei denen moglicherweise bereits Anderungen im Zytoskelett bei phagozytotischer Nah-

rungsaufnahme feststellbar wiren.
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In Abbildung 4.35 sind zwei phagozytierende abpD~-C5 GFP-Zellen zu sehen. Bei beiden ist
keine Anreicherung des Cs;-GFP-Fragments von Interaptin an die eingeschlossenen Hefen
zu erkennen. Die kreisformigen Aggregationen entsprechen den nukleusnahen Aggregaten
des endoplasmatischen Retikulums (Pfeil in B).

Der Pfeil in A zeigt eine Hefezelle, die noch nicht vollstindig umschlossen worden ist. Es
ist, wie bei den anderen vollstdndig umschlossenen Hefen, keine Anreicherung des Fusions-

konstruktes an die Phagosomen erkennbar.

Abbildung 4.36: abpD*+-actGFP-Zellen mit phagozytierten TRITC-markierten Hefen. Die Hefen er-
scheinen rotlich, das Aktin-GFP griin. Es wurden zwei konfokale Schnitte durch die Zelle gelegt und
nacheinander mit zwei Laserfrequenzen (488 nm fiir GFP, 568 nm fiir Cy3) die Fluoreszenz angeregt. Das

Bild zeigt die Uberlagerung beider Einzelbilder. Balken: 5 ym

Die in Abbildung 4.36 abgebildete abpD™T-actGFP-Zelle hat mehrere Hefen phagozyto-
tisch aufgenommen. Eine Grundfirbung des Cytoskelettbereichs mit Aktin-GFP ist er-

kennbar, ebenso eine Anreicherung an der vorderen Zellmembran (Pfeil).
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4.5 Charakterisierung der Interaptin-Antikorper

Es stehen mehrere Interaptin-Antikorper zur Verfiigung, die gegen unterschiedliche Domé-
nen von Interaptin gerichtet sind. die monoklonalen Antikorper 234-151-1 und 234-154-9
sind gegen die aktinbindende Doméne gerichtet, wahrend der 260-60-10 ein Epitop aus dem
vorderen Bereich der rod-Doméne erkennt.

Bisher durchgefiihrte Experimente mit dem mAk-260-60-10 zeigten, daf dieser Antikorper
auker Interaptin ein weiteres Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von etwa
160 kDa erkennt. Vermutlich handelt es sich bei dem Protein von 160 kDa um eine Spleif-
variante oder ein verkiirztes Interaptin.

Zur genaueren Charakterisierung dieses zweiten Proteins wurden Western-Blots mit Pro-
teinextrakten von AX-2, abpD~, myo~ und GHR angefertigt. Die erhaltenen Blots wurden
mit mAk-260-60-10 und mAk-234-151-1 inkubiert und mit Peroxidase-gekoppeltem Zweit-
antikorper entwickelt (Abb. 4.37). Der mAk-234-151-1 erkennt bei AX-2 t;, myo~ und
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Abbildung 4.37: Western-Blot von AX-2 t;5, abpD~, myo~ und GHR mit mAk-260-60-10 (links) und
AX-2 tg, abpD~, myo~ und GHR mit mAk-234-151-1 (rechts). Gewichtsmarker sind mit ihrem Moleku-

largewicht in [kDa] eingetragen.

abpD~ ein Protein mit einem apparenten Molekulargewicht um 90 kDa, welches bei der
Spur der Filamin-defizienten Mutante GHR fehlt. Es konnte sich bei dem detektierten
Protein also um Filamin handeln.

Der mAK-260-60-10 erkennt bei AX-2 t;5, myo~ und GHR je zwei Banden, die beide
bei abpD~ fehlen. Es handelt sich dabei um Interaptin (obere Bande, 200 kDa) und die



4.5. CHARAKTERISIERUNG DER INTERAPTIN-ANTIKORPER 89

konstitutiv exprimierte, alternativ gespleifite Variante des Interaptins (untere Bande, bei
160 kDa).

In Westernblots mit Proteinextrakten aus AX-2 (nach 15 h Entwicklungszeit), GHR- und
abpD~-Zellen, die mit den monoklonalen Antikoérpern 234-154-9 (Abb. 4.38, links) und
234-151-1 (Abb. 4.38, rechts) als primdrem Antikorper inkubiert wurden, erkennen beide
Antikorper sowohl Interaptin (bei 200 kDa) in den Spuren GHR und AX-2 t;5 wie auch
eine weitere Proteinbande bei ca. 90 kDa. Diese fehlt bei der Mutante GHR. Es kénnte sich
demnach bei diesem Protein um Filamin handeln, bei dem o6fter ein nicht dem Molekular-
gewicht entsprechendes Laufverhalten im SDS-Gel beobachtet wurde (Knuth, personliche
Mitteilung).

Abbildung 4.38: Western-Blots von Zellextrakten verschiedener Stimme mit unterschiedlichen Antikor-
pern. Die Spuren der Blots enthalten (von links): Sepharosebeads mit gekoppeltem mAk-260-60-10 nach
Immunprizipitation aus abpD*+ , GHR, abpD "und AX-2. Folgende primére Antikorper wurden verwen-
det: Links: mAk-234-154-9. Rechts: mAk-234-151-1. Gewichtsmarker sind mit ihrem Molekulargewicht in
[kDa| eingetragen.

Das SDS-Acrylamidgel zu diesem Blot wurde mit der 1,5fachen Menge an Protein beladen
und der Film iiber Nacht belichtet. Dennoch sind die Banden vor allem beim mAk-234-
154-9 sehr schwach.

Der mAk-234-154-9 und der mAk-134-151-1 sind daher als Antikorper sowohl fiir den
eindeutigen Interaptinnachweis im Western-Blot als auch zur Immunpréazipitation von In-
teraptin nicht geeignet.

Der mAk-260-60-10 ist fiir den Interaptinnachweis geeignet, erkennt jedoch auch eine

Spleiftvariante von 160 kDa.
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4.6 Intrazellulire Verteilung von Interaptin

Werden die einzelnen Zellfraktionen von Dictyostelium discoideum im Western-Blot mit

dem mAk-260-60-10 untersucht, so findet man das Interaptin in der Membranfraktion.
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Abbildung 4.39: Western-Blot von Dictyostelium-Proteinfraktionen mit mAk-260-60-10. Die Spuren
enthalten (von links nach rechts): Zytosol, Membranfraktion, Lysosomen/Mitochondrien, Zellkerne

Der Grofteil des Interaptins erscheint in der Membranfraktion in einer intensiven Bande
bei den erwarteten 200 kDA. Es treten zudem etliche Degradationsprodukte auf. Im Zytosol

finden sich viele Degradationsprodukte. In der Kernfraktion befindet sich kein Interaptin.

4.7 Prazipitation von Interaptin

Es wurde geplant, potentielle Bindungspartner von Interaptin durch Koprézipitation zu
finden. Da das C-terminale Ende mit der potentiellen Membranbindungsdoméne funktionell
am ehesten als Kontaktdomaéne fiir einen Bindungspartner in Frage kommt, sollte versucht
werden, bakteriell exprimierte Interaptinfragmente zur Koprézipitation zu nutzen.

Dazu wurde die als Cj bezeichnete Doméne (vgl. Abb. 1.2) in pET- und pGEX-Vektoren

kloniert und in Bakterien exprimiert.
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4.7.1 Expression von C;-HisTag-Protein und Chelatchromatogra-
phie

Mit dem pGEX-Vektor konnte bei 37°C und bei 22°C keine Expression in einer prominenten
Bande im SDS-Acrylamidgel festgestellt werden. Daher wurde nurmehr mit dem pET-
Vektor exprimiert.

Bei Fraktionierung des Zellaufschlusses der bei 37°C gewachsenen und induzierten E. coli in
16sliche und unlésliche Proteine befand sich das Cs-Fragment wie erwartet iiberwiegend in
der Membranfraktion.

Eine Aufreinigung iiber eine Nickel-Chelatsdule gelang nicht. Das Protein bindet nur schlecht
an das Sadulenmaterial, so daf sich bei den Waschschritten bereits sehr viel Protein im
Durchlauf findet.

Insgesamt ist keine Aufreinigung auf diesem Wege moglich. Es findet keine signifikante
Anreicherung des iiberexprimierten Proteins statt.

Auf eine eingehendere Variation der chromatographischen Bedingungen wurde verzichtet,
da die Immunpréazipitation des vollstdndigen Interaptins mit einem potentiellen Bindungs-
partner aus Interaptin-iiberexprimierenden abpD™*-Zellen mit Hilfe des mAk-260-60-10

erfolgversprechender erschien.

4.7.2 Immunprizipitation von Interaptin mit CNBr-Sepharose-

gekoppeltem Interaptin-Antikorper
4.7.2.1 Reinigung der Interaptin-Antikorper

Die Aufreingung der Antikérper mAk-260-60-10 erfolgte wie in Kapitel Methoden (S. 43)
beschrieben.

In den beiden Spuren 1 und 2 des SDS-Gels sind die aufgereinigten Antikérper aufgetragen
(Abb. 4.40). Alle Proben sind in nicht-reduzierendem Probenpuffer auf das Gel geladen
worden, so daft die schweren und leichten Ketten des IgGs zusammen erscheinen. In Spur
3 ist eine Probe aus dem sich der Ammoniumsulfatfillung anschliefenden Dialyseschritt
aufgetragen. Sie ist stark iiberladen, daher erscheint die Bande mit den Antikérpern bei

zu kleinem apparenten Molekulargewicht.

4.7.2.2 Immunpréazipitation von Interaptin
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Abbildung 4.40: SDS-Acrylamidgel mit Proben aus der Antikdrperaufreinigung von mAk-260-60-10.
Die Proben wurden mit nicht-reduzierendem Probenpuffer versetzt. Folgende Auftragung: M: Molekular-
gewichtsmarker LMW; 1: gepoolte Fraktionen mit ODsgg zwischen 0,5 und 1; 2: gepoolte Fraktionen mit
ODsgo grofser als 1

Nach der Immunpréazipitation wurden die Proben in reduzierendem Probenpuffer aufge-
nommen, aber nicht gekocht. Dadurch werden viele Schwefelbriicken nicht aufgetrennt, und
es wurde erwartet, dafs der Antikdrper somit an die Sepharosebeads gekoppelt bleibt und

nicht bzw. nur in geringen Mengen im Gel erscheint.
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Abbildung 4.41: SDS-Acrylamidgel mit Proben der Immunprézipitation aus abpD**-Aufschluft. Links:
1,2: Uberstand und Pellet der ersten Ultrazentrifugation; 3, 4: Uberstand und Pellet der zweiten Ultra-
zentrifugation; 5: Uberstand nach Inkubation mit Sepharose-gekoppeltem Antikérper; 6: Sepharosebeads
nach Immunprézipitation Rechts: M: Gewichtsmarker LMW; 1 und 3: Sepharose-gekoppelter Antikorper,
in reduzierendem Probenpuffer bei RT 10 min inkubiert; 2 und 4: Sepharose-gekoppelter Antikorper, in
reduzierendem Probenpuffer bei 95°C 10 min inkubiert.

Es erscheint eine intensive Bande bei etwa 30 kDa, die zuerst fiir ein immunprézipitiertes

Protein gehalten werden musste (Spur 6, Pfeil). Im Western-Blot eines solchen Gels ist
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Interaptin deutlich zu sehen (Abb. 4.42). Zwei Banden (ca. 200 kDa und 160 kDa) sind
zu sehen (Spur 2). Im Uberstand verbleibt noch ein grofer Teil des Interaptins (Spur 1).
Werden Sepharosebeads mit gekoppeltem Antikérper allein in Probenpuffer gegeben, so

Abbildung 4.42: Western-Blot nach Immunprizipitation von Interaptin. 1: Uberstand nach der Inku-
bation mit Sepharose-gekopppelten Antikorpern. 2: Sepharosebeads mit gekoppeltem mAk-260-60-10 nach
erfolgter Inkubation mit abpD T -Zellaufschluf (vgl. Methoden, 3.3.7)

ergibt sich ein Bild wie in Abbildung 4.41 rechts gezeigt.

Werden die Proben vor Auftragung auf das Gel bei RT inkubiert, so ist bei nachfolgender
Coomassiefarbung erstaunlicherweise nur die leichte Kette der Antikorper zu sehen, nicht
jedoch die schwere Kette (Spuren 1 und 3). Die Spuren 2 und 4 zeigen die gleichen Beads
nach Erhitzen der Proben auf 95°C fiir 10 min. Hier sind, wie erwartet, beide Ketten der
IgGs sichtbar.

Da aufter der leichten Kette der Antikorper bei der Immunpréazipitation keine weitere Prote-
inbande sichtbar war, mufs davon ausgegangen werden, daf potentielle Bindungspartner des
Interaptin entweder nicht fest genug aggregieren, als dafs sie in einem solchen Experiment
prézipitiert werden konnten, oder dafs ihre Konzentration zu gering ist, um ausreichend

angefiarbt zu werden.

4.8 Immunfluoreszenz an Saugerzellen

An verschiedenen Zellinien von Sdugern wurden Immunfluoreszenzuntersuchungen mit dem
Interaptinantikorper mAk-260-60-10 vorgenommen, um festzustellen, ob es ein Interaptin-

Homologes in Sdugern geben konnte.
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Es wurden folgende Zellinien getestet:

COS-7 Nierenfibroblasten aus Cercopithecus aethiops (Affe)
HEK 293 embryonale Nierenzellen aus Homo sapiens (Mensch)
C3H/10T% Fibroblasten aus Mus musculus (Maus)

Abbildung 4.43: Immunfluoreszenzaufnahme von methanolfixierten HEK-Zellen mit Cy3-Fiirbung von
Interaptin. Balken: 5 pm

Bei 10T3-Zellen und HEK-Zellen ergab sich im wesentlichen das gleiche Bild (Abb. 4.43).
Bei beiden Zellinien wird ein Protein detektiert, dessen Lokalisation in der Ndhe der Nu-
kleusmembran Ahnlichkeiten zur Interaptinlokalisation aufweist.

In Abweichung zu Dictyostelium discoideum findet man jedoch punktuell verstirkte Aggre-
gate, die nicht nur in der Nukleusmembran liegen, sondern auch verteilt iiber den Zellkérper
auftreten.

Bei COS-7-Zellen hingegen findet sich diese zelluldre Verteilung nicht. Statt dessen werden
die Zell-Zell-Kontakte intensiv gefiarbt. Es handelt sich dabei um eine auf die Kontaktbe-
reiche der Zellmembranen beschriankte Lokalisation (Abb. 4.44).
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Abbildung 4.44: Immunfluoreszenzaufnahmen von methanolfixierten COS-7-Zellen mit CY3-Férbung

von Interaptin. Balken: 5 pym



Kapitel 5
Diskussion

Die bisherigen Erkenntnisse zu Interaptin stammen aus genetischen Untersuchungen und
Sequenzanalysen und aus Beobachtungen von Ponte im Rahmen der Untersuchung einiger
Null-Mutanten Aktin-bindender Proteine, unter anderem der Interaptin-defizienten Mu-
tante abpD~ [Rivero et al. (1998), Ponte et al. (2000)].

5.1 Schaffung einer Interaptin-iiberexprimierenden Mu-

tante abpD™**

Die Schaffung einer Interaptin-iiberexprimierenden Mutante abpD**gelang mit Hilfe ei-
nes targeting-Vektors durch homologe Rekombination des abpD-Gens. Durch Insertion des
Aktin-15-Promotors in den Promotorbereich unmittelbar vor dem Startcodon wird Inter-
aptin zu jedem Zeitpunkt des Entwicklungszyklusses von Dictyostelium exprimiert.

In Southern-Blots wurde nachgewiesen, daf die homologe Rekombination auf DNA-Ebene
erfolgreich verlaufen war. Mit der Sonde P1 wird in der Mutante abpD** keine 2,9 kB
grofse Bande detektiert, die der endogenen Bande entsprechen wiirde. Die durch die In-
sertion des Promotors neu eingefiihrte EcoRI-Schnittstelle verschiebt die mit dieser Sonde
detektierbare Bande auf 1 kB, welche eindeutig identifiziert wurde.

Die Untersuchung der mRNA in Northern-Blots ergab, daft das Interaptingen in der neuen
Mutante abpD*" auch im einzelligen Stadium (to) transkribiert wird. Mit der Sonde P2
konnten eine Bande bei 5,4 kB detektiert werden, die etwas kleiner ist als die endogene
Bande beim Wildtyp AX-2. Vermutlich werden durch die Insertion des Aktin-15-Promotors

96
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in den urspriinglichen Promotorbereich des abpD-Gens bestimmte Bereiche nicht mehr
transkribiert, die jedoch auch in der endogenen Form nicht translatiert werden. Der genaue
Transkriptionsstart des abpD-Gens ist unbekannt.

Eine weitere Bande bei 5,2 kB wurde bei AX-2 in verschiedenen Entwicklungsstadien ge-
funden (ty und t;5)), nicht aber bei der Interaptin-defizienten Mutante abpD~ und bei der
neuen Mutante abpD™*. Es handelt sich dabei um eine Spleifvariante des Interaptins mit
einem apparenten Molekulargewicht von ca. 160 kDa (vgl. unten).

In Western-Blots konnte auf der Proteinebene eine den gesamten Entwicklungszyklus von
Dictyostelium discoideum umfassende Expression von Interaptin festgestellt werden. Bei
Fraktionierung des Zellysats in Zytosol, Zellkerne, Mitochondrien und Lysosomen sowie
Zellmembranen findet sich der Grofsteil des Interaptins in der Membranfraktion.
Immunfluoreszenzuntersuchungen an einzelnen Zellen erméglichten die Untersuchung der
subzelluldaren Verteilung von Interaptin. Es findet sich vor allem an die Nukleusmembran
sowie an die Membranen des endoplasmatischen Retikulums assoziiert wieder. Die Plas-

mamembran enthélt jedoch kein Interaptin.

5.2 Charakterisierung von abpD"™" und abpD~

Entwicklung Vergleichende Untersuchungen zwischen AX-2, abpD*" und abpD~ zei-
gen, dak es im einzelligen Stadium keine auffilligen morphologischen Unterschiede zwi-
schen den Stdmmen gibt. Da im normalen Lebenszyklus von Dictyostelium Interaptin erst
im multizelluldren Stadium, etwa neun Stunden nach Beginn der Aggregation, exprimiert
wird, war mit einer Verdnderung der Morphologie bei der defizienten Mutante abpD™ nicht
zu rechnen. Bei abpD** konnte allerdings die Expression des Proteins zu einer morphologi-
schen Verdnderung fiihren, falls Interaptin in regulatorische Prozefse eingriffe. Dies scheint
das Aussehen der Zellen betreffend nicht der Fall zu sein.

Der Entwicklungszyklus der drei Stdmme wurde untersucht. Dabei wurde festgestellt, daf
es zu Unterschieden sowohl in der Geschwindigkeit der Entwicklung als auch zu morpholo-
gischen Unterschieden kommt. So zeigt die Interaptin-iiberexprimierende Mutante eine um
etwa ein bis zwei Stunden beschleunigte Aggregation gegeniiber dem Wildtyp, die defiziente
Mutante sogar noch etwas mehr. Sie bildet bereits Slugs, wahrend sich die Zellen des Wild-
typs noch in der Aggregationsphase befinden. Wie von Rivero et al. festgestellt, weisen die

abpD~-Zellen einen Defekt in ihrem Aggregationsverhalten auf |Riveroet al. (1998)]. Dies
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konnte dazu fiihren, dafs Aggregate kleiner bleiben und sich bereits frither zu Slugs und
Fruchtkérpern entwickeln als der Wildtyp. Die Ausbildung der Fruchtkorper ist ebenfalls
betroffen. So zeigen die Fruchtkérper der defizienten und der iiberexprimierenden Mutante
eine ausgeprigtere Heterogenitit. Wie Ponte et al. zeigten, ist die Ausbildung keimungs-
fahiger Sporen bei der defizienten Mutante abpD~ beeintriachtigt |Ponte et al. (2000)].
Sie vermuteten, daf dies auf die Fruchtkérperheterogenitit zuriickzufiihren sein konnte. In
Keimungsstudien wurde untersucht, ob die Keimfihigkeit der Sporen durch das Fehlen oder
die Uberexpression von Interaptin beeintrichtigt sein wiirde. Es zeigte sich, dak die Sporen
des Stammes abpD** eine um 30% erhohte Keimungsfihigkeit gegeniiber den Stdmmen
AX-2 und abpD~ besitzen. Von den beiden letzteren keimen etwa gleich viele Sporen unter
geeigneten Bedingungen aus (ca. 60% der ausplattierten Sporen). Ponte et al. berichteten,
dafs die Zahl der reifen Sporen pro Fruchtkorper bei abpD ™ um etwa 50% gegeniiber dem
Wildtyp reduziert ist. Hier wurde das Augenmerk auf die Zahl der keimungsfahigen Sporen
gelegt. Ein Einfluf der Fruchtkorperheterogenitit auf das Keimungsverhalten wurde hier

nicht weiter untersucht.

Wachstum Interaptin wurde als potentiell membranassoziiertes Protein beschrieben [Ri-
vero et al.(1998)]. Daher wurden Untersuchungen beziiglich des Wachstums in Fliissigkul-
tur, der Phagozytose und des Verhaltens gegeniiber osmotischem Stref durchgefiihrt.

Die Untersuchungen des Wachstums unter Standardbedingungen ergaben fiir den Stamm
abpD** keine Unterschiede zum Wildtyp AX-2. Offenbar hat die Uberexpression des In-
teraptins fiir die Amdben keinen fiir das Wachstum in Fliissigkultur merklichen Vor- bzw.
Nachteil. Bei der Analyse der Generationszeiten unter osmotisch verdnderten Bedingungen
wurde festgestellt, daf bei Zugabe von 30 mMol NaCl zum Medium die Interaptin-defiziente
Mutante im Vergleich mit AX-2-Zellen leicht benachteiligt ist, wihrend abpD** dhnlich
schnell wichst wie diese. Alle drei Stdmme sind jedoch gegeniiber Standardbedingungen
benachteiligt. Beim Zusatz von Sorbitol zum Medium wurde der Wildtyp dagegen leicht
gegeniiber abpD** bevorzugt.

Osmotischer Stref beeinflut das Zellvolumen und hat somit indirekt vermutlich eine An-
derung des Aktin-Zytoskeletts zur Folge. Von Comitin wurde berichtet, daf sein Fehlen
zu einer erheblichen Einschrankung des anterograden Transportweges zwischen dem endo-
plasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat fiihrt |Schreiner (2000)|. Bei Interaptin

als einem potentiellen Bindeglied zwischen dem endoplasmatischen Retikulum und dem
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Aktinnetzwerk konnte ein solcher Einflufs vorstellbar sein. Die geringen beobachteten Un-
terschiede der Stimme abpD~ und abpD** zum Wildtyp Ax-2 konnten auf das Einwirken
der konstitutiv exprimierten, verkiirzten Interaptin-Spleifsvariante zuriickzufiihren sein. In
nachfolgenden Studien kénnte die vollsténdige Ausschaltung der Pormotorregion bzw. des
ersten Introns des abpD-Gens ein genaueres Bild vermitteln. Ebenso sind die Unterschiede
der drei Stamme beim Wachstum bei erh6hter oder erniedrigter Temperatur gering. Bei
27°C weisen die Amoben aller drei Stamme sehr verlingerte Generationszeiten auf. Die
Interaptin-iiberexprimierende Mutante ist dabei etwas schneller als AX-2 und abpD~.

Bei Bestimmung des Wachstums unter phagozytotischen Bedingungen in Schiittelkultur
wurde festgestellt, da die Interaptin-defiziente Mutante sowohl kiirzere Generationszeiten
als auch insgesamt hohere Zelldichten erreicht als Zellen des Wildtyps und von abpD*™.
Bisher ist ungeklart, warum die vereinzelt lebenden Zellen diesen Vorteil geniefsen. In Pha-
gozytoseassays konnte kein kurzzeitiger Geschwindigkeitsvorteil bei der Aufnahme von
markierten Hefen gefunden werden. Untersucht man die Vermehrung auf mit Klebsiella
aerogenes bewachsenen Agarplatten, so stellt man einen enormen Vorteil der Interaptin-
defizienten Mutante fest. Vermutlich sind diese Zellen aufgrund ihres eingeschrinkten Ag-
gregationsverhaltens und ihres beeintrachtigten phototaktischen Verhaltens nicht in der
Lage, grokflichig zu aggregieren, sondern die gebildeten unregelméfigen Aggregate und
kleinere Slugs verirren sich bei unkontrollierten Wanderungen &fter an den Rand der abge-
fressenen Fliche. Dort sind jedoch weiterhin sehr gute Nahrungsbedingungen vorhanden,
und die Zellen disaggregieren und leben erneut singulér. Der Einflul des in abpD** gebilde-
ten Interaptins scheint stérker auf eine Organisation der Pseudoplasmodien hinzuwirken,
so dakl diese einen geregelten, ziigigen Entwicklungszyklus durchlaufen. Es kriechen von
abpD™* und AX-2 offenbar mehr Zellen von den Randbereichen des abgefressenen Bakte-
rienrasens zu Aggregaten zusammen, wodurch der Grenzbereich an Dictyostelium verarmt

und sich die abgefressene Fliche entsprechend weniger schnell ausdehnt.

Phototaxis Da Interaptin ein im mittleren und spéten Stadium des Entwicklungszyklus-
ses von Dictyostelium discoideuwm natiirlicherweise exprimiert wird, wurde die Phototaxis
von Slugs untersucht. Inzwischen sind etliche Proteine beschrieben, die im phototaktischen
System von Dictyostelium eine regulatorische Rolle spielen |Darcy et al. (1994), Fisher et
al. (1981), Fisher et al. (1997), Stocker et al. (1999), Bonner et al. (1994), Wilkins et
al. (2000)|. Das phototaktische System spielt eine wichtige Rolle im Entwicklungszyklus
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von Dictyostelium discoideum. Es wird vermutet, daft diese Fahigkeit einen evolutiven Vor-
teil in der natiirlichen Umgebung der Amdben bedeutet, da die Wahrscheinlichkeit, Sporen
iiber grofere Distanzen verbreiten zu konnen, an der Oberseite der Blitter auf dem Wald-
boden erhoht ist [Newell et al. (1969)]. Eng verkniipft mit dem phototaktischen ist das
thermotaktische System. Jedoch ist es trotz intensiver Bemiihungen bisher nicht gelungen,
einen Photorezeptor oder ein thermorezeptorisches Protein aus Dictyostelium discoideum
zu isolieren.

In den im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Phototaxisexperimenten zeigte sich, dafs
auch Interaptin offenbar eng mit dem photoregulatorischen System von Dictyostelium dis-
coideum verkniipft ist. Slugs aus abpD™ zeigten eine deutliche Behinderung ihres photo-
taktischen Verhaltens. Sie wiesen im Vergleich mit Wildtyp-Slugs eine deutliche Abwei-
chung von der Ideallinie zum Licht auf. Gleichzeitig war die Fahigkeit der Interaptin-
iiberexprimierenden Mutante deutlich verbessert, im Verhéltnis zu AX-2 lange Wege mit
geringen Abweichungen zur Ideallinie zuriickzulegen. Dies bedeutet einen Selektionsvor-
teil, wie Ponte et al. (2000) in anderem Zusammenhang zeigten. Die kurzen Wanderungs-
strecken von abpD~ sowie deren ,,Umwege” bedeuten einen klaren Nachteil im Bestreben,
zum Licht und damit giinstigeren Lebensbedingungen in ihrer natiirlichen Umgebung zu
gelangen.

Es wurde berichtet, dafs die Zelldichte Einfluf auf das Migrationsverhalten der Slugs ha-
be |Fisher et al. (1997)]. In dieser Arbeit vorgestellte Ergebnisse der Phototaxis wurden
bei gleicher, relativ geringer Zelldichte vorgenommen. Die Zelldichte sollte demnach kaum

Auswirkungen auf die hier untersuchten Slugs haben.

5.3 Slugmischexperimente

Die Verteilung von Interaptin-exprimierenden Zellen in Slugs des Wildtyps AX-2 wurde
mit Hilfe der Immunfluoreszenz untersucht |[Rivero et al. (1998)]. Dabei stellte sich her-
aus, daf im frithen Kulminationsstadium Interaptin-exprimierende Zellen vor allem in der
Spitze jedoch auch verteilt iiber den entstehende Slug erscheinen. Im Verlauf des Migrati-
onsstadiums sortieren sich diese Zellen gezielt in den vorderen Spitzenbereich sowie in das
hintere Ende des Slugs. Diese Bereiche enthalten bevorzugt Pri-Stielzellen, wihrend die
Pra-Sporenzellen im Hauptkorper des Slugs zu finden sind. Der Slug ist allerdings keine
durch feste Barrieren unterteilte Struktur, sondern Zellen migrieren wihrend der Wande-

rungsphase des Slugs auch innerhalb desselben.
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Es wurden daher abpD** und abpD~ mit act-GFP transfiziert. Thre Fahigkeit zur Slugbil-
dung sowie die Fluoreszenz dieser wurde untersucht und keine Auffilligkeiten festgestellt.
Ebenso wurde bei einem Aktin-GFP exprimierenden AX-2-Stamm keine Besonderheiten
der Slugbildung detektiert.

In Mischungen des Stammes abpD*T-actGFP mit einem Anteil von 5% in einem Slug aus
AX-2-Zellen sortieren die Interaptin-reichen Zellen eindeutig in zwei distinguierte Bereiche
des Slugs: zum einen in einen Bereich unmittelbar hinter der eigentlichen Spitzenregion,
zum anderen an das hintere Ende des Slugs. Vor allem in der vorderen Region nahe der Spit-
ze befinden sich Pra-Sporen-Zellen mit der gréften Wahrscheinlichkeit, Sporen zu bilden.
Die Ubereinstimmung mit den immunmarkierten, Interaptin-exprimierenden AX-2-Zellen
ist nicht gegeben. abpD~-actGFP-Zellen sortieren sich hingegen aus der Hinter-Spitzen-
Region aus und sind iiber den gesamten Hauptkorper des Slugs verteilt.

Entsprechend wurde untersucht, wie sich AX-2— bzw abpD™-Zellen in Slugs aus iiberwie-
gend Interaptin-iiberexprimierenden Zellen verhalten. Dabei stellte sich heraus, daf die
AX-2-Zellen eine mehr oder weniger statistische Verteilung im Slug einnahmen, die defizi-
ente Mutante abpD~ jedoch grofstenteils im Hauptkorper des Slugs angesiedelt waren.
Werden abpD*t-actGFP-Zellen in geringer Konzentration mit abpD~-Zellen gemischt, so
zeigt sich in Slugs eine Sortierung in die Regionen, aus denen die Zellen des ,upper-” und
yJower cup” hervorgehen. Dies konnte auch in Fruchtkorpern gezeigt werden. Hier sind
allerdings auch einige Zellen des abpD*"-Stammes iiber die gesamte Sporenkapsel verteilt.
Die Funktion der membranassoziierten Doméne von Interaptin ist bislang nicht bekannt.
Daher wurde die C-terminale Membranbindungsdoméne von Interaptin an GFP fusioniert
und das Konstrukt in die drei in dieser Arbeit untersuchten Stdmme transfiziert. Die Ver-
teilung eines kleinen Anteils solcherart markierter Zellen in Slugs aus unmarkierten Zellen
der drei Stimme wurde untersucht.

In Slugs, die nur aus AX2-C5; GFP-Zellen bestanden, wurde kein detektierbares Verteilungs-
muster gefunden, was eine statistische Verteilung nahelegt. Die Slugbildung war auch nicht
auffillig verdndert. Man kann davon ausgehen, dafs die Expression des Fusionskonstrukts
keinen wesentlichen Nachteil fiir das Uberleben der Zellen mit sich bringt. In Fliissigkultur
liefken sich Zellen aller drei Stimme mit dem GFP-Fusionsprotein problemlos anziehen.
In Mischungen von 5% AX2-CsGFP-Zellen in AX-2-Zellen ohne das Konstrukt wurde eine
distinguierte Verteilung der AX2-CsGFP-Zellen gefunden. Sie sortieren sich in einen Be-

reich des vorderen Hauptkorpers des Slugs, werden jedoch praktisch nicht am hinteren Slug-
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ende oder in der ,,Tip”-Region detektiert. Eine dhnliche Lokalisation wurde bei Interaptin-
iberexprimierenden Zellen in Slugs aus AX-2 gefunden, wobei allerdings auch Zellen den
hinteren Slugbereich besetzten. Die deutliche distinguierte regionale Verteilung deutet auf
einen regulierten Organisationsmechanismus im Slug hin, bei dem die C-terminale Region
des Interaptins eindeutig beteiligt ist. Die Zellen sind genetisch in der Lage, auch ein voll-
stdndiges Interaptin zu exprimieren, kdnnten also theoretisch jede Funktion in dem Slug
iibernehmen. Offenbar ist die frithe Expression von Interaptin im Sortierungsprozef von
entscheidender Bedeutung fiir das spatere Schicksal der Zelle.

In Slugs aus AX-2-Zellen, denen abpD™-C5GFP-Zellen zugesetzt waren, findet man eben-
falls diese Verteilung in sehr definierter Form wieder. Dieser Sortierung von Zellen scheint
ein Prozefs zugrunde zu liegen, bei dem die Membranassoziation von Interaptin eine Rolle
im Regulationsprozel spielt.

Werden abpD™-C; GFP-Zellen einem Slug aus abpD™ zugesetzt, so findet ebenfalls die er-
wiahnte Regionalisierung statt, allerdings nicht in der gleichen Deutlichkeit. Es findet sich
eine breitere Verteilung der markierten Zellen im Hauptkorper was auf einen Defekt im
Riickkopplungsmechanismus der Regulation hindeutet. Interaptin scheint an einem Me-
chanismus beteiligt zu sein, der bei den nicht-involvierten Zellen zu einer Hemmung der
Wanderung in die Pra-Stielzellen-Region fiihrt.

Interessanterweise findet sich die distinguierte Verteilung in die vordere Halsregion der
Slugs auch bei Mischungen aus abpD -C;GFP-Zellen in abpD*"-Zellen wieder. Obwohl
fast alle Zellen Interaptin exprimieren, reichern sich die den C-terminus exprimierenden
Zellen in der Halsregion an. Dies ist ein weiteres Indiz fiir die funktionelle Bedeutung der
membranassoziierten Doméne im Sortierungsprozefs der Slugs. Hierbei scheint es von eini-
ger Wichtigkeit zu sein, daft der regulatorische, mittlere Teil von Interaptin nicht exprimiert
werden kann. Mischt man ndmlich AX2-C5GFP-Zellen in abpD ™™, so findet sich eine deut-
lich breitere, weniger augenfillige Verteilung. In solchen Slugs findet man hauptséachlich die

GFP-exprimierenden Zellen am hinteren Rand der Slugs und weniger in der Halsregion.

5.4 Charakterisierung der Interaptinantikorper

Es wurden drei Antikérper gegen Interaptin untersucht. Zwei von diesen sind gegen die
Aktin-Bindungsdoméne gerichtet (mAk-234-151-1 und mAk-234-154-9), einer gegen die
od”-Doméne (mAk-260-60-10). In Western-Blots mit Zellaufschliissen verschiedener Mu-
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tanten wurde gezeigt, dafs mAK-234-151-1 und mAk-234-154-9 Interaptin nicht eindeutig
erkennen, sondern mit Filamin kreuzreagieren. Sie sind daher nicht zum Interaptinnachweis
geeignet.

Der mAk-260-60-10 hingegen erkennt aufer Interaptin selbst noch eine Spleifvariante von
160 kDa. Da der Transkriptionsstart von Interaptin nicht genau bekannt ist und aus ge-
netischen Analysen eine Promotoraktividt des ersten Introns vermutet wird |Rivero, pers.
Mitteilung|, kann die Spleifsvariante in beiden Mutanten, abpD** und abpD~, exprimiert

werden.

5.4.1 Immunprazipitation von Interaptin

Mit dem mAk-260-60-10 wurde versucht, durch Kopplung des Antikérpers an CNBr-
aktivierte Sepharose in einer Immunprézipitation Interaptin und moglicherweise einen po-
tentiellen Bindungspartner zu prézipitieren. Die Prézipitation von Interaptin gelang gut,
jedoch wurde kein Bindungspartner isoliert. Es wurde in Coomassie-gefarbten Gelen ein
Protein von 30 kDa entdeckt, bei dem zuerst vermutet wurde, daft es sich um einen potenti-
ellen Bindungspartner handeln konnte. Es zeigte sich jedoch, dafs es sich bei diesem Protein
um die leichte Kette des Antikorpers handelte. Statistisch hitte man eine Kopplung bei-
der Ketten an die Sepharose erwartet, wodurch sich unter anndhernd nicht-reduzierenden
Bedingungen nur wenig oder kein Protein von den Beads hétte 16sen diirfen. Sollten den-
noch die IgGs reduziert werden, so hitte man eine statistische Verteilung erwartet, womit
beide Ketten in der Farbung sichtbar werden sollten. Dies war jedoch nicht der Fall; nur
die leichte Kette wurde in der Coomassie-Féarbung sichtbar. Die schwere Kette fand sich
erst in Proben, bei denen die Sepharose-Beads in reduzierendem Probenpuffer aufgekocht

wurden.

5.5 Immunfluoreszenz in COS-7-Zellen

Es wurden methanolfixierte Zellen verschiedener Sdugetier-Zellinien mit dem Interaptin-
Antikorper mAk-260-60-10 inkubiert und die Préiparate auf potentielle Fluoreszenz unter-
sucht. In HEK 293-Zellen und ¢3H/10T1-Zellen findet sich eine Immunférbung, die auf ein
Interaptin-dhnliches Protein hindeutet. Es wird ein Protein detektiert, dessen Lokalisation

in Flecken nahe der Nukleusmembran dhnlich wie bei Dictyostelium gefunden wird. Es sind
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weitere Untersuchungen notig, um herauszufinden, ob es ein Interaptin-homologes Protein
in Sdugern gibt.

Eine spezifische subzelluldre Lokalisation wurde dagegen bei COS-7 Zellen gefunden. Der
Interaptin-Antikorper erkennt spezifisch ein Protein aus den Zell-Zell-Kontakten dieser Nie-
renfibroblasten. Das beteiligte Protein konnte bisher nicht isoliert werden. Die Aufklarung
der Identitdt dieses Proteins kénnte zu einem weiteren Einblick in die Mechanismen der

Zell-Zell-Kontakte von aggregierenden Zellen fiihren.
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Zusammenfassung

Interaptin, ein 204 kDa grofes Protein der a-Aktinin-Superfamilie aus Dictyostelium dis-
coideum, ist mit der Kernmembran und dem endoplasmatischen Retikulum assoziiert. Ei-
ne Interaptin-iiberexprimierende Mutante, abpD ™", wurde erzeugt und die homologe Re-
kombination verifiziert. Eine bereits existierende, jedoch nicht umfassend charakterisierte
Interaptin-defiziente Mutante abpD~ und der neue Stamm abpD™* wurden zusammen mit
dem Wildtyp AX-2 vergleichend charakterisiert. Im einzelligen Stadium sind unter pino-
zytotischen Bedingungen bei verschiedenen Temperaturen oder unter osmotischem Strefs
keine nennenswerten Unterschiede der drei Stdmme beobachtet worden. Unter phagozyto-
tischen Bedingungen konnte ein Vorteil der defizienten Mutante konstatiert werden. Bei
Vergleichen des Wachstums auf Bakterienrasen, also unter phagozytotischen Bedingungen,
zeigten die Interaptin-defizienten Zellen einen Wachstumsvorteil. Vermutlich sind Defekte
im Aggregationsverhalten fiir dies verantwortlich. Slugs aus Interaptin-iiberexprimierenden
Zellen zeigten eine verbesserte Phototaxis, wihrend die abpD~-Mutante hier deutliche De-
fizite zeigte.

In Mischexperimenten wurden Slugs der drei verschiedenen Stimme mit Aktin-GFP trans-
fiziert und die Sortierung der Interaptinmutanten im Slug untersucht. Interaptin-expri-
mierende Zellen reichern sich iiberwiegend in der Halsregion von Slugs an. Zellen dieser
Bereiche gehoren zu den Pra-Stiel-Zellen. AX-2-, abpD**- und abpD~-Zellen, denen die
C-terminale Membranbindungsdoméne von Interaptin in einem Fusionskonstrukt mit GFP
transfiziert wurde, zeigten ein ebensolches Sortierungsmuster, sogar in Slugs, die iiberwie-
gend aus Zellen der Interaptin-iiberexprimierenden Mutante abpD '™ bestanden. Es scheint
daher gesichert, daf die Membranbindungsdoméne von Interaptin eine wichtige Rolle im
Differenzierungsprozefs innerhalb eines Pseudoplasmodiums aus Dictyostelium discoideum
spielt und entscheidend an der Lokalisation der Zelle im Slug beteiligt ist.

In Immunfluoreszenzuntersuchungen mit einem Interaptinantikdrper an COS-7-Zellen wur-

de ein Protein detektiert, das spezifisch an Zell-Zell-Kontakten auftritt.
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Abstract

Interaptin, a 204 kDa protein of the a-actinin-superfamily of Dictyostelium discoideum,
is associated with the nuclear membrane and membranes of the endoplasmic reticulum.
An interaptin-overexpressing mutant, abpD™ ", was generated via homologous recombina-
tion. An already existing, but not yet fully characterized knock-out mutant, abpD~, the
newly constructed mutant abpD*+ and the wild-type strain AX-2 were characterized. In
the single-cell state under pinocytotic conditions, at various temperatures or under osmotic
stress no advantage or disadvantage of any strain was detected. However, when grown on
a lawn of Klebsiella aerogenes or under phagocytotic conditions in shaking-culture, the
knock-out mutant was found to have a considerable advantage in growth. This might be
due to the defect in aggregation in this mutant. Slugs of the overexpressing mutant had a
significant advantage in phototaxis, while this was impaired in the knock-out strain.

In cell sorting experiments cells of either strain were mixed with actin-GFP expressing cells
of the other strains and developed to slugs. The distribution of the fluorescent cells was
determined, and the interaptin-expressing cells were found to accumulate just behind the
tip-region where pre-stalk cells are located. The C-terminal, membrane-associated domain
of interaptin was fused to GFP, transfected into AX-2 and abpD ™ -cells, and cell sorting
experiments were performed. The distribution pattern was found to be the same, even if the
slug consisted mainly of interaptin overexpressing cells. The data suggest that interaptin
is involved in cell-sorting and differentiation processes in Dictyostelium.
Immunfluorescence with an interaptin-antibody at COS-7-cells revealed a protein that is

located only at cell-cell-contact plasmamembranes but not at contact-free membranes.
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