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1. Einleitung

1.1 Das Zytoskelett

Das Zytoskelett ist eine hochdynamische Struktur, die Zellen Stabilitat, die Fahigkeit
zur Migration und zum intrazellularen Transport verleint. Es wird von drei
Filamentsystemen gebildet, von denen jedes bestimmte Aufgaben erflllt. Die mit 5
bis 6 nm dunnsten Filamente werden als Mikrofilamente bezeichnet. Filamente mit
einem Durchmesser von 7 bis 10 nm werden den Intermediarfilamenten zugeteilt,
wahrend Mikrotubuli Filamente mit 25 nm Durchmesser ausbilden.

Die Mikrofilamente entstehen durch die Polymerisation von G-Aktin zu F-Aktin. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist dabei die Ausbildung eines Trimers; dieser
Schritt wird Nukleation genannt. Aktinfilamente sind polar und haben ein langsam
wachsendes ,minus“- und schnellwachsendes ,plus“-Ende. Die Aktinfilamente
werden fir die Zellform, Zellwachstum, Zellteilung und Bewegung bendtigt
[Bershadsky und Vasiliev, 1988]. Zusammengefaldt zu langen Bundeln durchziehen
sie in vielen Zelltypen den ganzen Zellkdrper, wahrend sie unter der Zellmembran
Netzwerke aus klrzeren Filamenten, den Kortex, bilden. Unter der Bezeichnung
Intermediarfilamente wird eine Gruppe von Filamenten zusammengefasst die aus
unterschiedlichen Monomeren aufgebaut sind.

Die Proteine des Intermediarfilamentsystems lassen sich in drei Gruppen unterteilen:
Zytokeratine, Lamine, Vimentin und vimentinahnliche Proteine. Aus ihnen entstehen
zunachst Protofilamente, von denen sich dann mehere zu Intermediarfilamenten
zusammenlagern. Diese Filamente verleihen der Zelle Stabilitat gegen mechanische
Beanspruchung [Franke, 1993].

Die Mikrotubuli sind aus den heterodimeren Untereinheiten des o- und B-Tubulin
aufgebaut, die zu rohrenformigen Strukturen polymerisieren. |hren Ursprung haben
die Mikrotubuli an den Mikrotubuli Organisationszentren. Von hier durchziehen sie
sternformig die gesamte Zelle. Sie sind unerlaBlich fur die Zellpolaritat, den
Motorprotein gestutzten Vesikeltransport, und sie bilden bei der Zellteilung den
Spindelapparat aus. Aullerdem sind sie ein wichtiger Bestandteil der Flagellen
[Mandelkow und Mandelkow, 1995].



1. Finleitung 5

1.2 Dynamik des Aktinzytoskeletts in vitro und in vivo

Bei Uberschreitung einer bestimmten Konzentration, kritische Konzentration genannt,
kommt es in Anwesenheit von divalenten Kationen zur spontanen
Zusammenlagerung von Aktinmonomeren zu Aktinfilamenten.

Prinzipiell kbnnen sich an beiden Enden des Aktinflaments Aktinmonomere anlagern
und das Filament verlangern. Die Konzentration an G-Aktin, die dabei bendtigt wird
ist jedoch fur das schnell wachsende ,plus®- und das langsam wachsende ,minus®
Ende des Filaments verschieden. FiUr das schnell wachsende Ende betragt sie
0,1 uM und fur das langsam wachsende Ende 0,8 uM [Gaertner et al., 1989; Wegner
und Isenberg, 1983].

Die Aktin Konzentration von 50 bis 200 yM [Hubbertstey und Motillo, 2002] in Zellen
wurde bei den dort herrschenden Konzentrationen von divalenten Kationen zu einer
vollstandigen Polymerisation von Aktin fihren. Dies ist jedoch nicht der Fall. In der
Tat liegt nur etwa 50 % des Aktins als F-Aktin vor. Der grofite Teil des G-Aktin liegt in
der Zelle nicht in freier Form sondern gebunden an andere Proteine vor [Carlier und
Pantaloni, 1997]. Zusatzlich zu diesen G-Aktin bindenden Proteinen gibt es eine
Vielzahl von aktinbindenden Proteinen, Uber die die Polymerisation und
Depolymerisation des Aktinzytoskeletts gesteuert wird [Stossel et al., 1985; Pollard
und Cooper, 1986].

1.3 Aktinbindende Proteine

Aktinbindende Proteine lassen sich in verschiedene Klassen einteilen. Die Klasse der
F-Aktin fragmentierenden und F-Aktin verkappenden Proteine, die Klasse der G-Aktin
bindenden Proteine, die Klasse der verzweigenden Proteine, die Klasse der F-Aktin
vernetzenden Proteine, die Klasse der Membrananker-Proteine und die Klasse der
Motorproteine.

Die F-Aktin fragmentierenden Proteine zerlegen Bestandteile bestehender F-Aktin
Netzwerke und erlauben eine schnelle Neuorganisation des Netzwerks. Nach der
Fragmentierung binden sie an die schnell wachsenden Enden der neu entstandenen
Filamentabbschnitte und verhindern so eine erneute Verlangerung. Zu dieser Gruppe
gehoren Gelsolin aus Saugerzellen [Yin und Stossel, 1979] und Severin aus D.
discoideum [Eichinger und Schleicher, 1992; Eichinger et al., 1999].
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Um die Verlangerung wachsender Aktinfilamte zu stoppen, binden die F-Aktin
verkappenden Proteine an die schnell wachsenden Enden. Zu diesen Proteinen
gehoren CAP Z aus Muskelzellen [Casella et al., 1986] und Cap 32/34 aus D.
discoideum [Hartmann et al., 1990].

G-Aktin bindende Proteine wie CAP [Gottwald et al., 1996], Profilin [Haugwitz et al.,
1991] und Cofilin [Toshima et al., 2001] regulieren die Verfligbarkeit von G-Aktin fur
die Polymerisation.

Die Proteine des Arp2/3 Komplexes sind in der Lage durch Nukleation die
Filamentbildung einzuleiten und Verzweigungen in Filamente einzufigen [Higgs und
Pollard, 2001]

Neben diesen Proteinen gibt es Aktin vernetzende Proteine wie Spektrin [Brenner
und Korn, 1979] oder a-Aktinin [Noegel et al., 1987] und Aktin bundelnde Proteine
wie Fimbrin [de Arruda et al., 1990]. Sie stellen Verbindungen zwischen den
Filamenten her, so dal} aus einzelnen Filamenten ein Aktinnetzwerk entsteht.

Bei vielen Prozessen wird das Aktinzytoskelett mit Membranen verbunden. Diese
Aufgabe Ubernimmt die Gruppe der Membranankerproteine zu denen z.B. Comitin
[Weiner et al., 1993], das eine Verbindung zwischen Aktinzytoskelett und den
Membranen des Golgi-Apparates herstellt, und Talin [Kreitmeier et al., 1995; Martel
et al., 2001], das uber Integrine eine Verbindung zur Plasmamembran herstellt,
gehoren.

Die Motorproteine schliel3lich erlauben unter ATP-Verbrauch eine Bewegung entlang
der Aktinfilamente [Kreis und eds.,1993].

1.4 Das G-Aktin bindende Protein CAP

CAP wurde zuerst als 70 kDa Protein in S. cerevisiae [Fedor-Chaiken et al., 1990]
entdeckt, spater konnte es aber in einer Vielzahl von Pflanzen, Tieren und Pilzen
identifiziert werden [Hubberstey und Mottillo, 2002; Stevenson und Theurkauf, 2000].
Zu Beginn wurde CAP, auch SRV2 genannt, in Saccharomyces cerevisiae als
Suppressor von aktiviertem RAS2 isoliert [Fedor-Chaiken et al., 1990]. Zur gleichen
Zeit konnte CAP auch als Komponente des Adenylatzyklase Komplexes isoliert
werden, was diesem Protein seinen Namen, Cyclase Associated Protein, verlieh
[Field et al., 1990].
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Die mdgliche Funktion von CAP wurde daraus abgeleitet, dass die Eliminierung von
CAP den Effekt eines aktivierten RAS Proteins, welches die Adenylatzyklase
stimuliert, aufheben konnte. So wurde postuliert, dass CAP eine Verbindung
zwischen den Signalwegen zur Antwort auf Nahrungsreize und Veranderungen des
Zytoskeltts darstellt [Hubberstey und Mottillo, 2002].

1.5 CAP Homologe

Nachdem CAP in Saccharomyces cerevisiae entdeckt worden war [Fedor-Chaiken et
al., 1990; Field et al., 1990], konnte es auch in Saugetieren als 52 kDa Protein
nachgewiesen werden. Dabei wurde es zuerst als G-Aktin Bindeaktivitat (ASP-56)
aus den Blutplattchen des Hausschweins [Gieselmann und Mann, 1992] aufgereinigt
und schlieBlich durch Polymerasekettenreaktion mit degenerierten Oligonukleotiden
fir den Menschen [Matviw et al., 1992], die Ratte [Zelicof et al., 1993] und die Maus
[Vojtek und Cooper, 1993] nachgewiesen.

Nach der Identifikation von CAP in der Ratte wurde spater ein weiteres Homolog zu
CAP aus S. cerevisiae im Menschen und spater auch in der Ratte nachgewiesen [Yu
et al., 1994; Swiston et al., 1995]. Diese CAP2 genannten Proteine konnten bisher
nur in Saugern identifiziert werden.

Ein Vergleich der Proteinsequenzen von CAP1 und CAP2 aus verschiedenen
Saugern zeigte, dass die CAP1 Proteine untereinander eine hdhere Homologie
aufweisen als zu den jeweiligen CAP2 Proteinen. CAP1 und CAP2 Proteine bilden
somit jeweils eine eigenstandige Unterfamilie innerhalb der CAP Proteinfamilie
[Leichter, 2002].

CAP Homologe konnten auRerdem in Chlorohydra viridissima [Fenger et al., 1994],
in Dictyostelium discoideum [Gottwald et al., 1996], in Drosophila melanogaster
[Benlali et al., 2000], in Arabidopsis thalania [Barrero et al., 2002] und in Xenopus
laevis [KhosrowShahian et al., 2002] identifiziert werden.

1.6 Domanen der CAP Proteine und ihre Funktion

Die CAP Proteine sind multifunktionelle Proteine mit mehreren Domanen. Die
Zuordnung spezieller Funktion zu einer einzelnen Domane ist nicht fur alle Spezies

durchgefuhrt worden. Fur S. cerevisiae CAP steht eine Rontgenstruktur der C-
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terminalen Domane zur Verfugung [Fedorov et al., 2002], fir die N-terminale
Domane eine Kristallstruktur des D. discoideum Proteins [Ksiazek et al., 2003]. CAP
besteht aus 4 Hauptdomanden, denen Funktionen bei der Adenylatzyklasebindung,
einer Assoziation mit SH3-Proteinen und einer Aktinbindung zugeordnet werden

kbnnen.

Im N-Terminus liegt die Adenylatzyklase Bindedomane. Sie ist in allen CAP
Proteinen enthalten. Fur die Hefen S. cerevisiae und S. pombe [Field et al., 1990;
Kawamukai et al., 1992] sowie den humanpathogenen Pilz Candida albicans [Bahn
und Sundstrom, 2001] ist eine Bindung dieser Domane an die Adenylatzyklase
gezeigt worden. Fur die Bindung von S. cerevisiae CAP an die Adenylatzyklase sind
die N-terminalen 36 Aminosaurereste verantwortlich. Hier konnte ein ,heptad repeat®
(aXXaXXX; o steht fur einen hydrophoben Aminosaurerest) identifiziert werden.
Dieses Motiv ist in der Lage a-Helices zu bilden, die die Ausbildung einer ,coiled-coil”
Struktur ermdglichen konnen und ist in der N-terminalen Domane aller CAPs
enthalten.

Da bisher keine Interaktion von Saugetier CAP mit der Adenylatzyklase
nachgewiesen werden konnte, koénnte sich hier eine andere Spezifitat entwickelt
haben und die Saugetier CAPs Uber eine ,coiled-coil* Struktur an andere
Signalmolekuile binden [Hubberstey und Mottillo, 2002]. Fur die humanen CAPs
konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus in Anwesenheit von Cofilin an Aktin
binden kann. Die verantwortliche Region wurde aber nicht naher eingegrenzt
[Moriyama und Yahara, 2002]

Eine weitere wesentliche Domane von CAP liegt im C-Terminus und ist die am
starksten konservierte Domane. |hre Aufgabe ist die Bindung von G-Aktin. Dies
konnte fur alle untersuchten CAPs nachgewiesen werden [Hubberstey und Mottillo,
2002]. Der Grad der Konservierung ist so hoch, dass die Expression dieser Domane
einer Spezies die Deletion dieser Domane in einer anderen Spezies ausgleichen
kann [Matviw et al., 1992; Vojtek und Cooper, 1993; Zelicof et al., 1993; Yu et al.,
1994].

In Deletionsanalysen verloren humanes CAP und CAP aus S. cerevisiae durch die
Entfernung der 37 carboxyterminalen Aminosauren die Fahigkeit Aktin zu binden
[Amberg et al., 1995; Zelicof et al., 1996]. Innerhalb dieser 37 liegt das sieben
Aminosauren lange Motiv E(X)sPEQ. Die Reste E, P, E und Q sind in allen CAP

Proteinen konserviert mit Ausnahme von zwei Pflanzenproteinen [Hubberstey und
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Mottillo, 2002]. Es bleibt aber noch zu klaren, ob dieser kurze konservierte Abschnitt

wirklich fir die Aktinbindung verantwortlich ist.

Die dritte Domane, die in allen CAP Homologen vorkommt, besteht aus einem zentral
gelegenen prolinreichen Abschnitt mit der Konsensussequenz (PXXPPPXP) fur die
Bindung von SH3 Domanen. In Hefe besteht diese Domane aus zwei prolinreichen
Abschnitten bezeichnet als P1 und P2. Wahrend der P1 Abschnitt stark konserviert
ist, ist die P2 Region nur schwach konserviert [Hubberstey und Mottillo, 2002]. In S.
cerevisiae wird die P2 Stelle bendtigt um CAP an das kortikale Aktinnetzwerk zu
dirgieren. Ubernommen wird diese Aufgabe von Abp1.

Im Menschen bindet nicht Abp1 sondern die SH3 Domane von c-Abl an CAP. Nicht
nur der Bindepartner sondern auch die Bindestelle ist verschieden zu Hefe. cAbl
bindet an die P1 und nicht an die P2 Stelle.

Es scheint, als wirde die Eigenschaft der CAP Homologe SH3 Domanen zu binden
in den verschiedenen Arten von unterschiedlichen Bindestellen Ubernommen
[Freeman et al., 1996].

In der Hefe wird die Bindung an die SH3 Domane von Abp1 von einem weiteren
Abschnitt beeinflult. Dieser Abschnitt liegt im N-Terminus und Uberlappt mit der
Adenylatzyklase Bindestelle. Mutationen in diesem Bereich konnten die Fahigkeit von
CAP, Abp1 zu binden und so an das kortikale Aktinnetzwerk zu translozieren,
reduzieren. Die Fahigkeit an die Adenylatzyklase zu binden wurde davon aber nicht
beeintrachtigt [Yu et al., 1999]. Beeintrachtigt wurde allerdings die Fahigkeit zur
Dimerisierung. Dies hat zu der Annahme geflihrt, dass monomeres CAP G-Aktin und
die Adenylatzyklase binden kann, der prolinreiche Bereich dann aber fir SH3
Domanen Proteine wie Abp1 nicht zuganglich ist. Nach der Dimerisierung von CAP
konnte dieser Abschnitt frei werden und CAP Uber Abp1 an das Kkortikale
Aktinnetztwerk gebunden werden [Yu et al., 1999].

In allen CAP Homologen konnte eine weitere konservierte Region identifiziert
werden. Bei S. cerevisiae ist sie zwischen den beiden Prolin-reichen Abschnitten
lokalisiert. Es handelt sich um eine Verprolin bzw. WH2 Homologie Domane. WH2
Domanen binden an G-Aktin, die Funktionalitat der WH2 Domane in CAP ist jedoch
nicht geklart [Paunola et al., 2002].
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1.7 Die Funktion von CAP in vivo
1.7.1 Die Funktion von CAP bei der Organisation der Zelle

Eine direkte Interaktion der N-terminalen Domane von CAP mit der Adenylatzyklase
konnte fur S. cerevisiae [Field et al., 1988] und S. pombe [Kawamukai et al., 1992]
gezeigt werden. Diese Interaktion ist wichtig fur die korrekte Antwort der
Adenylatzyklase auf das vom RAS2 Protein Ubermittelte Signal. Abgeleitet wurde
dies aus der Tatsache, dass bei einer Deletion des N-Terminus von CAP1 der
Hitzeschock-Phanotyp eines Hefestamms mit permanent aktivem RAS2 Protein
wieder aufgehoben wurde [Field et al., 1990, Gerst et al., 1991]. Aullerdem konnte
die Expression eines N-terminalen Segmentes von CAP den Hitzeschock-Phanotyp

wieder herstellen [Gerst et al., 1991].

Der C-Terminus von CAP bindet an G-Aktin im Verhaltnis 1:1 [Freeman et al., 1995].
In vivo wird diese Funktion fur die Organisation des Zytoskeltts verwendet. Wurde
der C-Terminus in Hefe deletiert, kam es zu einer abnormalen Aktinverteilung, einer
veranderten Zellmorphologie in Verbindung mit verlangsamtem Wachstum und
irregularer Knospung. Dazu kamen eine Temperatursensitivitat und Veranderungen
der Sensitivitat im Bezug auf Nahrstoffe [Gerst et al., 1991; Vojtek et al., 1991]. Die
Expression des C-terminalen Teilstiicks von CAP in der Null Mutante konnte die
beschriebenen Defekte wieder aufheben [Gerst et al., 1991].

Ahnliche Effekte wie in der Hefe konnten auch fiir D. discoideum beobachtet werden.
Hier fUhrte eine starke Reduzierung der CAP Expression zu einer veranderten
Zellmorphologie, zu verzégertem Wachstum in FlUssigkultur, zu einem Pinocytose-
und einem Cytokinese Defekt. Alle beobachteten Defekte lassen sich mit
Veranderungen in der Organisation des Aktinzytoskletts erklaren. Zusatzlich
Ubernimmt CAP in D. discoideum noch eine Funktion in der Chemotaxis und der
Entwicklung der Zelle [Noegel et al., 1999].

Auch flr die physiologische Funktion von CAP aus Saugetieren konnte eine
Bedeutung fur das Aktinzytoskelett nachgewiesen werden. Die Mikroinjektion von
anti-CAP Antikorpern und die Mikroinjektion von CAP aus Blutplatichen hatten
gegenteilige Effekte zur Folge. Nach der Injektion der Antikdrper nahm die Menge
der Strel3fasern ab, wahrend nach der Injektion von CAP mehr Aktinfilamente

gebildet wurden [Freeman und Field, 2000].
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In in vitro Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass CAP starker an lonen
oder Nukleotid-freies nicht nativ gefaltetes Aktin bindet als an nativ gefaltetes Aktin.
Dabei andert Aktin nach der Bindung an CAP seine Struktur. Diese Daten fuhrten zu
dem Schlu®, dass CAP als Aktin Chaperon arbeiten kdénnte [McCormack et al.,
2001].

Ein Einflu auf das Aktinnetzwerk wurde auch in Arabidopsis thaliana beobachtet. In
in Suspension kultivierten Tabakpflanzenzellen fiihrte die Uberexpression von CAP
zu einer massiven Reduktion von F-Aktin und einem Mitosedefekt. Wurde CAP in der
Pflanze Uberexprimiert, resultierte dies in reduzierter Blattgrofle und in einer
geringeren Zahl von Epidermis- und Mesophylizellen, die zusatzlich noch verkleinert

waren [Barrero et al., 2002].

1.7.2 Die Funktion von CAP wahrend Entwicklung und Differenzierung

In Chlorohydra viridissima spielt CAP eine wichtige Rolle bei der Stimulierung der
Adenylatzyklase durch den HA-Rezeptor. In C. viridissima sorgt das HA-Peptid Uber
seinen Rezeptor fur die Stimulation der Adenylatzyklase. Der resultierende Anstieg
von cAMP dient als ,second messenger® bei der Determination und Differenzierung
von Nervenzellen. Der Effekt des HA-Peptids konnte durch cAMP Agonisten
nachgeahmt und durch cAMP Antagonisten inhibiert werden. Fur CAP wurde
postuliert, dass es im Signalubertragungsweg zwischen dem HA-Rezeptor und der
Adenylatzyklase liegt, nachdem mit antisense Oligonukleotiden gegen CAP die
Wirkung des HA-Peptids aufgehoben wurde, wahrend die Wirkung der cAMP
Agonisten unberuhrt blieb [Fenger et al., 1994].

Auch in D. melanogaster spielt CAP eine wichtige Rolle bei der Organisation des
Aktinzytoskeletts. Es ist z. B. in der Lage, die Verteilung von F-Aktin in der Oocyte zu
beeinflussen. Konkret unterbindet CAP die Bildung von F-Aktin an spezifischen Orten
und verhindert so die unkontrollierte Ausbildung von Aktinfasern. Auflerdem konnte
eine Verbindung zwischen der korrekten Lokalisation von mRNAs innerhalb der
Gradienten, die die Zellpolaritat der Oocyte festlegen, und der Fixierung der mRNAs
im Aktinkortex und CAP festgestellt werden [Baum et al., 2000]. Ahnliches wie in der
Oocyte konnte auch in der Entwicklung des Auges beobachtet werden. D.
melanogaster Zellen, denen CAP fehlte, zeigten deutlich erhohte Mengen von F-

Aktin wahrend der Entwicklung des Auges. Gleichzeitig waren Defekte bei der
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Bildung der morphogenetischen Furche des Auges zu beobachten [Benlali et al.,
2000].

In der Baumwollpflanze verlangern sich einzelne epidermale Zellen bis sie mehr als
das 1000-fache ihrer Breite erreichen, um Baumwollfasern zu bilden. Diese
Differenzierung findet in Anwesenheit der Zytoskelettproteine Aktin, Tubulin, der
Intermediarfilamentproteine usw. Statt, und die dynamische Regulation des
Zytoskeletts ist unerlalich fur die Elongation der Zellen. Die Expression von CAP ist
in diesen sich differenzierenden Zellen deutlich hoéher als in Vergleichsgeweben
[Kawai et al.,1998].

Auch in der Entwicklung von Xenopus laevis kdnnte die Expression von CAP eine
Rolle spielen. Mit RT-PCR Analysen konnte gezeigt werden, dass CAP zunachst nur
in sehr geringen Mengen als maternales Transkript exprimiert wird. Spater in der
Blastula und in den folgenden Phasen kommt es jedoch zu einer starken Zunahme
der Expression. Mit in situ Hybridisierungen in den spateren Phasen konnte CAP am
Animalpol detektiert werden. Auch in den folgenden Schritten der Entwicklung bleibt
die Expression von CAP auf definierte Bereiche beschrankt [KhosrowShahian et al.,
2002].

Es konnte sein, dass eine der konservierten Funktionen von CAP wahrend der
Entwicklung darin besteht, durch Veranderungen am Aktinzytoskelett Prozesse wie
die Elongation der Zellen, Migration und Polaritat zu beeinflussen [Hubbersty und
Motillo, 2002].

1.8 Expression von CAP in Saugern

Die Expressionsraten von CAP1 und CAP2 wurden in den Geweben der Ratte
untersucht. RT-PCR Analysen zeigten, dass CAP1, wenn auch auf
unterschiedlichem Niveau, in allen untersuchten Geweben exprimiert wurde.
Ahnliches konnte auch auf Proteinebene gezeigt werden. CAP2 wurde dagegen nur
in wenigen der untersuchten Gewebe exprimiert. Auch hier gab es Unterschiede in
den Expressionsniveaus [Swiston et al. 1995].

Eine ubiquitdre Expression der CAP1 mRNA in den untersuchten Geweben wurde
auch fur die Maus gezeigt. Die CAP2 Expression war wie bei der Ratte auf einige
Gewebe beschrankt [Leichter, 2002]



1. Finleitung 13

1.9 CAP und Profilin

Die Defekte, die mit dem Verlust der carboxyterminalen Doméane von CAP verbunden
sind, kénnen in der Hefe durch die Uberexpression von Profilin ausgeglichen werden
[Vojtek et al., 1991]. Profilin ist ein Aktinmonomer bindendes Protein [Carlsson et al.,
1977; Haarer et al., 1990] mit mehreren biologisch wichtigen Funktionen. Es bindet
die Aktinmonomere und liefert sie an das schnellwachsende Ende der Filamente.
Gleichzeitig erhoht es die ADP/ATP Austauschrate [Goldschmidt-Clermont et al.,
1991; Pollard und Cooper 1984; Pring et al., 1992]. Damit sorgt es fir
Aktinpolymerisation bei Werten die sogar unter der kritischen G-Aktin Konzentration
liegen [Pantaloni und Carlier, 1993]. Neben Aktin kann Profilin auch Phospholipide
binden [Lassing und Lindberg, 1985]. Es scheint, dass Profilin an PIP; bindet, um die
CAP Mutation zu komplementieren [Goldschmidt-Clermont und Janmey, 1991; Vojtek
et al., 1991].

1.10 Intra- und intermolekulare Bindungen — Multimerisierung

In Hefe ist CAP mit der Adenylatzyklase assoziert [Field et al.,1988]. Das
Molekulargewicht des Adenylatzyklasekomplexes ist in CAP-defizienten Stammen
um ca. 250 kDa verringert [Wang et al., 1992]. Dieser Wert entspricht einem
Heterotetramer aus monomerem Aktin und CAP. Auf die Multimerisierung von CAP
wurde auch schon an anderer Stelle hingewiesen [Zelicof et al.,1996; Yu et al., 1999;
Hubberstey et al., 1996]. Bisher konnte jedoch kein eindeutiges Dimerisierungsmotiv
identifiziert werden, obwohl eine Region im N-Terminus von CAP fir die Bildung von
Dimeren als wichtig erscheint [Yu et al., 1999].

Aulerdem konnte in ,Yeast Two Hybrid“ Versuchen mit humanem CAP gezeigt
werden, dass die aminoterminale Domane mit sich selbst und mit der C-terminalen
Domane interagiert. Umgekehrt konnte das Gleiche flr die C-terminale Domane
gezeigt werden [Hubberstey et al., 1996]. Fur die Dimerisierung sind damit

verschiedene Bindungskombinationen denkbar.
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1.11 Subzellullare Lokalisierung

In der Hefe ist CAP mit Hilfe seines prolinreichen Bereichs an den kortikalen
Aktinstrukturen lokalisiert [Freeman et al., 1996].

In héheren Eukaryonten wird die Lokalisation von anderen Doméanen tUbernommen.
Fur D. discoideum konnte der N-Terminus als Vermittler der subzellularen
Lokalisierung ausgemacht werden. CAP ist hier nahe der Plasmamembran lokalisiert
und wird wahrend Zellbewegungen relokalisiert. Auflerdem kommt es zu
Anreicherungen von CAP in den leading edges von chemotaktisch stimulierten
Zelllen und an den phagocytic cups [Noegel et al., 1999; Gottwald et al., 1996;
Noegel et al., unpuplizierte Ergebnisse].

In Saugerzellen ist CAP diffus Uber das Zytoplasma verteilt, kann aber an der
Plasmamembran oder den Lamellipodien konzentriert sein [Vojtek und Cooper, 1993;
Zelicof et al., 1996]. In Swiss 3T3 Zellen konnte sogar eine Lokalisation von CAP mit
Strel3fasern nachgewiesen werden [Freeman und Field, 2000].

Zur Rolle einer CAP Domane in der Lokalisierung gibt es Hinweise aus einer Studie
mit humanen CAPs. Hier konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus von CAP an
einen Komplex aus Cofilin und Aktin bindet. Dies konnte die Ursache fur die
Lokalisation von CAP in den dynamischen Regionen der Zellperipherie sein, die reich
an Aktin und Cofilin sind [Moriyama und Yahara, 2002].

1.12 Die Beteiligung von CAP an der Endozytose

In CAP defizienten Hefestdammen konnten durch die Expression von SNC1, das
starke Homologien zu Vesikelproteinen von Saugern zeigt, teilweise Defekte einer
CAP Mutante aufgehoben werden. Dies war der erste Hinweis, dass CAP an
Endozytosevorgangen beteiligt sein konnte [Gerst et al., 1992].

Die Anreicherung von CAP am ,phagocytic cup® [Noegel, unveroffentlichte
Ergebnisse] von D. discoideum und die Isolierung von CAP als Komponente
aufgereinigter Phagosomen der murinen J774 Makrophagenzellinie [Garin et al.,
2001] gibt Anlald zur Spekulation, dass CAP auch hier an Endozytosevorgangen

beteiligt sein konnte.
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1.13 Das Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit sollte die in vivo Funktion von CAP1 untersucht werden. Dazu sollte
ein ko-Vektor konstruiert werden um mit diesem eine CAP1 defiziente Mauslinie zu
etablieren. Desweiteren sollte rekombinant exprimiertes CAP1 fir die Produktion
polyklonaler Antikdrper erzeugt werden. Mit Hilfe dieser Antikdrper und mit Hilfe von
Northernblots sollte die CAP1 Expression in den Organen der adulten Maus und
wahrend der Embryonalentwicklung untersucht werden. Weiterhin sollten
Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation und zu Bindungspartnern von CAP1

an Zellen und an Zellhomogenaten durchgefihrt werden.
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2.1.Material
2.1.1 Labormaterialien

Einfrierrdhrchen, 1,8 ml und 2,2 mi
Einweg-Pipetten, 5 ml, 10 ml und 25 ml
Einweg-Pipettenspitzen
Elektroporationskuvette
Paraffin-Formschalchen

Fotofilm, Typ 100-6

Gewebekulturflaschen, 25 cm?, 75 cm? und 175 cm?

Gewebekulturplatten, 24 Loch, & 16 mm
Hybridisierungsrohren

3MM Filterpapier

Mikrotiterplatten, 96 Loch, U96 Maxisorb
Nitrocellulose, Typ BA85
Nitrocellulose-Rundfilter, BA85 & 82mm
Nylonmembran, Biodyne

Sterilfilter, 0,2 pm

Petrischalen, @ 60 mm x 15 mm
Petrischalen, @ 94 mm x 16 mm
Petrischalen, & 100 mm x 20 mm
Petrischalen, & 140 mm x 20 mm
Plastikkuvette

Quarzkuvette Infrasil

15 ml Réhrchen, Typ 2095

50 ml Réhrchen, Typ 2070
Reaktionsgefalle, 0,2 ml, 0,5 ml,1,5 ml und 2,2 mi
Rontgenfilm X-omat AR-5, 18 x 24 mm
Roéntgenfilm X-omat AR-5, 535 x 43 mm

Nunc

Greiner

Greiner

BioRad

Roth

Kodak

Nunc

Nunc

Hybaid
Whatman

Nunc

Schleicher und Schill
Schleicher und Schull
Gelman Science
Gelman Science
Merck

Greiner

Nunc

Nunc

Greiner

Hellma

Falcon

Falcon

Greiner, Sarstedt
Kodak

Kodak
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2.1.2 Gerite

Blotkammer Trans-Blot SD
Einbettautomat Citadel 1000
Crosslinker UVC 500
Elektroporationsgerat, Typ Gene-Pulser
Elektro-Eluter 422
Heizblocke:
Typ DIGI-Block JR
Typ Dri-Block DB x 20
Thermomixer
Hybridisierungsofen
Inkubationsofen Lab-Therm
Magnetruhrer, Typ MR 3001 K
Mikroskope:
Lichtmikroskop
Laser Scan Microskop
Fluoreszenzmikroskop DMR
Multipipette, Multipette plus
Paraffin Einbettsystem TB S88
PCR-Maschine
pH-Meter 766
Plattengie¥imaschine
Rotationsmikrotom
Rotoren: Typ JA-10
Typ JA-25.50
SLA-1500
SLA-3000
SS-34
SW41
TLA 45
Ruttler 3015
Ruttler Lab-Shaker
Spannungsverstarker Power Pac 200 und 300

Spektralphotometer, Typ Ultraspec 2000

BioRad
Shandon
Hoefer
BioRad
Bio-Rad

neolLab
Techne
Eppendorf
Hybaid

Kihner, Heraeus

Heidolph

Olympus
Leica

Leica
Eppendorf
Medite
MWG-Biotech
Knick
Technomat
Leica
Beckman
Beckman
Sorvall
Sorvall
Sorvall
Beckmann
Beckman
GFL
Kdhner
Bio-Rad

Pharmacia Biotech

17
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Tischzentrifugen:
Centrifuge 5414
Centrifuge 5415 D

Kuhlzentrifuge Biotech fresco

UV-Auflichtmonitor TFS-35 M
UV-Transilluminator
Vortex REAX top

Wasserbader

Zentrifugen:
Beckman Avanti J25
Beckmann Optima L-70K
Sorvall RC 5C plus

2.1.3 Kits

EndoFree Plasmid Kit
Nucleobond AX 100 und 500
NucleoSpin Extract 2 in 1
Nucleospin Plasmid
pGem-Teasy-Vector System |
Stratagene Prime®lt II

Zero Blunt PCR Cloning Kit

2.1.4 Chemisch kompetente Zellen

One Shot® chemisch Kompetenten Zellen

2.1.5 Enzyme fiir die Molekularbiologie

Alkalische Phosphatase
Lysozym
Klenow-Fragment

Proteinase K

Eppendorf
Eppendorf

Heraeus Instruments
Faust

MWG-Biotech
Heidolph

GFL

Beckman
Beckmann

Sorvall

Quiagen
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Promega
Stratagene

Invitrogen

Invitrogen

Roche
Sigma
Life Technologies

Sigma
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Restriktionsendonukleasen

RNase A (Ribonuklease)
PfuTurbo®-DNA-Plolymerase
T4-DNA-Ligase
Tag-DNA-Polymerase

2.1.6 Primare Antikorper

anti-B-Aktin Antikdrper, mAk AC-74
anti-B-COP Antikorper, mAK E5-A3
anti-GFP Antikorper, mAk K3-184-2
anti-CAP1 Antikorper, pAK

anti-Coronin-3 Antikorper, mAk K6-444-4
anti-Coronin-7 Antikorper, mAK K 37 142-1

2.1.7 Sekundare Antikorper
Ziege-anti-Kaninchen-IgG, Alexa 568-Konjugat
Ziege-anti-Kaninchen-IgG, Peroxidase-Konjugat

Ziege-anti-Maus-IgG, Peroxidase-Konjugat

2.1.8 Inhibitoren und Antibiotika

Inhibitoren

Complete® Inhibitoren Cocktail
1,4-Dithiothreitol (DTT)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Antibiotika
Ampicillin
Geneticin (G-418)

Roche,Amersham,
GibcoBRL,

New England Biolabs
Sigma

Gibco-BRL

Roche

Sigma

Pepperkok et al., 1993
nicht veroffentlicht

Pineda nicht veroffentlicht
nicht veroffentlicht

nicht veroffentlicht

Molecular Probes
Sigma
Sigma

Roche
Gerbu
Sigma

Grinenthal
Gibco-BRL
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Kanamycin

2.1.9 Chemikalien und Reagenzien

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

Agarose (Elektrophoresis Grade)
3-Aminophthalhydrazid

Bacto-Agar

Bacto-Pepton

Bacto-Trypton
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal)
Bromphenolblau (Na-Salz)

BSA (Rinderserumalbumin)
Calciumchlorid-Dihydrat

Chloroform

Coomassie-Brilliant-Blau G 250
Coomassie-Brilliant-Blau R 250
p-Cumarsaure

DAPI

Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
1,4-Dithiothreitol (DTT)

DMEM knockout

Dulbeccos’s Modified Eagle’s Medium,DMEM
Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA)
N,N,N' ,N'-tetraessigsaure (EGTA)
Essigsaure 98-100 %

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylphenylpolyethylenglycol (NP-40)
FCS, FBS (Fotales Kalberserum)
Fischgelatine

Formaldehyd

Sigma

Nat. Diagnostics
Biomatic

Gibco

Fluka

Difco

Difco

Difco

Roth

Serva

Roth

Merck
Riedel-de Haen
Roche

Serva

Fluka

Sigma
Riedel-de Haen
Merck

Gerbu

Gibco

Sigma

Merck

Sigma
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen
Sigma

Fluka
Biochrom, Gibco
Sigma

Sigma
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Formamid
Gelatine
Glucose
Glycerin
Glycin
Harnstoff

Heringssperma

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-ethansulfonsaure (HEPES)

Hefeextrakt
Imidazol
Lipofectamin
Imidazol

Isopropanol

Isopropypl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat-Triphosphat
Lipofectamin PLUS® Reagenz
Magnesiumacetat-Tetrahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
-Mercaptoethanol

Methanol
Morpholino]propansulfonsaure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumlaurylsarcosinat

Natriumothovanadat

Merck

Sigma

Merck
Riedel-de Haen
Degussa
Gerbu

Roche

Biomol

Oxoid

Merck
Invitrogen
Merck

Merck

Loewe Biochemica
Fluka

Fluka

Fluka

Merck

Gibco

Merck

Merck

Sigma
Riedel-de Haen
Gerbu

Merck

Merck

Fluka

Fluka

Merck

Serva

Merck
Riedel-de Haen
Sigma

Sigma
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Nukleotide Sigma, Roche
Paraformaldehyd Sigma
Phenol Roth
1,4-Piperazindiethansulfonsaure (PIPES) Sigma
Plus Reagenz Invitrogen
Ponceau S Konzentrat Sigma
Saccharose Fluka
Salzsaure 32 %ig Fluka
Sephadex G50 Pharmacia
N,N,N' ,N' -Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck
Triton X-100 (Octylphenylpoly(ethylenglykolether)) Merck
Trtypsin/EDTA Sigma
Tween 20 Roth
Wasserstoffperoxid (30 %ige Losung) Merck

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galactopyranosid) Roth

2.1.10 Radiochemikalien

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

Alle Ubrigen nicht aufgefuhrten Chemikalien in p.a. Qualitat wurden von den Firmen
Fluka, Merck, Roth, Serva, Sigma und Riedel-de-Haen bezogen.

2.1.11 Vektoren

pBluescript SK (-) [Short et al., 1988]
pEGFP-C1, Clontech
pGEM®-T Easy Promega

pT7-7 [Tabor, 1990]
Topo® Vektor Invitrogen
0GEM-CAP1:

Das Plasmid enthalt die komplette kodierende Region der CAP1 cDNA (EMBL
Datenbank-Zugangsnummer L12367). cDNA aus C3H10T1/3 Fibroblasten wurde flr
eine Standard PCR mit 30 Zyklen verwendet. Mit Hilfe der Oligonukleotide BH1CAP3
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und BH1CAP5 wurde die komplette kodierende Region der CAP1 cDNA amplifiziert.
Das Amplifikationsprodukt wurde in pGEM-Teasy ligiert und anschlieRend

sequenziert.

pBS-CAP1:
Dieses Plasmid enthalt die komplette kodierende Region der CAP1 cDNA.

pGEM-CAP1 wurde mit BamHI gespalten und das Fragment isoliert. Das Fragment

wurde in mit BamHI gespaltenen pBluescrip KS Il ligiert.

pT7-7-CAP1:
Dieses Plasmid kodiert fir das CAP1 Volllangenprotein.

pGEM-CAP1 wurde mit BamHI gespalten und das Fragment isoliert. Das Fragment
wurde in den mit BamHI gespaltenen pT7-7 E. coli Expressionsvektor [Tabor, 1990]
ligiert.

pEGFP-CAP1:
Dieses Plasmid kodiert fur das CAP1 Volllangenprotein fusioniert an EGFP (EGFP-

CAP1). pGEM-CAP1 wurde mit BamHI gespalten und das Fragment isoliert. pEGFP-
C1 wurde mit BamHI gespalten und gereinigt. Fragment und der linearisierte Vektor

wurden ligiert.

2.1.12 Oligonukleotide

Oligonukleotide zur Generierung der 5°-CAP1 Sonde:

CAP1 F: GCG GCC GCA TGG CTG ACA TGC AAAATC
CAP1 R: TTAATT AAT GAAACT CTT TGA TGT AAG CCT

Oligonukleotide zur Generierung des 5°Arms des ko-Vektors:

1.F: TGT CCC TGT ACA TCT GTG CAG AAG CAT GGA
1.R: AGC TGC AGA CAG AGA GGC ATG GAG TTT CAG

2F:CTTTCAGGT CTGTGG TTT CCT TGG CTG CAT
2.R: GCG GCC GCACTG CTC CTG GGG AAG GCA AAC AC

Oligonukleotide zur Generierung des 3°Arms des ko-Vektors:

1.F: GCG GCC GCA AAC ACG TAA GGA CAC GGG GGC CCT
1.R: GAA GGC AGT CCC AGT ATC AAA GGC TTA GGA

Oligonukleotide zur Generierung der externen ko-Sonde

1.F: ATGATG AGGATG GCTTGC TGAAATTGG TT
1.R: AGG AGC TAA AAC TAT GGT GGT TTT AGT
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2.2.1 Puffer und Losungen

Puffer und Losungen, die hier nicht verzeichnet sind, finden sich bei den jeweiligen
Methoden.

Blot Saline (pH 7,0): 10mM Tris-HCI
0,15 M NaCl
PBS (pH 7,2/ pH 8,0): 30 mM KH2POs4
150 mM NaCl
70 mM Naz2HPOa4 (zur pH Einstellung)

PBG: 0,5 % BSA
0,1 % Fischgelatine
in PBS

1 M Phosphatpuffer (pH 7,4): 2/3 Volumen 1M Na2HPO4
1/3 Volumen 1 M NaH2PO4

20 x SSC: 3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

TE-Puffer (pH 8,0): 10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA (pH 8)

50 x TAE-Puffer (pH 8,0): 2 M Tris
16,6 M Eisessig
50 mM EDTA

2.2.2 Kulturmedien

Alle verwendeten Medien wurden mit deionisietem Wasser, das uber eine
lonenaustauschanlage (Millipore) gefiltert wurde, angesetzt und bei 120°C
autoklaviert. Antibiotika wurden nach Abkuhlung des Mediums auf etwa 50°C
zugegeben. Das GieRen der Platten erfolgte mit einer halbautomatischen

Plattengielimaschine.

LB-Medium: SOC-Medium:

10 g Bacto-Trypton 20 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt 5 g Hefeextrakt

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

pro 1 | Wasser 0,5 g (8,5 mmol) NaCl

pro 11 Wasser

Die pH-Werte wurden mit NaOH auf 7,4 eingestellt. Zur Herstellung von Agarplatten
wurden den Medien 0,9 % (w/v) Agar und bei Bedarf 100 mg/l Ampicillin oder 50 mg/I
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Kanamycin zugesetzt. Fur Farbindikatorplatten zur Blau/Weil3-Selektion von E. coli-
Transformanten wurden die fertigen Platten jeweils mit 50 pl 0,1 M IPTG-LOsung und

90 ul XGal-Lésung (200 mg/10 ml Dimethylformamid) bestrichen.

2.3 Molekularbiologische Methoden

Bei nicht anders lautenden Angaben wurden Reaktionen bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

2.3.1 Boiling-Methode zur Plasmid-DNA Prapararion im MikromaRstab

1,5 ml einer E. coli-Ubernachtkultur wurden in einer Tischzentrifuge bei 5000 x g fir
1 Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 350 pyl STET
Puffer resuspendiert. Fur die Lyse der Zellen wurden 25 pl einer Lysozym Losung
(10 mg/ml) hinzugegeben und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die Suspension fur 1 Minute auf 100°C erhitzt. Nach
Zentrifugation bei 16.000 x g fir 10 Minuten wurde der Uberstand in ein frisches
Reaktionsgefall Uberfihrt und mit 300 pl Isopropanol fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur prazipitiert. Die Plasmid-DNA wurde dann durch Zentrifugation bei
16000 x g fur 10 Minuten pelletiert, mit 70 %igem Ethanol gewaschen und fur 15
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde danach in 50 pl
Wasser resuspendiert. RNA wurde mit 0,1 mg/ml RNAse bei 37°C fur 30 Minuten
verdaut.

STET-Puffer: 0,1 M NaCl

10 mM Tris, pH 8,0

1 mM EDTA
5 % Triton X-100

2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA im MikromaRRstab gemaR Macherey-Nagel

1,5 ml einer E. coli-Ubernachtkultur wurden 1 Minute bei ca 5000 x g in einer
Tischzentrifuge pelletiert. Nach Angaben des Herstellers (Macherey und Nagel)
erfolgte anschliefend die Plasmidisolierung mit Hilfe des NucleoSpin Plasmid-Kits.

Die DNA wurde mit 50 pl Elutionspuffer von der Saule eluiert.



2. Material und Methoden 26

2.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli im Makro —und MegamaRstab

gemal Macherey und Nagel

50 ml bzw. 500 ml einer E. coli-Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation bei 4000
bis 5000 x g fir 5 Minuten pelletiert. Nach Angaben des Herstellers (Macherey und
Nagel) erfolgte anschliel3end die Plasmidisolierung mit Hilfe des Nucleobond AX 100
oder des AX 500-Kits. Die DNA wurde in 100 ul bzw. 500 pl Wasser resupendiert.

2.3.4 Isolierung von BAC-Klon-DNA aus E. coli im Makro —und MegamaRstab
gemaR Macherey und Nagel

BAC-Klone enthalten ein Plasmid, das nur in geringer Kopienzahl in der E. coli Zelle
vorliegt. Zur Isolation der BAC-Klon-DNA wurden die Modifikationen des
Herstellerprotokolls (Machery und Nagel) fur diesen Plasmidtyp befolgt.

2.3.5 Isolierung von Endonuclease freier Plasmid DNA

50 ml einer E. coli-Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation bei 4000 bis
5000 x g fir 5 Minuten pelletiert. Nach Angaben des Herstellers (Quiagen) wurde
Endonuclease freie Plasmid DNA isoliert. Die DNA wurde in 80 ul Wasser

resuspendiert.

2.3.6 Extraktion genomischer DNA aus ES-Zellen

Zellen in einer 24-Loch-Platte wurden mit PBS gewaschen und das PBS mit einer
1 ml Eppendorf Pipette entfernt. Innerhalb von 2 bis 3 Minuten I6sten sich die Zellen
bei 37°C mit 200 yl Lysepuffer von der Kulturplatte und wurden in ein
Reaktionsgefald uberfuhrt. Die Zellyse wurde flir mindestens 6 Stunden oder Uber
nacht bei 55°C durchgefuhrt. Die DNA wurde im Anschluss bei Raumtemperatur mit
400 pyl  Ethanol unter Schwenken gefallt. Die Pelletierung erfolgte durch
Zentrifugation. Nach Ethanolwaschung mit 70 % Ethanol wurde die DNA kurz
getrocknet und dann mit 100 pl Wasser resuspendiert.
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Lysepuffer: 10 mM Tris pH 7,5
10 mM EDTA
10 mM NaCl
0,5 % Sarcosyl
2 mg/ ml Proteinase K (frisch dazugeben)

2.3.7 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration von DNA in wassriger Losung wurde spektralphotometrisch bei
einer Wellenlange von 260 nm mit Wasser als Referenz bestimmt. Der vom

Photometer gemesse OD-Wert wurde mit der Formel:

OD x Verdunnung x 50 = DNA Konzentration in ng/pl
1000

in die Nukleinsaurekonzentration umgerechnet. Mit dem Quotienten OD260/0D280

liel sich eine Aussage Uber die Reinheit der Nukleinsdure machen. Betrug der Wert

des Quotienten 1,8 oder mehr, wurde die Losung als ausreichend rein angesehen.

2.3.8 Ethanolfallung

DNA-L6sungen wurde mit dem dreifachen Volumen Ethanol und einem zehntel
Volumen 3 M NaOAc (pH 5,2) vermischt, 15 Minuten bei —80°C inkubiert und bei 4°C
mit 16.000 x g fur 25 bis 30 Minuten zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde mit
70 %igem Ethanol gewaschen und die DNA im gewlnschten Volumen Wasser oder
Tris-HCI (pH 8,0) resupendiert

2.3.9 Phenol-Chloroform Extraktion

Proteinhaltige DNA-LOsungen wurde mit einem Volumen Phenol so vermischt, dass
sich eine Emulsion bildete. Anschlielend wurde ein halbes Volumen Chloroform
hinzugefigt und erneut gut gemischt. Durch Zentrifugation fir 5 Minuten bei
16.000 x g trennte sich die wassrige Oberphase ab. Diese wurde in ein frisches
Reaktionsgefald Uberfuhrt und mit einem Volumen Chloroform gut vermischt. Der
Zentrifugationsschritt wurde wiederholt und der Uberstand in ein frisches
Reaktionsgefall Uberfuhrt. Die DNA wurde mit Ethanol prazipitiert (2.2.8).
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2.3.10 Elektrophoretische Auftrennung von DNA im TAE-Agarosegel

Die Auftrennung von DNA unterschiedlicher Molekulargewichte erfolgte in
horizontalen Ethidiumbromid-haltigen (0,1 pg/ml) Agarosegelen mit Tris-Acetat-Puffer
als Laufpuffer. Die Dichte der Gele lag zwischen 0,5 % und 2 %. Die angelegte
Spannung lag zwischen 5 und 10 V/cm. Vor dem Auftragen wurde die DNA mit
Ladepuffer versetzt. Als GroRenstandard wurde die 1 kb DNA-Leiter von Gibco
verwendet. Zur spateren Visualisierung der aufgetrennten DNA Fragmente diente
UV-Licht (A=302nm). Die Dokumentation erfolgte durch Fotografieren der mit UV-
Licht bestrahlten Gele mit einem Videodokumentationssystem.

DNA-Probenpuffer:

40 % Saccharose

0,5 % SDS

0,25 % Bromphenolblau (Na-Salz)
in TE-Puffer

DNA-GroRRenstandards:
1 kb DNA-Leiter (Gibco BRL): 12216; 11198; 10180; 9162; 8144; 7126; 6108; 5090;
4072; 3054; 2036; 1636; 1018; 506,17; 396; 344; 298; 220; 201; 154; 134; 75 bp

2.3.11 Southernblot

Der DNA Transfer nach Southern wurde fur Plasmid-DNA und genomische DNA
durchgefuhrt. Genomische DNA wurde zunachst mit HCI depuriniert. Dazu wurde das
1 bis 0,5 %ige Agarosegel nach Trennung der DNA zweimal fur 15 Minuten in 0,25 M
HCI Ldésung inkubiert. Die folgenden Schritte wurden auch flr den Transfer von
Plasmid-DNA vorgenommen: 20 Minuten Inkubation in Denaturierungspuffer und 20
Minuten Neutralisierung in Neutralisierugspuffer. Auf einen Stapel aus saugfahigem
Papier wurden zunachst 3 Lagen mit 20 x SSC angefeuchtetem 3MM Whatman
Papier, dartber eine zuerst mit Wasser und dann mit 20 x SSC angefeuchtete
Nylonmembran und darauf das Agarosegel geschichtet. Auf das Agarosegel wurden
erneut 3 Lagen 3MM Whatman Papier gebettet. Die oberste Lage bildete eine
Bricke aus 2 Schichten 3MM Whatman Papier, die den Stapel mit einem 20 x SSC
Reservoir verband. Der Transfervorgang wurde Uber Nacht durchgeflihrt. Nachdem
die DNA durch kapillaren Sog auf die Nylonmembran Ubertragen war, wurde diese

mit 2 x SSC gewaschen und im Falle von Plasmid-DNA zweimal mit einem UV-
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Quervernetzer Dbestrahlt. Im Falle von genomischer DNA wurden die
Nylonmembranen fir 2 Stunden bei 80°C getrocknet. AnschlieRend wurde wieder mit

2 x SSC gewaschen.

Denaturierungspuffer: Neutralisierungspuffer:
0,5 M NaOH 0,5 M Tris-HCI, pH 8,0
1,5 M NaCl 1,5 M NaCl

2.3.12 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden mit dem Stratagene Prime It Il
® Kit

32
Fir die Markierung von DNA-Sonden mit a- P wurden ca. 25 ng DNA mit Wasser
auf ein Volumen von 25 ul aufgefullt, mit 10 yl ,Random-Oligonucleotid-Primer*
versetzt und bei 100°C flr 10 Minuten inkubiert. Nach der Trennung der DNA

Doppelstrange wurde die Losung bei Raumtemperatur langsam abgekuhlt. Nach

Abkiihlung auf Raumtemperatur wurden 10 ul 5x Prime it Puffer, 5 ul a- P-dATP
(50 puCi) und 2 U Klenow-Enzym hinzugefugt Dieser Reaktionsansatz wurde 5
Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden nicht eingebaute Nukleotide durch
eine zwei-minutige Zentrifugation bei 3.000 x g Uber eine 1 ml Sephadex G-50-Saule
in TE-Puffer abgetrennt. Inkubation bei 100°C fir 5-10 Minuten trennte die beiden
Strange der gereinigten DNA-Sonde.

2.3.13 Hybridisierung radioaktiv markierter Sonden mit DNA- und RNA-Blots

Die hier durchgefuhrten Experimente wurden in Hybridisierungsofen durchgefluhrt,
die mit Wippen und Rotoren ausgestattet waren. Soweit die Mal3e der Membranen
dies zulieRen wurde die Hybridisierung in Rohren durchgefuhrt, die an den Rotoren
befestigt waren. Grofl3formatige Blots wurden in Beuteln hybridisiert. Diese wurden

wahrend der Inkubation auf der Wippe gelagert.

2.3.13.1 Hybridisierung radioaktiv markierter Sonden mit Southernblot- und

Northernblot-Membranen

32
Die Hybridisierung von a- P markierten DNA-Sonden mit Plasmid-DNA und mit RNA

wurde auf die gleiche Weise durchgefuhrt. Fur die Hybridisierung wurden die
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Southernblot- und Northernblot-Membranen mindestens 30 Minuten mit 2 x SSC
gewaschen und danach fir mindestens 1 Stunde bei 42°C mit Hybridisierungspuffer
vorhybridisiert. AnschlieBend wurde dieser Puffer verworfen und 10 ml frischer
Hybridisierungspuffer mit der einzelstrangigen DNA-Sonde (s. 2.2.13) versetzt. Die
Hybrididiserung wurde Uber Nacht durchgefuhrt. Im Anschluy daran wurde die
Hybridisierungslosung verworfen und bei 42°C zweimal fir mindestens 30 Minuten
mit Waschpuffer gewaschen. Die Membranen wurden dann fur die Exponierung des

Rontgenfilms in einer Filmkasette mit Kleenex getrocknet und in Folie eingeschlagen.

Die Vorgehensweise fiur die Hybridisierung von DNA-Sonden mit genomischen
Southernblots verlief ahnlich. Abweichend waren die Hybridisierungs- und
Waschpuffer (s.u.). Daraus ergab sich eine veranderte Temperatur fur
Prahybridisierung und Hybridisierung, die hier bei 64°C lag sowie eine
Waschtemperatur von 42°C. Die Waschdauer lag fur jeden der zwei Schritte bei 15
bis 20 Minuten. Anschliefend wurde mit einem Flachenzahler die Aktivitat auf der
Membran gemessen. In Abhangigkeit davon wurde ein weiterer Waschschritt
durchgefuhrt oder die Membran wie oben beschrieben fur die Exponierung mit dem

Rontgenfilm vorbereitet.

Puffer fiir Hybridisierung mit Plasmid-DNA

Hybridisierungspuffer (pH 7,15): Waschpuffer (pH 7,15):
50 % Formamid Hybridisierungspuffer
1 % Natriumlaurylsarcosinat ohne 4x Denhardts Reagenz
2 mM EDTA (pH 7,2)
0,2 % SDS
0,12 M Phosphatpuffer (pH 6,8)
in2x SSC
4 x Denhardt’s Reagenz

Puffer fir die Hybridisierung mit genomischer DNA

Hybridisierungspuffer (pH 7,2) Waschpuffer (pH 7,2)
7 % SDS 10 mM 0,01 M NaHPO,

0,25 M NaHPO, 0,5 % SDS

1 mM EDTA 1 mM EDTA

1 % BSA
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2.3.13.2 Kolonie-Blot

Die simultane Durchmusterung zahlreicher E. coli-Kolonien nach Transformanten
wurde mit Hilfe des Kolonie-Blots durchgefuhrt. Dazu wurden mit Membranen aus
Nitrozellulose Abdricke von Kolonien gemacht, die Uber Nacht auf LB-Agar-Platten
herangewachsen waren. Auf einer geraden Flache wurden 2 ml einer 0,5 M KOH
Lésung und 2 mal 2ml einer 1 M Tris-HCI (pH 8,0) Lésung aufgetropft. Die
Membranen wurden nacheinander fur je 3 Minuten mit der DNA Seite nach oben auf
jede der 3 Losungen gelegt. AnschlieRend wurden die Membranen in eine Wanne
mit 2 x SSC uberfuhrt. Danach wurden die E. coli-Zellreste mit behandschuhten
Fingern abgerieben und griindlich in 2 x SSC gewaschen. Mit der DNA Seite nach
oben wurden die Membranen auf 3MM Whatman Papier getrocknet. Zur Fixierung
der DNA wurden die Filter fur 2 Stunden bei 60°C gebacken.

Fur die Hybridisierung der Filter mit der denaturierten a—>?P markierten Sonde
(s. 2.2.12), wurden diese zuerst mit 2 x SSC angefeuchtet und dann wie die
Southernblot-Membranen (s.0.) hybridisiert. Als Zusatz wurden hier Prahybridisierung

und Hybridisierung 100 ug/ml Heringssperma DNA beigesetzt.

2.3.13.3 Durchmusterung einer genomischen Bank der Maus

Die genomische Bank der SV129 Maus war in Form von BAC-Klonen auf
Membranen aufgetragen. Diese wurden mit Hybridisierungspuffer in einen Beutel
eingeschweillt und bei 65°C fiir 1 Stunde prahybridisert. Die denaturierte o-**P
markierte Sonde (s. 2.2.12) wurde durch einen Einschnitt im Beutel eingefullt, der
Beutel anschlieRend wieder verschweil3t und die Membranen Uber Nacht bei 65°C
auf der Wippe inkubiert. Nach der Hybridisierung wurden die Membranen in eine
Schale Uberfuhrt, zweimal kurz mit Waschpuffer abgespult und dann zweimal fir 30
Minuten bei 65°C gewaschen. Die Filter wurden anschlieRend wie oben beschrieben

fur die Exponierung des Rontgenfilm vorbereitet.

Hybridiserungspuffer: Waschpuffer:
M NaPOj4 (pH7,2) 40 mM NaPO; (pH7,2)
7 % SDS0,5 0,1 % SDS

1 mM EDTA
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2.3.14 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen wurde das gewunschte
Fragment unter UV Licht mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und
in ein Reaktionsgefaly uberfuhrt. Das Gelstick wurde gewogen und nach
Herstellerprotokoll (Machery und Nagel) mit der entsprechenden Menge Gel-
Lysepuffer versetzt. Nach einer Inkubation bei 50°C fir 5 bis 10 Minuten war das
Gelstuck gelost und wurde auf eine Saule geladen. Die DNA wurde nach Protokoll

gereinigt und mit 25 yl Elutionspuffer von der Saule eluiert.

2.3.15 Auftrennung von DNA Fragmenten im Saccharosegradienten

Es wurden ca. 60 yg DNA in einem Volumen von 400 pl unter den vom Hersteller
angegebenen Bedingungen mit Restriktionsenzymen geschnitten. Die DNA wurde
mit Phenol-Chloroform Extraktion (s. 2.2.9) gereinigt und mit Ethanolfallung (s. 2.2.8)
prazipitiert. Das Pellet wurde in 200 pyl TE-Puffer resuspendiert. 12,5 ml 2 x
Saccharosepuffer und 3,75 g Saccharose wurden mit Wasser auf 25 ml aufgefulit.
11 ml der 15 %igen (w/v) Saccharoseldsung wurden in einem Ultrazentrifugen
Roéhrchen fur 3 Stunden bei —80°C eingefroren und bei Raumtemperatur langsam
wieder aufgetaut. Die resuspendierte DNA wurde mit einer 1 ml Eppendorfpipette
Uber die Saccharoselosung geschichtet. Bei 15°C wurde bei 100.000 x g fur 22
Stunden in einem Ausschwenkrotor zentrifugiert (SW 41). Das Réhrchen wurde im
Anschlufd von unten angestochen und der Gradient in 12 Fraktionen von je 1 ml
aufgeteilt. Die Proben wurden bei Raumtemperatur fir 15 Minuten mit 1 ml
Isopropanol und 100 yl 8 M NaOAc inkubiert und durch Zentrifugation bei 16.000 x g,
4°C und 15 Minuten pelletiert. Nach Waschung mit 70 %igem Ethanol wurde die

Pellets in 50 pl Wasser resupendiert.

2 X Saccharosepuffer:

100 mM Tris-HCI (pH 7,4)
100 mM NaCl
10 mM EDTA
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2.3.16 In vitro Rekombination von DNA
2.3.16.1 Restriktion von DNA

Fir die Restriktionsreaktionen wurden die vom Hersteller angegebenen Bedingungen
von Puffern und Temperatur befolgt. Je nach Reinheitsgrad der DNA wurden
zwischen 2 und 15U je ug DNA eingesetzt. Die Reaktionsansatze wurden in der
Regel fir 1 bis 3 Stunden, und manchmal Uber Nacht unter den vorgegebenen
Bedingungen inkubiert. Die Vollstandigkeit der Restriktionen wurde mit

Gelelektrophorese uberpruft und die DNA durch Extraktion aus dem Gel gereinigt.

2.3.16.2 Dephosphorylierung von 5’ -Phosphatgruppen

Nach der Linearisierung eines Plasmids wurden dessen 5’-Phosphatgruppen
entfernt, um einen erneuten Ringschlul3 des Plasmids ohne den Einbau des
gewlnschten DNA Fragments zu verhindern. Dazu wurden 50 ul einer
Restriktionsreaktion mit 40 pl Wasser, 10 yl 10 x CIP Puffer und 1 U alkalischer
Phosphatase versetzt und fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Durch eine Inkubation bei
65°C wurde die alkalische Phosphatase inaktiviert. Anschlieend wurde der gesamte
Reaktionsansatz durch Gelextraktion von Salzen, Enzymen und ungeschnittenen

Vektormolekulen gereinigt.

2.3.16.3 Erzeugen stumpfer Enden

Fur Ligationsreaktionen, die glatter DNA Enden bedurften, wurden mit dem Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase | uberhangende 5'und 3°Enden, die durch
Restriktionsreaktionen gebildet worden waren, in glatte Enden uberfuhrt. Dazu
wurden 50 ul Restriktionsansatz mit 4 mM dNTP und 1 U Klenow-Enzym versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde dreiRig Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlielend

wurden die DNA Fragmente durch Gelextraktion gereinigt.

2.3.16.4 Entfernen einer Restriktionsschnittstelle aus einem Vektor

Fir die Entfernung einer Restriktionsschnittstelle mit Uberhdngenden Enden wurde

der Vektor mit dem Enzym der entsprechenden Schnittstelle linearisiert.
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AnschlieBend wurden die Uberhiange mit dem Klenow-Fragment der DNA
Polymerase | entfernt (s. 2.2.16.3). Durch Gelextraktion wurde der Vekor gereinigt
und anschliel3end religiert (s. 2.2.16.6).

2.3.16.5 Addition von Adenosin an die 3’Enden

PCR Produkte, die von der Pfu DNA-Polymerase synthetisiert wurden, wurden vor
der Ligation in einen T-Vektor mit einem Adenosinrest am 3°-Ende versehen. 3 U
Taqg-Polymerase und 1 ul dNTP (10 mM) wurden dem PCR Produkt beigemischt. In
der PCR-Maschine wurde der Reaktionsansatz dann fir 2 Minuten auf 92°C erwarmt
und anschlieRend 10 Minuten bei 72°C inkubiert. Die DNA wurde dann nach dem
Protokoll von Machery und Nagel fur Aufreinigung von PCR Produkten gereinigt.

2.3.16.6 Ligation mit T4-DNA-Ligase

Vor dem Start der Ligationsreaktionen wurden PCR Produkte und Fragmente der
Restriktionsreaktionen mit dem PCR-Aufreinigungsprotokoll (s. Machery und Nagel
Protokoll) bzw. durch Gelextraktion gereinigt.

Gereinigte Tag-DNA-Polymerase Produkte wurden mit dem pGEM-T Easy Kit ligiert.
Dazu wurden

5 ul 2 x ,Rapid Ligation“ Puffer

1 ul pGEM-T Easy Vektor (50 ng/ul)

1 ul T4 DNA-Ligase (3 U/ul)

3 ul Tag-DNA-Polymerase Produkte (30-100 ng/ul)

vermischt und Uber Nacht bei 15°C inkubiert.

FUr Ligationsreaktionen von gereinigten Restriktionsfragmenten wurde ein Verhaltnis
von 1:3 bis 1:5 von Vektor und DNA Fragment gewahlt. Alle Vektoren wurden vor der
Ligation dephosphoryliert (s. 2.2.16.2) und anschlieBend Uber Gelextraktion
gereinigt. Die Reaktion wurde mit 1 U T4 DNA-Ligase in einem Volumen von 10 pl
und bei ca. 15°C uber Nacht durchgefuhrt.
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2.3.16.7 Klonierung mit dem Topoisomerase-System

Produkte der Pfu-DNA-Polymerase verfliigen nicht Gber Adenosin Uberhange an den
Enden. PCR Produkte dieses Enzyms wurden nach Addition von Adenosin (s.
2.2.16.5) in einen T-Vektor ligiert oder mit Hilfe des Zero Blunt PCR Klonierungs-Kits
kloniert. Dazu wurden

4 ul Pfu-Polymerase Produkt

1 yl Salzlésung (im Kit enthalten)

1 ul Topo® Vektor (Vektor mit Topoisomerase gekoppelt)

vermischt und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 2 yl der Reaktion
wurden mit One Shot® chemisch kompetenten Zellen vermischt und fiir 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Die aquilibrierte Suspension wurde fur 30 Sekunden auf 42°C
erwarmt und dann sofort auf Eis abgekuahlt. Mit 250 ul SOC Medium versetzt, wurde
das Reaktionsgefal® horizontal auf einem Schuttel-Inkubator bei 200 upm und 37°C
fir eine Stunde inkubiert. 50 ul der Suspension wurden dann auf einer LB-Agar

Platte mit 50 ug/ml Kanamycin ausgestrichen.

2.3.17 Transformation von E. coli-Zellen
2.3.17.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen fir die Elektroporation

100 ml LB-Medium wurden mit 1 ml Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C
inkubiert. Nachdem die Zellen eine ODs5 von 0,4 bis 0,5 erreicht hatten wurden sie
auf 2 x 50 ml Reaktionsgefalde verteilt und auf Eis fur 30 Minuten abgekuhlt.
AnschlieRend wurde fur 5 Minuten bei 4°C und 4000 x g zentrifugiert. Das Pellet
wurde vorsichtig in 15 ml eiskaltem TFBI Puffer resuspendiertund 15-30 Minuten auf
Eis inkubiert. Danach wurde die Suspension nochmals 5 Minuten bei 4°C und
4000 x g zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in 2 ml eiskalter TFBIl Losung
aufgenommen, 15-30 Minuten auf Eis inkubiert und zu je 200 ul in Reaktionsgefalie
pipettiert. Diese wurden mit flissigem Stickstoff schockgefrohren und danach bei —
80°C gelagert.



2. Material und Methoden 36

2.3.17.2 Transformation von E. coli-Zellen

Fur die Transformation wurden 200 ul kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut, mit
einem vollstandigen Ligationsansatz oder ca. 0,5 yg Plasmid-DNA vermischt und fur
ungefahr 5 Minuten auf Eis aquilibriert. Danach wurden die Zellen in einem Heizblock
fur 1 Minute auf 42°C erwarmt und anschlieRend in Eis abgekuhlt. Nach 5 bis 10
Minuten Inkubation im Eis wurde dem Reaktionsgefal® 1 ml SOC beigemischt und
dieses horizontal in einem Schuttel-Inkubator befestigt und bei 30°C und 250 upm fur
1,5 Stunden inkubiert. Fur die Transformation einer Ligationsreaktion wurde
anschliefend das gesamte Volumen auf einer LB-Agar-Platte mit Selektionsmedium
ausgestrichen. Dazu wurde die E. coli-Suspension bei 300x g fur 1 Minute
zentrifugiert, der GroRteil des Uberstands verworfen und das Pellet in dem
verbleibenden Uberstand resuspendiert und ausgestrichen. Bei Transformationen
eines Plasmids wurden nur etwa 50 yl der Suspension ohne vorhergehende

Konzentrierung ausgestrichen.

2.3.17.3 E. coli-Dauerkulturen

Wichtige Transformanten werden als Dauerkultur konserviert. Dazu wurden diese als
Ubernachtkultur in LB-Selektions-Medium angezogen und mit 15 % Glycerin bei -
80°C aufbewahrt.

2.3.18 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde hier mit genomischer DNA und mit
Plasmid DNA als Template durchgefuhrt. Fir genomische DNA wurden Primer mit
ca. 30 Basen und mindestens 60°C Schmelztemperatur ausgewahlt. Fur Plasmid
DNA wurden Primer mit ca. 25 Basen ausgewahlt. Generell betrug der GC-Gehalt
zwischen 40 % und 60 %. Dieser Wert sowie die Schmelztemperatur wurden mit dem
Programm Oligonucleotide Properties Calculator ermittelt. Es steht auf der

Internetseite: http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html

zur Verfigung. Fur die PCR-Reaktion wurde ein Gemisch aller 4 dNTPs verwendet,
wobei jede Einzelkomponente dATP,dCTP,dGTP und dTTP in einer Konzentration

von 10 mM vorlag.
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Der PCR-Standard-Reaktionsansatz wurde wie folgt angesetzt:

1-10 ng DNA

1,5 ul F-Starter-Oligonucleotide (10 uM)

1,5 ul R-Starter-Oligonucleotide (10 uM)

1 ul dNTP mix (10 mM)

5 ul 10x Polymerase Puffer

1,5 ul DNA-Polymerase (4,5 U Taq, 3,7 U PfuTurbo)
mit Wasser auf 50 pl auffillen

Die initiale Denaturierung wurde bei 92 bis 94°C fur 2 Minuten durchgefuhrt.

Die darauf folgenden Schritte waren:

92°C 30s Denaturierung

50-68°C 30s Primer-Hybridisierung 20-35 Zyklen
68-72°C 1-10 min DNA Syntheseschritt

68°C-72°C 10 min Abschlufd der laufenden Syntheseschritte

Die Reaktionsparameter (Temperaturen, Zeiten) wurden den jeweiligen Bedingungen
angepasst. Die Hybridisierungstemperatur wurde zunachst auf mindestens 1-2°C
unter der geschatzten Schmelztemperatur der Primer angesetzt, wobei ein Wert von
etwa 60°C nicht Uberschritten wurde. Kam es dabei zur Bildung unspezifischer

Amplifikationsprodukte, wurde die Hybridisierungstemperatur schrittweise erhoht.

10 x Taqg-PCR-Puffer: 10 x Pfu-PCR-Puffer:

100 mM Tris/HCI (pH 8,3) 200 mM Tris-HCI (pH 8,8)
500 mM KCI 100 mM KCI

15 mM MgCl, 20 mM MgSOq4

0,1 % (w/v) Gelatine 100 mM (NH4)2S0O4

1 % Triton-X-100
1 mg/ml Nuclease-freies BSA

2.4. Proteinchemische und immunologische Methoden
2.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

Fir die diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese wurden 12 %ige Trenngele
in einer GrolRe von 7,5cm x 10 cm x 0,8 mm mit 5 %igem Sammelgel (Tabelle1)
verwendet. Zu den aufzutrennenden Proteinlosungen wurden je nach Bedarf
unterschiedliche Mengen 5 x SDS-Probenpuffer gegeben und die Mischung 5 bis 10
Minuten auf 96°C erwarmt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in SDS-Laufpuffer

bei einer Spannung zwischen 100 und 160 V. Als Standard diente ein Gemisch von
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Proteinen definierter Molekilmassen. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine
entweder mit Coomassie-Blau gefarbt oder elektrophoretisch auf Nitrocellulose

Ubertragen.

Tab.1 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Trenngel Sammelgel
12% 5%
Acrylamid 30:0,8? [ml]: 23,6 34
H2O [ml]: 19,6 14,3
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 [ml]: 16
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 [ml]: 2
10% SDS [ul]: 590 200
TEMED [pl]: 23 8
10 % APS [ul]: 165 80

Mengenangaben fur 12 Minigele; 2) Acrylamid : Bisacrylamid

5 x SDS-Probenpuffer: 10 x SDS-Laufpuffer:
2,5 ml 1M Tris/HCI, pH 6,4 0,25 M Tris

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

2,0 ml Glyzerin 1% SDS

1,0 ml 14,3M B-Mercaptoethanol
200 ul 10 % Bromphenolblau-LAésung

Molekulmassenstandards:

LMW-Marker (Pharmacia) [Da]: 94.000; 67.000; 43.000; 30.000; 20.100; 14.400

2.4.2 Westernblot-Analyse

Proteine wurden mit Hilfe des Semi-Dry-Transfer-Verfahrens auf Membranen
Ubertragen. Dazu wurden 3MM Whatmanpapiere mit Transfer-Puffer getrankt. Die
Nitrozellulosemembran wurde zuerst mit Wasser befeuchtet und dann mit Transfer-
Puffer getrankt. Drei Lagen 3MM Whatmannpapier wurden auf die Anode
gelagert.Darlber wurde zuerst die Membran, dann das SDS- Polyacrylamidgel und
zu oberst drei Lagen 3 MM Whatmann Papier gelagert. Der Transfer erfolgte Uber
45 min bei 10 V.
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Western-Transfer-Puffer:

25 mM Tris/HCI (pH 8,5)
190 mM Glycin

20 % Methanol oder Ethanol
0,01 % SDS

2.4.3 Immunmarkierung und Detektion von Proteinen auf Membranen

Westernblot-Membranen wurden nach dem Protein-Transfer fur mindestens 1,5
Stunden oder Uber Nacht bei 4°C mit 3 % BSA in Blot-Saline abgesattigt. Die
Antikérper wurden in Blot-Saline mit 3 % BSA verdinnt oder als Hybridoma
Uberstande unverdinnt eingesetzt. Die Bindung des Antikrpers verlief fur
mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur, oder bei 4°C Uber Nacht. Die Membran
wurde anschliellend sechsmal fur 5 Minuten mit TBS + 0,3 % NP40 gewaschen. Als
sekundarer Antikérper wurde ein Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter Ziege-anti-
Maus IgG-Antikérper verwendet. Dieser wurde 1:10.000 in TBS verdinnt und fir 45
bis 60 Minuten mit der Membran inkubiert. Zur Entfernung unspezifischer Bindungen,
wurde sechsmal mal fur 5 Minuten mit TBS gewaschen. Die Immunmarkierung wurde
mit Hilfe von Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Dabei oxidiert die am sekundaren
Antikorper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase Luminol, was zu einer Lichtreaktion
bei 430 nm fuhrt. Dies verursacht die Schwarzung eines Rontgenfilms. Die Membran
wurde 1,5 bis 2 Minuten in der Luminollésung inkubiert und ein Roéntgenfilm fur 20

Sekunden bis 30 Minuten exponiert.

Luminol:1 ml 1 M Tris/HCI, pH 8,0
100 pl (250 mM in DMSO) 3-Aminonaphthylhydrazid
40 pl (80 mM in DMSO) p-Cumarsaure
9 ml Wasser
3,1 pI 30 %ige H,0O,-Losung

2.4.4 Proteinfarbung

2.4.4.1 Coomassie-Blau-Farbung

Minigele (7,5cm x 10cm x 0,8 mm) wurden mindestens 30 Minuten in Farbel6sung
geschuttelt, anschlieBend kurz mit Wasser abgespult. Nicht gebundener Farbstoff
wurde anschlieend durch Schitteln in einer Entfarberldsung aus dem Gel

herausgewaschen.
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Farbeldsung: Entfarber:
0,1 % Coomassie-Brilliant-Blau R 250 10 % Ethanol
50 % Methanol 7 % Essigsaure

10 % Essigsaure

2.4.4.2 Ponceau-Farbung von Proteinen auf Membranen

Die Nitrocellulose-Membranen wurden nach beendetem Protein-Transfer einige
Minuten in der Farbelésung inkubiert und anschlieBend unter flieRendem Wasser
gespult bis die Proteinbanden sichtbar wurden. Die Entfarbung erfolgte durch

Waschen mit Wasser.

Farbel6sung:
2 g Ponceau S-Farbstoff geldst in

100 ml 3 %iger Trichloressigsaure

2.4.5 Expression von rekombinantem CAP1 in E. coli

Mit pT7-7-CAP1 transformierte E. coli BL21-DE3 Zellen wurden in 3L LB-Medium,
das 50 ug/ml Ampizillin enthielt, angeimpft und bei 37°C bis zu einer Dichte von

OD,,,=0,6 kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt (To) wurde 1 ml Kultur entnommen. Mit

0,5mM IPTG wurde die Expression von CAPI induziert und Uber Nacht bei
Raumtemperatur weitergefihrt. Vor Beendigung der Expression (T1) wurde wieder
1 ml Probe entnommen. Die Proben von Ty und T4 wurden im SDS-Polyacrylamidgel
verglichen. Die E. coli Ubernachtkultur wurde bei ca. 8600 x g fir 20 Minuten
sedimentiert, eingefroren und anschlief3end in 50 ml TE-Lysepuffer resuspendiert. Mit
einem Potter wurde die Suspension homogenisiert und nach 20-minutiger Inkubation
auf Eis mit Ultraschall sonifiziert. AnschlieRend wurde bei 16.000 x g sedimentiert.
Das Pellet wurde in 50 ml 4 M Harnstoffpuffer resuspendiert, erneut mit dem Potter
homogenisiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Homogenisat
wurde danach bei 16.000 x g pelletiert. Diese Schritte wurden mit 5 M, 6 M, 7 M und
8 M Harnstoffpuffer wiederholt. Alle Uberstande wurden gesammelt und die
Pelletbestandteile der Extraktion mit 8 M Harnstoff in TE-Lysepuffer ohne Lysozym

resuspendiert.
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TE-Lysepuffer: Harnstoffpuffer (pH 6,5):
1 mMDTT 20 mM MOPS

1 mM PMSF 5 mMDTT

1 mM Benzamidin 4-8 M Harnstoff

10 pg/ml Lysozym
in 1 M TE Puffer, pH 8

2.4.6 Gelextraktion von CAP1

Das maximal mdgliche Volumen der TE-Pellet-Suspension (s. 2.3.6) wurde auf ein
grolRes Laemmli-Gel (14 x 16 x 0,02 cm) geladen. Nach der Elektrophorese wurden
die Proteine mit 0,3 M CuCl, Lésung gefarbt und die CAP1 Bande mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Der zerkleinerte Gelstreifen wurde in den Elektro-Eluter 422 gefillt
und CAP1 bei 8-10 mA in 3 bis 5 Stunden aus den Gelstiucken extrahiert. Die

Elektroelution wurde in SDS-PAGE Laufpuffer vorgenommen.

2.4.7 Herstellung polyklonaler Antikorper

Die Firma Pineda immunisierte 2 Kaninchen mit je 300 ug gelextrahiertem CAP1.
Alle 30 Tage wurden Serumproben der Tiere getestet. Nach 175 Tagen war der Titer

ausreichend hoch und das gesamte Serum der Tiere wurde entnommen.

2.4.8 Affinitatsreinigung polyklonaler Antikorper aus Serum

12 %ige SDS-Polyacrylamidminigele (7,5 cm x 10 cm x 0,8 mm) wurden mit dem
maximal mdglichen Volumen an CAP1 Proteinlésung der TE-Pellet-Suspension (s.
2.3.6) beladen. Nach Gelelektrophorese wurde das Protein mit dem Semi-Dry-
Transfer-Verfahren (s. 2.3.2) auf Nitrozellulose-Membranen Ubertragen und mit
Ponceauldsung (s. 2.3.5.2) angefarbt. Die CAP1 Bande wurde mit einer Schere
ausgeschnitten. 6 auf diese Weise gewonnene Streifen wurden in einem 15 mi
Reaktionsgefal mit Puffer 1 fur zwei Stunden bei 4°C in einem Rollrad inkubiert. Das
anti-CAP1-Serum wurde in TBS 1:4 verduinnt. In 8 ml dieser Losung wurden die
Streifen fur zwei Stunden bei 4°C auf dem Rollrad inkubiert. Anschliel3end wurden
die Streifen viermal fur 5 Minuten mit TBS gewaschen. Mit 1 ml Puffer 2 wurden die

gebundenen Antikérper 1,5 Minuten lang bei 4°C unter Schitteln von den Streifen
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geldst. Die Losung wurde dann in ein Reaktionsgefaly Uberfihrt und mit 100 ul 1 M
Tris-HCI, pH 7, neutralisiert. Die Elution wurde einmal wiederholt. Die beiden
eluierten Antikorper-Fraktionen wurden zur Stabilisierung der Antikorper mit 0,5 M
BSA vermischt und bei —20°C gelagert. Die Streifen wurden fur eine weitere

Affinitatsreinigung verwendet und anschlie®end verworfen.

Puffer 1: 1 % BSA in TBS

Puffer 2: 0,1 M Glycin
0,5 M NaCl
0,05% Tween
pH 2,6

2.4.9 Fixieren und Permeabilisieren von Saugerzellen und indirekte

Immunfluoreszenz

Auf Deckglaschen ausgesate Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und
anschlieBend 15 bis 20 Minuten mit 3 % Paraformaldehyd fixiert. Nach Absaugen
des Paraformaldehyds wurden die Zellen fur 5 Minuten mit 0,5 % Triton
permeabilisiert und anschliellend dreimal 5 Minuten mit PBS gewaschen. Zur
Vermeidung unspezifischer Bindung des Antikorpers wurden die Zellen 1,5 bis 3
Stunden mit 10 % FBS in PBG inkubiert. Der erste Antikdrper wurde in PBG mit 1 %
FBS verdunnt und auf die Zellen pipettiert. Bei Mehrfachfarbungen wurde hier ein
weiterer primarer Antikdrper eingesetzt. Unspezifische Bindungen des Antikdrpers
wurden nach ca. einer Stunde durch Waschen mit PBS (funfmal je 5 Minuten)
entfernt. Der sekundare fluoreszenzmarkierte Antikdrper wurde ebenfalls in PBG mit
1% FBS verdunnt. Bei Mehrfachfarbungen wurde diesem Schritt ein weiterer
sekundarer Antikorper, DAPI (1:20.000) und/oder ein Phalloidinkonjugat mit FITC
oder TRITC (1:2000) hinzugefugt. Nach einer Stunde Inkubation wurden auch hier
unspezifische Bindungen durch Waschen mit PBS (finfmal je 5 Minuten) entfernt.

Anschliellend wurden die Zellen in Gelvatol eingebettet.

3 % Paraformaldehyd : Gelvatol:

3 % Paraformaldehyd in Wasser, 20 g Gelvatol 20-30

zum Lésen wurde tropfenweise in PBS 16 h rthren

NaOH zugegeben 40 ml Glycerin zugeben, 16 h rihren

15 min bei 12.000x g zentrifugieren
25 ng/ ml DABCO zum Uberstand geben
Lagerung aliquotiert bei —20 °C
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TRITC / FITC-Konjugat von Phalloidin 0,1 mg/ ml in Methanol
DAPI 10 mg/ ml in PBS

2.4.10 Indirekte Immunfluoreszenz von Gewebeschnitten
2.4.10.1 Paraffinschnitte

Nach der Fixierung in Paraformaldehyd wurden die Organe im Einbettautomat
Citadel 1000 (Shandon) behandelt. Zur Entwasserung durchliefen die Proben zuerst
Alkoholbader (3 Stunden 70 % EtOH; 1 Stunde 80 % EtOH; 1 Stunde 90 % EtOH; 1
Stunde 96 % EtOH; 2 Stunden abs. Alkohol; 2 Stunden abs. Alkohol) gefolgt von drei
Xylolbadern fur jeweils 1,5 Stunden. Zum Abschluf3 wurden die Gewebestucke noch
zweimal im Paraplast Plus-Bad bei 60°C fur 2 bzw. 3 Stunden gelagert um fir eine
gute Infiltration des Paraffins in das Gewebe zu sorgen. Fur die Mauseembryonen
wurden die Inkubationszeiten der GroRe des Praparates entsprechend angepaldt. Es
folgte die Einbettung der Organe mit Paraffin in Formschalchen mit Hilfe des Paraffin
Einbettsystems TB S88. Die Blocke wurden bei 4° C gelagert und bei Bedarf mit
einem Rotationsmikrotom (Leica) auf eine Dicke von ca. 6 ym geschnitten und bei
37°C vor der weiteren Verarbeitung getrocknet. Nicht bendtigte Schnitte wurden

danach bei 4°C gelagert werden

2.4.10.2 Vorbereiten von Paraffinschnitten fiir die indirekte Immunfluoreszenz

Die Paraffinschnitte wurden mit Xylol entparaffiniert. Dazu wurden die
Gewebeschnitte dreimal fur 5 Minuten in Xylol inkubiert. Anschlieend wurde mit
einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die Praparate wurden jeweils 2 Minuten
in 90 %, 80 %, 70 %, 50 %, 30 % Ethanol inkubiert und anschlieffend mit PBS

gewaschen. Zwei finfminlitige Waschschritte mit PBS schlossen sich daran an.

2.4.10.3 Antikorperdetektion in Geweben und H-E Farbung

Die Antikorperdetektion wurde wie bei fixierten Zellen durchgefihrt.(s. 2.4.9).
Fur die H-E Farbung erfolgte nach der Entparaffinierung der Schnitte zuerst die

Inkubation in Hamalaun (nach Mayers) fur 4 bis 10 Minuten. Danach schloss sich das
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Blauen unter flieRendem Leitungswasser fur 10 min an. Nach kurzem Eintauchen in
Aqua dest. wurden die Schnitte dann in Erythrosin (0,5%ig) fur 2-5 min gefarbt. Zum
Abschluf} folgten Bader in aufsteigender Alkoholreihe (70, 96 % EtOH, Isopropanol)

und in Xylol fr ca. 2 min bevor die Schnitte in Permount (Eukitt) eingebettet wurden.

Hamalaun nach Mayers Erythrosin

1g Hamatoxylin 1% ige Stockldsung ansetzen

0,2 g Natriumjiodat aus Erythrosin

50 g Kaliumalaun auf 0,5% ige Losung mit Aqua dest.
50 g Chloralhydrat verdinnen

1g krist. Zitronensaure
ad 1| Aqua dest.

2.4.11 Fluoreszenzmikroskopie

Fur die konfokale Lasermikroskopie immungefarbter Zellen wurde das CLSM-SP-
Mikroskop der Fa. Leica benutzt, das optische Schnitte durch die Praparate erlaubt.
Das Gerat ist mit einem Kryptonlaser, einem Argonlaser und einem 2-Photonenlaser
ausgestattet und ermdglicht elektronische Anregung bei unterschiedlichen
Wellenlangen. Der Emissionsbereich des zu empfangenden Signals kann durch die
Software eingegrenzt werden, sodass Kreuzanregungen durch die beiden Laser
verhindert werden. Die Daten wurden mit dem Bildverarbeitungssystem der Fa. Leica
bzw Adobe Photoshop weiterverarbeitet. Fur die fluorimetrische Untersuchung von
Immundetektionen in Gewebeschnitten wurde das Fluoreszenzmikroskop DMR der

Firma Leica verwendet. Fur die Bildverarbeitung wurde Adobe Photoshop eingesetzt.

2.4.12 Immunprazipitationen aus eGFP-CAP1 exprimierenden HEK Zelllysaten
mit anti-GFP Antikorper

eGFP-CAP1 exprimierende HEK 293 Zellen von drei konfluent bewachsenen
Kulturschalen wurden mit PBS gewaschen und unter PBS mit 1 mM DTT
abgeschabt. Nach Zentrifugation bei 200 x g wurden die Zellen in 1 ml Zellysepuffer
resuspendiert und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde bei
10.000 x g fur 30 Minuten zentrifugiert und der Uberstand mit 1 ml anti-GFP
Antikérperldsung (Hybridoma Uberstand von K3-182-2) versetzt. Die Lésung wurde
bei 4°C auf einem Rollrad flir 4 Stunden durchmischt, anschlielend mit 100 ul

Protein A-Sepharose-Suspension versetzt und wieder bei 4°C fur 2 Stunden auf
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einem Rollrad durchmischt. Danach wurde die Protein A-Sepharose bei 300 x g
pelletiert, viermal mit Waschpuffer und einmal mit PBS gewaschen. Das Protein A-
Sepharose Pellet wurde in 100 yl 1 x SDS Probenpuffer aufgenommen und 10
Minuten auf 100°C erhitzt. Um die Protein A-Sepharose zu prazipitieren wurde 1
Minuten bei niedriger Drehzahl (300 x g) zentrifugiert. 20 ul des Uberstands wurden

auf einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert.

Zellysepuffer: 0,1% Triton X-100 Waschpuffer: 0,1% Triton X-100
150 mM Tris-HCI, pH 7,4 150 mM Tris-HCI pH 7,4
150 mM NacCl 150 mM NacCl
10 mM NasP207 0,02 % NaNj3;
2 mM Na3VO4
100 mM NaF
+ Proteaseinhibitor Tablette (Boehringer)
+ 1 mM PMSF

2.4.13 Subzelluldre Fraktionierung

200 ml dicht gewachsener Jurkat Zellen und 2 Schalen (140 mm) konfluent
gewachsener A431 Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit PBS + 1 mM DTT
von den Platten geldst bzw. resuspendiert. Die Suspensionen wurden bei 200 x g
zentrifugiert und in 1 ml Zellysepuffer aufgenommen. Mit einem Potter wurden die
Zellen homogenisiert. Zentrifugation bei 500 x g trennte die Zellkerne und
verbliebene intakte Zellen vom Homogenat. Mit einer 1 ml Spritze mit einer 21er
Kanule wurden Schichten aus Saccharosepuffer Ubereinander geladen. Begonnen
wurde mit 1 ml 80 %igem Saccharosepuffer, gefolgt von 1 ml 60 %igem
Saccharosepuffer. In den folgenden Schichten verringerte sich der Saccharosegehalt
immer um 5 %. Die letzte Schicht wurde von 1 ml 15 %igem Saccharosepuffer
gebildet. Auf diese wurde 1 ml des Zellhomogenats geladen. Der Gradient wurde in
einem Ausschwenk-Rotor (SW41) fir 18 Stunden bei 4°C und 100.000 x g
zentrifugiert. Mit einer 1 ml Eppendorfpipette wurden aus dem Gradienten 500 ul
Proben von oben beginnend genommen. Jede Probe wurde mit 100 pyl 5 x SDS
Probenpuffer vermischt und bei 100°C fir 5 Minuten inkubiert. 20 yl jeder Probe

wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert.
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Zellysepuffer: 10 mM Hepes, pH7,4
+ Proteaseinhibitor Tablette (Boehringer)

Saccharosepuffer: 10 mM Hepes, pH7,4
+ Proteaseinhibitor Tablette (Boehringer)
+ 15-80 % Saccharose

2.4.14 Auftriebs-Saccharose-Dichtegradient

Zwei Kulturschalen (140 mm) konfluent gewachsener A431 Zellen wurden mit PBS
gewaschen und unter PBS+ 1 mM DTT von der Kulturschale abgelost. Die Zellen
wurden bei 200 x g pelletiert und in 1 ml 65 %igem Saccharosepuffer aufgenommen.
Die Suspension wurde mit einem Potter homogenisiert und intakte Zellen sowie
Kerne wurden durch Zentrifugation bei 500 x g sedimentiert. Der Uberstand wurde in
ein Ultrazentrifugenrohrchen geladen. Daruber wurden mit einer 1 ml Spritze mit 21er
Kanule Schichten aus Saccharosepuffer geladen. Die erste Schicht bestand aus 1 ml
50 %igem Saccharosepuffer, die folgenden Schichten aus jeweils 10 % geringer
konzentriertem Saccharosepuffer bis hin zu 10 %igem Saccharosepuffer. Darlber
wurde eine Schicht aus 1 ml 5 %igem Saccharosepuffer gelagert. Um einen Kollaps
des Zentrifugenrohrchens zu vermeiden, wurde dieses mit Basispuffer aufgefilit. In
einem Ausschwenk-Rotor wurde der Gradient fur 18 Stunden bei 4°C und
100.000 x g zentrifugiert. Mit einer 1 ml Eppendorfpipette wurden aus dem
Gradienten von oben beginnend Proben genommen. Zunachst viermal mit einem
Volumen von 1 ml, um den Basispuffer zu entfernen, dann mit einem Volumen von
500 pl. Jede 500 ul Probe wurde mit 100 ul 5 x SDS Probenpuffer vermischt und bei
100°C far 10 Minuten inkubiert. 20 pyl jeder Probe wurden auf einem SDS-
Polyacrylamidgel analysiert.

Basispuffer: 10 mM Hepes, pH 7,4 Saccharosepuffer: 10 mM Hepes, pH7,4

1 mMDTT 1 mMDTT

1 mM Benzamidin 1 mM Benzamidin
5 - 65 % Saccharose

2.4.15 Nachweis von Proteinen aus Geweben und Zellen

Mit einem chirugischen Besteck wurden getdteten Mausen Organe entnommen und
kurz in PBS gewaschen. Das Herz wurde zusatzlich mit einem saugfahigen Papier

ausgepresst. Anschliefend wurden die Organe in 2 ml Reaktionsgefalde uberfuhrt
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und in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert. Die gefrorenen
Organe wurden aus den Reaktionsgefallen in einen vorgekuhlten Mérser tberflhrt,
mit flissigem Stickstoff Ubergossen und mit einem Pistil zu feinem Pulver zerkleinert.
Das Pulver wurde in 2 ml Reaktionsgefalle uberfuhrt und mit 1,5ml 1 x SDS
Probenpuffer vermischt.

Zellen wurden trypsiniert mit PBS gewaschen und mit 1 x SDS Probenpuffer
vermischt. Mit einer Spritze und einer Kanule wurden alle Proben so lange gemischt,
bis die Proben ihre Viskositat verloren hatten. Anschliel3end wurde bei 100 °C far 10
Minuten inkubiert. Bevor die Proben auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen wurden,

wurde flr eine Minute bei 16.000 x g zentrifugiert.

2.5 Zellbiologische Methoden
2.5.1 Zellinien und Medien

HEK 293, A431 Zellen DMEM (high glucose)
10 % FBS
100 U/ ml Penizillin/Streptomyzin

C3H10T1/2 Zellen: DMEM (low glucose)
10 % FBS
100 U/ ml Penizillin/Streptomyzin
2 mM Glutamin

Neuro-2a Zellen:

Wachstumsmedium: DMEM (low glucose)
10 % FBS
100 U/ ml Penizillin/Streptomyzin
2 mM Glutamin
1 x nicht essentielle Aminosauren

Differenzierungsmedium: DMEM (low glucose)
0,2 % FBS
100 U/ ml Penizillin/Streptomyzin
2 mM Glutamin
1 x nicht essentielle Aminosauren

Pam212 Zellen: DMEM (high glucose)
10 % FBS
100 U/ ml Penizillin/Streptomyzin
2 mM Glutamin
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Jurkat Zellen: RPMI-Medium ohne Hepes
10 % FBS
100 U/ ml Penizillin/Streptomyzin
2 mM Glutamin

2.5.2 Kultur von Saugerzellen

Saugerzellen wurden in Zellkulturschalen (60 bis 140 mm) bei Wasser gesattigter
Atmosphare und 5 % CO, bei 37°C mit modifiziertem DMEM-Kulturmedium kultiviert.
Die Zellen wurden alle 2 bis 3 Tage passagiert. Dazu wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und dann mit 0,05 % Trypsin/EDTA abgel6st (ca. 3 bis 10 Minuten bei
37°C). Die abgeloBten Zellen wurden mit modifizietem DMEM verdunnt und

ausplattiert

2.5.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

107 Zellen wurden in Einfriermedium aufgenommen. Das Einfrieren von Zellen in
Kryo-Roéhrchen erfolgte bei -70°C. Aufgetaut wurden die Zellen zlgig bei 37°C im
Wasserbad. AnschlielRend wurden die Zellen sofort in DMEM Medium resuspendiert.
Einfriermedium

DMEM
20 % FCS
10 % DMSO

2.5.4 Transfektion von A431 und Neuro-2a Zellen mit Lipofectamine Plus®

Reagenz

Die Zellen wurden mit Trypsin von der Platte abgeldst, mit modifiziertem DMEM
Medium verdunnt und so in eine 24 Lochplatte ausgesat, dass die Zellen am
folgenden Tag

70 % konfluent waren. 0,4 ug Plasmid DNA (s. 2.2.2) wurden mit 24 yl DMEM
Medium und 4 ul Lipofectamine Plus Reagenz verdinnt. In einem zweiten
Reaktionsgefal® wurden 1 ul Lipofectamine in 25 yl DMEM Medium verdinnt. Beide
Losungen wurden vereint und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur aquilibriert. Die
Zellen wurden mit 200 pl frischem DMEM Medium und der Lipofectamine-DNA
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Lésung fur 3 Stunden unter Kulturbedingungen inkubiert. Im Anschlul® daran wurde

das Medium gegen frisches modifiziertes DMEM-Medium ausgetauscht.

2.5.5 Selektion transfizierter A431 und Neuro-2a Zellen

Die transfizierten Zellen wurden am Tag nach der Transfektion mit 1 mg/ml G418 und
entsprechend modifiertem DMEM Medium selektioniert. Das Medium wurde zu
Beginn alle drei Tage ausgetauscht und taglich, nachdem das Absterben von Zellen

eingesetzt hatte. Die Selektion wurde Uber vier Wochen aufrecht erhalten.

2.5.6 Differenzierung von Neuro-2a Zellen

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit Trypsin von der Kulturschale gel6st und
so in Wachstumsmedium verdunnt, dass die Zellen am folgenden Tag 20 bis 50 %
konfluent waren. Nach Entfernen des Wachstumsmediums und einmaligem Waschen

mit PBS wurden die Zellen ein bis drei Tage in Differenzierungsmedium Kultiviert.

2.5.7 Wundheilungsexperimente

Pam212 Keratinozyten und CH310T1/2 Fibroblasten wurden bis zum Erreichen der
Konfluenz auf DeckglalRchen in 24-Lochplatten kultiviert. Mit einer Kanule wurden
mehrere Schnitte in die Zellschicht gemacht. AnschlieRend wurde sofort mit PBS
gewaschen und die Zellen mit frischem vorgewarmten Medium versorgt. Nach einer
Inkubation von gewlnschter Dauer wurden die Zellen mit PBS gewaschen und die
DeckglaRchen in eine 24-Lochplatte mit 3 %igem Paraformaldehyd Uberfuhrt. Die

Fixierung und Permeabilisierung wurden wie oben beschrieben durchgefuhrt.

2.5.8 Kultur embryonaler Stammzellen

Fur die Praparation genomischer DNA wurden IB-10 Zellen, Subklon von SV129
Zellen, auf gelatinisierten Kulturschalen mit LIF-freiem Medium in wassergesattigter
Atmosphare und 5 % CO, bei 37°C mit modifizietem DMEM-Medium kultiviert. Zellen
die fir die Transfektion vorgesehen waren, wurden auf neomycinresistenten,

mitoseinaktivierten embryonalen Fibroblasten (4 x 10%/ 100mm Kulturschale) und mit



2. Material und Methoden 50

modifiziertem DMEM-Medium Kkultiviert. Die Zellen wurden alle 2 bis 3 Tage
passagiert, bevor es zu Differenzierungsvorgangen in den Kolonien kommen konnte.
Dazu wurden die ES-Zellen 3 x mit PBS gewaschen und dann mit 5 ml/ 100 mm
Schale 0,05 %igem Trypsin abgeldst (ca. 5 Minuten bei 37°C), durch Auf- und
Abpipettieren mit einer Pasteurpipette vereinzelt, gesplittet und schlieBlich in
frischem Medium ausplattiert (ca. 10° Zellen/ 90 mm Kulturschale). Auf diese Weise
wurden drei Passagen durchgefuhrt. Ein Teil der Zellen wurde fur die Transfektion
auf eine 100 mm Kulturschale ausplattiert, der Groldteil der Zellen fir spatere

Transfektionen mit DMSO eingefroren.

2.5.9 Transfektion und Selektion embryonaler Stammzellen

Die Transfektion der embryonalen Stammzellen wurden zwei Tage nach der letzten
Passage durchgeflihrt. Am Tag der Transfektion wurden die ES Zellen mit PBS
gewaschen und das Medium erneuert. Nach einigen Stunden wurde erneut mit PBS
gewaschen und die Zellen mit Trypsin von der Kulturschale gelost. Die Suspension
wurde mit modifiziertem Medium versetzt und die Zellen bei 200 x g pelletiert. Das
Pellet wurde mit modifiziertem Medium gewaschen und die Zellen in 500 pl
modifiziertem Medium resuspendiert. Die Suspension wurde mit 40 bis 50 g
linearisiertem ko-Konstrukt (1 pg/ pl) vermischt und in die Elektroporationskuvette
(Elektrodenabstand: 0,4 cm, Bio-Rad) Uberfuhrt. Nach 5-mindtiger Inkubation auf Eis,
wurde mit 230 V und 500 uF elektroporiert. Anschlieend wurden die Zellen wieder
funf MInuten auf Eis inkubiert und dann auf drei 90 mm Schalen mit MEF Zellen
verteilt. 24 Stunden nach der Elektroporation wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und das modifizierte Medium gegen Selektionsmedium ausgetauscht. Die Selektion
der Zellen wurde drei Tage lang durchgefihrt. Jeden Tag wurden die Zellen
gewaschen und das Selektionsmedium erneuert. An den drei folgenden Tagen
wurden Klone gepickt und in 24 Lochplatten mit modifiziertem Medium auf MEF
Zellen kultiviert. Das Medium wurde taglich erneuert und die Konfluenz der Klone
kontrolliert. Nach dei bis vier Tagen wurden die Zellen trypsiniert, der grofdte Teil mit
DMSO eingefroren und der Rest in gelatinierte 24 Lochplatten ausgesat. Diese
Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert. Danach wurden sie fur die Isolation

genomischer DNA verwendet.
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Kulturmedium fiir ES-Zellen :DMEM knockout
10 % Serum Replacement Medium

1 mM B-Mercaptoethanol

1 % 100 x MEM (non essential aminoacids; Biochrom)
1 mM Na-Pyruvat

2 mM Glutamin

2000 U/ ml LIF

100 U/ ml Penicillin/Streptomycin

51
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3. Ergebnis

3.1. Generierung einer CAP1 defizienten Mauslinie

Ziel dieser Arbeit war es, einen Knockout-Vektor herzustellen, mit dem das CAP1
Gen vollstandig inaktiviert werden kann. Dies sollte durch die Rekombination des
Vektors, bei dem eines der ersten Exons durch eine Neomycin-Resistenz-Kassette
ersetzt worden ist, mit einem im 5’-Bereich des CAP1 Gens gelegenen
chromosomalen Abschnitt erreicht werden. Gelingt diese in vivo Mutation in ES-
Zellen, so kann sie in die Keimbahn eingefuhrt werden und sich dauerhaft
manifestieren. Generell bestehen diese Vektoren aus einem 5°- und einem 3°-Arm,
die zur chromosomalen Zielsequenz homolog sind. Dabei sollte einer der beiden
Arme ca. 5 kb und der andere ca. 2 kb lang sein. Die Selektion der ES-Zell-Klone
wird durch eine Neomycin-Resistenz ermoéglicht. Das verantwortliche Gen wird durch
eine Neomycin-Resistenzgenkassette eingeflhrt.

Fir die Generierung des CAP1 knockout-Konstruktes mussten genomische DNA-
Fragmente isoliert werden, die die 5°- und 3’-Bereiche der genomischen Sequenz
des CAP1 Gens tragen. Dies sollte mit Hilfe einer BAC-DNA-Bank geschehen, die
das gesamte Genom des Stamms SV129 repasentiert. Als Probe stand eine CAP1
cDNA zur Verfugung. Die ersten 600 Basen (BamH|-Pstl Fragment) dieser cDNA, die
fur die Aminosauren 1-192 des Proteins kodieren, wurden als Hybridisierungssonde

verwendet.

3.1.1 Hybridisierung von a—**P markierter CAP1 cDNA an genomische DNA-

Fragmente der Maus

Das Genom einer SV129 Maus liegt kloniert in Form von BAC-Klonen (Bacterial
Artifical Chromosome) vor. Diese genomische Bank wurde am Roswell Park Cancer
Insitut hergestellt (Osoegawa et al., 2000) Die Lange der genomischen Fragmente
liegt zwischen 100 und 500 kb je BAC-Klon. Die DNA der Klone ist im Duplikat auf
Nylonmembranen aufgebracht worden, die zur Verfligung gestellt worden waren. Ein
positives Signal nach Hybridisierung mit einer markierten Sonde erscheint daher als

2 dicht benachbarte Punkte. Anhand des Punktmusters und seiner Position im
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Koordinatensystem der Membran konnte die Seriennummer des entsprechenden
BAC-Klons ermittelt werden.

Die Hybridisierung mit der o—>P markierten BamHI-Pstl Sonde lieferte Signale an
mehreren Stellen des Filters (Abb. 1). Nach Ermittlung der Seriennummern wurden 2

Klone flr die nahere Charakterisierung verwendet.

Abb.1 Hybridisierung des o—>?P markierten BamHI-Pst|

Fragments (Nukleotide 1-600 der cDNA) der CAP1 cDNA
an die genomische DNA-Bibliothek der Maus.

3.1.2. Charakterisierung der BAC-Klone

Um ein Fragment zu isolieren, das 5" Sequenzen des CAP1 Gens enthielt, wurden
die ausgewahlten BAC-Klone mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen verdaut.
BAC-Klon 4 wurde mit Spel, Apal, EcoRV, Hindlll, Xhol, Xbal und Kpnl verdaut,
BAC-KIon 5 mit Apal, Hindlll, Bglll, Kpnl, Spel, Xbal, BamHI| und Xhol.

Jeder Verdau erzeugte ein spezifisches Bandenmuster im Agarosegel (1 %
Agarose).

Um zu ermitteln, welches der Restriktionsfragmente das 5 -CAP1 Teilstick enthielt,
wurde fiir die Hybridisierung die o—*?P markierte 5'-CAP1 Sonde verwendet. Diese
Sonde wurde im Gegensatz zu der unter 3.1.1 verwendeten Sonde mit Hilfe einer
PCR aus den ersten 640 Basen der cDNA amplifiziert und entsprach den

Aminosauren 1-190.
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Die Sonde erkannte in der Regel ein Fragment. Die Grossen der Fragmente lagen
zwischen 10 kb (Kpnl) und 23 kb (Xhol) bei BAC-Klon Nr. 4 und zwischen 1,5 kb
(Bglll) und 20 kb (Xhol) bei BAC-Klon Nr. 5 (Abb. 2 a und b). Die Sonde hybridisierte
nicht mit Banden im Hindlll und Xbal Verdau des Bac- Klon Nr. 4, obwohl die hier
eingesetzte DNA-Menge gleich war mit der der anderen Restriktionsreaktionen.
Maoglicherweise waren die DNA-Fragmente zu gross. Fragmente des Apal (ca.12 kb
BAC-Klon Nr. 4, ca.7 kb BAC-Klon Nr. 5) und Kpnl Restriktionsverdaus (10 kb BAC-
Klon Nr. 4, ca. 20 kb BAC-Klon Nr. 5), die mit der Probe hybridisierten, wurden fur die
Isolierung des 5 gelegenen CAP1 Abschnitts kloniert. Zur Vereinfachung werden

diese Fragmente als "CAP1-positiv" bezeichnet.
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Abb. 2 Southern-Blot Analysen der Restriktionsreaktionen der genomischen DNA aus Bac-Klonen.
a) DNA aus Bac-Klon Nr.4. b) DNA aus Bac-Klon Nr. 5. Die DNA-Fragmente wurden in einem 1 %igen
TAE-Agarosegel aufgetrennt. Die Restriktionsenzyme sind angegeben. Die Hybridisierung wurde mit der
a-?P markierten 5-CAP1 Sonde (Nukleotide 1-640 der cDNA) durchgefiihrt. Die Sonde hybridisierte
nicht mit dem Hindlll und Xbal Verdau von Bac-Klon Nr.4

3.1.3 Isolierung der CAP1-postiven Apal und Kpnl Fragmente der BAC-Klone
Nr.4 und 5

Von beiden Klonen wurde eine grossere Menge DNA fir die Restriktionsreaktionen
mit Apal und Kpnl eingesetzt. Die geschnittene DNA wurde anschlielend auf
kontinuierliche Saccharosegradienten geschichtet und bei 100.000 x g aufgetrennt.
Danach wurde jeder Gradient der Dichte nach in 10 Fraktionen geteilt.

Fir den BAC-Klon Nr. 4 sind alle 10 Fraktionen des Apal und Kpnl Gradienten
dargestellt (Abb. 3 a und b). Die TAE-Agarosegele zeigen deutlich die Trennung der
verschiedenen Fragmente nach ihrer GroRe. Die Hybridisierung mit der a—>2P
markierten 5°-CAP1 Sonde (Abb. 3 ¢ und d) zeigt die Verteilung der CAP1-positiven
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Fragmente in den Gradienten. Die gréfdten Mengen finden sich in den Fraktionen 1
bis 3 des Kpnl und in der Fraktion 1 des Apal Gradienten.

Die gesuchten CAP1-positiven Fragmente des Bac-Klon 5 hatten eine Lage von 7 kb
und 20 kb. Anhand der Abb. 3 a und b wird deutlich, dass Fragmente dieser Grofe in
den hier verwendeten Gradienten in den Fraktionen Nr.1-3 zu finden waren. Daher
wurden fir die Apal und Kpnl Gradienten des Bac-Klon Nr.5 nur diese
Fraktionsnummern analysiert (Abb. 4 a). Die Hybridisierung mit der a—>?P markierten
5°-CAP1 Sonde (Abb. 4 b) zeigte, dass sich die grofiten Mengen der CAP1-positiven
Fragmente in Fraktion 2 des Apal und Fraktion 1 des Kpnl Gradienten befanden.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

12 3 4 5 6 7 8 9 10

a b
23 kb —
12 kb —
12kb —
3kb— 6 kb —
1kb— 3kb—
c 12 3 4 5 6 7 8 9 10 d 12 3 4 5 6 7 & 9 10

12|<b—.-~

10kb —
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Abb. 3 Analyse der Kpnl und Apal Saccharosegradienten von BAC-Klon Nr. 4. ab): TAE-
Agarosegele. (1 % Agarose) im UV Licht (320 nm) nach Anfarbung mit Ethidiumbromid. a) Kpnl
Saccharosegradient, b) Apal Saccharosegradient; Spur 1 entspricht der Fraktion héchster Dichte;
Spur 10 entspricht der Fraktion geringster Dichte. c,d) Southernblot Analysen der TAE-Agarosegele
mit der a—>°P markierten 5-CAP1 Sonde (Nukleotide 1-640 der cDNA), c) Kpnl
Saccharosegradient, d) Apal Saccharosegradient.
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Abb. 4 Analyse des Apal (Spur 1-3)und Kpnl (Spur 4-6) Saccharose Gradienten von Bac-Klon
Nr.5. a) TAE-Agarosegel (1 % Agarose) im UV Licht nach Anfarbung mit Ethidiumbromid. Spur 1
und 4 entsprechen Fraktionen hochster Dichte, Dichte nach rechts abnehmend. b) Hybridisierung

der o*-P markierten 5°-CAP1 Sonde (Nukleotide 1-640 der cDNA) mit dem Southernblot des
Agarosegels.

3.1.4 Klonierung

Fur die Klonierung der entsprechenden Fragmente wurden die Fraktionen, die CAP1-
positive Signale zeigten, in einen entsprechend verdauten pBS-Vektor ligiert. Positive
Kolonien wurden durch einen Kolonie-Blot identifiziert. So konnten ein 13 kb grosses
Apal-Fragment und ein 9 kb grosses Kpnl-Fragment aus BAC-Klon Nr.4 isoliert
werden. Aus Bac-Klon Nr.5 wurden ein 7 kb grosses Apal-Fragment bzw. 14 kb

grosses Kpnl-Fragment isoliert.

3.1.5 Kartierung und Sequenzierung

Nach der erfolgreichen Isolierung der CAP1-positiven Fragmente musste geklart
werden, welcher Abschnitt des CAP1 Gens im jeweiligen Restriktionsfragment
enthalten war und wo er sich befand. Dazu sollte zunachst eine Karte der
rekombinanten Plasmide mit verschiedenen Restriktionsschnittstellen erarbeitet
werden. Durch eine Hybridisierung der Fragmente mit der markierten 5°-CAP1 Sonde
solite dann die Lage des CAP1 Abschnitts auf dem Plasmid ermittelt werden. Mit
nachfolgender DNA-Sequenzierung sollte schlieBlich bestimmt werden, welcher Teil
des CAP1 Gens isoliert worden war.

Die Restriktionsreaktionen und die Hybridisierungen sind in den Abb.5 bis 9
dargestellt.



3. Ergebnis 57

a 1 2 3 4 5 & 7 8 b 1 2 3 4 5 6 7 8
-— -

6kb — - -

com SESEes || || eg '3
. 45 kb—

3kb -..__ &=

2kb — - ' =

1,6 kb | - - g 1 6ko— | @D ..

1kb —

Abb. 5 Restriktionskartierung des Kpnl-Fragments von Bac-Klon Nr.4. a) TAE-Agarosegel (1 %
Agarose) im UV-Licht nach Anfarbung mit Ethidiumbromid. Spur 1-8 Restriktiosreaktionen mit Hindlll
(1), BamHI (2), EcoRI (3), Sacl (4), Sacl-EcoRI (5), Hindlll-BamHI (6), Hindlll-EcoRI (7), EcoRI-BamHI
(8). b) Hybridisierung der a—**P markierten 5-CAP1 Sonde (Nukleotide 1-640 der cDNA).mit dem
Southernblot des Agarosegels.
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Abb. 6 Restriktionskartierung des Kpnl-Fragments von Bac-Klon Nr.4. a) TAE-Agarosegel (1 %
Agarose) im UV-Licht nach Anfarbung mit Ethidiumbromid. Spur 1-8 Restriktionsreaktionen mit BamHI
(1), BamHI-Notl (2), Kpnl-BamH]I (3), Kpnl (4), Kpnl-Notl (5), Notl (6), Sacl (7), Sacl-BamHI (8). b)
Hybrisisierung der oa—*P markierten 5-CAP1 Sonde (Nukleotide 1-640 der cDNA) mit dem
Southernblot des Agarosegels.
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Abb. 7 Restriktionskartierung des Apal-Fragments des BAC-Klons Nr.4. a) TAE-Agarosegel (1 %
Agarose) im UV-Licht nach Anfarbung mit Ethidiumbromid. Spur 1-6, Restriktionsreaktionen mit
BamHlI (1), EcoRI (2), Kpnl (3), Apal-EcoRI (4), Apal-Kpnl (5), Apal-BamH| (6). b) Hybridisierung der
a—P markierten 5°-CAP1 Sonde (Nukleotide 1-500 der cDNA) mit dem Southernblot des
Agarosegels.
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Abb. 8 Restriktionskartierung des Apal-Fragments von Bac-Klon Nr.4. a) TAE-Agarosegel (1 %
Agarose) im UV-Licht nach Anfarbung mit Ethidiumbromid. Spur 1-6 Restriktionsreaktionen mit
Bglll (1), Accl (2), EcoRV (3), Xbal (4), Spel (5), Smal (6). b) Hybridisierung der a—>?P
markierten 5°-CAP1 Sonde (Nukleotide 1-640 der cDNA) mit dem Southernblot des
Agarosegels.

Zur Klarung der Orientierung des CAP1 Genabschnitts wurde fur das Apal Fragment
von BAC-Klon 4 eine weitere Sonde verwendet (Abb. 9 c¢). Sie wurde durch eine
Restriktionsreaktion mit Pstl und Hindlll aus der CAP1 cDNA gewonnen. Dieser
Abschnitt entspricht dem Mittelteil der cDNA (Nukleotide 640-1200 der cDNA) und

liegt 3" von der bisher verwendeten 5-CAP1 Sonde.
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Abb. 9 Restriktionskartierung des Apal-Fragments von BAC-Klon 4. a) TAE-Agarosegel
(1 % Agarose) im UV-Licht nach Anfarbung mit Ethidiumbromid. Spur 1-6
Restriktionsreaktionen mit Apal (1), BamHI-EcoRV (2), Bglll-EcoRV (3), Xbal-EcoRV (4),
EcoRV-Apal (5), BamHI-Xbal (6), Xbal-Apal (7). b) Hybridisierung der a—>P markierten
5°-CAP1 Sonde (Nukleotide 1-640 der cDNA) mit dem Southernblot des Agarosegels. c)
Hybridisierung des o—?P markierten Pstl-Hindlll Fragments (Nukleotide 640-1200 der
cDNA) mit dem Southernblot des Agarosegels.

Die anhand der Restriktionsdaten erstellten Karten der Kpnl- und Apal-Fragmente
sind in Abb.10 und 11 dargestellt. Die Fragmentlangen, die von den hier
eingetragenen Restriktionsenzymen erzeugt wurden, sind in Tab. 2 und 3 abgebildet.
Die Signale der Southern-Hybridisierungen wurden den Abschnitten der Karten

zugeordnet.
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Die 5-CAP1 Sonde hybridisierte mit dem randstandigen Hindlll Fragment des Kpnl
Subklons (s. Abb. 10, rote Markierung). Die gleiche Sonde hybridisierte mit dem
zentralen Xbal Fragment des Apal-Subklons (s. Abb. 11, rote Markierung).

Nachdem auch das markierte Pstl-Hindlll Fragment der CAP1 cDNA mit diesem
Abschnitt hybridisierte, wurde dieser Teil des Apal-Fragmentes sequenziert. Dieser
nur 1,6 kb lange chromosomale Abschnitt entsprach fast der gesamten Sequenz der
cDNA von CAP1. Allerdings konnten in allen Leserastern Stopkodons identifiziert
werden. Dies und die Tatsache, dass der Abschnitt keine Introns enthielt, lie® den
Schlufy zu, dall es sich bei dem isolierten Fragment um ein Pseudogen von CAP1
handelte.

Bevor die Kartierung der klonierten Fragmente des Bac-Klon Nr.5 abgeschlossen
werden konnten, wurde ein chromosomaler Abschnitt aus dem Genom der Maus

veroffentlicht, auf dem das gesamte Gen fur CAP1 enthalten war.

Tab.2 Restriktionsfragmente der Kpnl Kartierung von Bac-Klon Nr.4

Grossen der
Enzym Restriktionsfragmente in kb
Hindlll 4,2 3,8 1,6 1,6
BamHl| 6 6
Kpnl 7 3,5 2
Hindlll- BamH| 3,8 | 2,2 2 1,6 1,6
Kpnl-BamHI| 6 3 3
Tab.3 Restriktionsfragmente der Apal Kartierung von Bac Klon Nr.4
Grossen der
Enzym Restriktionsfragmente in kb
Apal 13 3
BamHI 8 6 2,3
Kpnl 8 6 2
EcoRV 9 7
Xbal 10 4 3
EcoRV-Apal 9 4 3
Xbal-Apal 7 4.5 3 1,6
Xbal-EcoRV 6,5 | 4,5 3,5 1,6
Xbal-BamH| 8 2,5 2,3 1,8 1,8
Apal-BamH| 6 5 3 2,3
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Abb. 10 Restriktionskarte des 9 kb CAPI-  Abb. 11 Restriktionskarte des 13 kb CAPI-positiven Apal-
positivem Kpnl-Fragments aus BAC-Klon  Fragments aus BAC-Klon Nr.4. Rot markierte Xbal
Nr.4. Rot markierte Hindlll und Kpnl Schnittstellen kennzeichnen den Bereich, mit dem die 5°-
Schnittstellen kennzeichnen den Bereich, CAP1 Sonde (Nukleotide 1-640 der cDNA) und die Pstl-
mit dem die 5-CAP1 Sonde (Nukleotide  Hindlll Sonde (Nukleotide 640-1200 der cDNA)

1-640 der cDNA) hybridisiert. hybridisieren. Kpnl* einzige aufgefiihrte Schnittstelle fir
Kpnl, Restriktionsreaktion nicht im TAE-Agarosegel
dargestellt.

3.1.6 Eigenschaften des CAP1 Locus

Die Veroffentlichung eines chromosomalen Genabschnitts (AL606906) ermdoglichte
durch Sequenzvergleiche mit der CAP1 cDNA die Charakterisierung des CAP1
Gens.

Das Gen liegt auf Chromosom 4 und erstreckt sich Uber ca. 28 kb. Ein Vergleich des
genomischen Abschnitts mit der cDNA von CAP1 zeigt, dass das Gen 13 Exons
(Abb. 12) enthalt. Die Grosse der Exons liegt zwischen 80 und 240 Basen, wahrend
die Lange der Introns deutlich starker variiert. Das klrzeste Intron mit einer Lange
von 82 Basen liegt zwischen Exon 5 und 6. Auch die Exons 9 bis 12 sind dicht
benachbart. Die Introns haben hier eine Lange von ca. 130 bis 330 Basen. Daneben
gibt es Introns mit einer Lange von ca. 2000 Basen. Das grof3te Intron erstreckt sich
Uber 13 kb und liegt zwischen Exon 1 und 2. Das Startkodon liegt im zweiten Exon,
wahrend das Stoppkodon im letzten Exon liegt.

Die ersten 1000 Basen, die stromaufwarts vom ersten Exon liegen, wurden mit
Programmen analysiert, die Promotorvorhersagen durchfuhren
(http://123genomics.homestead.com/files/analysis.html). Dabei wurden drei mogliche

TATA-Box-Elemente entdeckt. Vergleiche dieser Region mit der entsprechenden
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Sequenz des Menschen zeigten in drei Abschnitten, von denen einer ein
vorhergesagtes TATA-Box-Element einschloss, eine Homologie von 78 % bis 85 %.
Es konnte sich damit also um einen Promotorabschnitt des CAP1 Gens handeln.

Der Sequenzvergleich wurde danach auf das gesamte CAP1 Gen ausgedehnt.
Dabei wurden Homologien von 81 % bis 91 % fur die Exons ermittelt. Derartig
hochkonservierte Bereiche konnten auch in einigen der Introns identifiziert werden.
Besonders auffallend waren dabei zwei Regionen im ersten Intron. Die erste davon
umfasst ca. 800 Basen mit drei konservierten Abschnitten (120 bis 180 Basen, 77 %
bis 90 % Homologie). Etwa 2000 Basen davon entfernt befindet sich eine ahnliche
Region mit ca. 600 Basen und zwei konservierten Abschnitten (220 und 110 Basen
von 78 % und 80 % Homologie). Aber auch im 3" Bereich des CAP1 Gens wurden
konservierte Sequenzen gefunden. Die ersten 180 Basen Intronsequenz, die auf
Exon 11 folgen, wurden bei dem Sequenzvergleich zusammen mit Exon 11 einem
einzigen Homologieabschnitt (85 % Homologie) zugeordnet. Die konservierten
Bereiche, die hier in den Introns gefunden wurden, kdénnten regulatorische

Funktionen ausuben.

3.1.7 Erstellung eines Vektors zur Inaktivierung des CAP1 Gens mittels PCR

Anhand der unter 3.1.6 vorgestellten Daten wurde eine Strategie zur Inaktivierung
des CAP1 Gens entwickelt. Die Inaktivierung sollte durch eine
Leserasterverschiebung in Exon 3 erzielt werden. Dieses Exon wurde gewahlt, weil
selbst durch alternatives Splei3en innerhalb des Gens das Leseraster nicht wieder
hergestellt werden kann. Wurde das Exon 3 durch SpleiRen aus der mRNA entfernt,
so wiurde das Exon 2 mit einem der folgenden Exons verbunden werden. Das
Leseraster in Exon 2 endet aber mit der ersten Base eines Codons. Um das
Leseraster zu erhalten, musste das nachste Exon mit den 2 letzten Basen eines
Codons beginnen. Das ist erst in Exon 9 der Fall. Exon 4, 5, 6 und 8 beginnen mit
vollstandigen Codons, und Exon 7 beginnt mit der letzten Base eines Codons. Eine
Verschiebung des Leserasters in Exon 3 fuhrt so entweder zur vollstandigen
Inaktivierung von CAP1 oder durch alternatives Spleil3en von Exon2 an Exon 9 zu
einer stark verkurzten Version des Proteins, bei der die gesamte Information von
Exon 3 bis 8 fehlen wirde. Das entspricht ca. 870 Basen und somit der Halfte des

Proteins. Mit dieser Halfte wirden die N-terminale Domane und Teile des
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1. EXON

CTT TTCCAAACGC TCCTAAGCCA GATTCTCTCT CCGGTGGCGG GGAATGAGGG CGGAGTCACG
AGCGGAGCGG CCAAACTTCT TCCTCTCCCC CGGGCTAGCG TTACAGCCAG TGGTTCATTT
CCGGTGGGGG TGCCGCGCCC  AGTGAGGGCC CGGAAGTGGG TCGCGCGAAG ACCGCTGGGC
GGTTCTTGCC GGAAGTGGAG AGCGGCTGAT CGCAGTCCGG AGGTGAGGCG GAACTCTTAAG

2. EXON
CA GGTGGAACAT TATGGCTGAC ATGCAAAATC TTGTAGAAAG ATTGGAGAGG GCAGTGGGCC
GCCTGGAGGC AGTGTCACAT ACTTCAGACA TGCACTGTGG ATATGGAGAC AGCCCTTCAA AAG

3. EXON
GAG CAGTTCCATA TGTGCAAGCA TTTGACTCGC TGCTTGCCAA TCCCGTGGCA GAGTACTTGA
AGATGAGTAA GGAGATCGGG GGAGATGTGC AGAAACAC

4. EXON
GCGGAGA TGGTCCACAC AGGCCTGAAG TTGGAGCGAG CTCTCCTGGC TACAGCTTCT CAGTGCCAGC
AGCCAGCTGG T

5. EXON

AA TAAACTTTCT GATTTGTTGG CACCTATCTC GGAGCAGATC CAAGAAGTTA TAACCTTCCG
GGAGAAGAAC CGAGGCAGCA AGTTTTTTAA TCATCTATCT GCTGTCAGTG AAAGCATCCA
GGCCTTGGGC TGGGTGGCTC TG

6. EXON
GCTGCG AAACCTGGCC CCTTTGTGAA AGAGATGAAT GACGCGGCCA TGTTTTACAC AAATCGTGTC
CTCAAGGAGT ACAGAGATGT

7. EXON
G GATAAGAAGC ATGTGGACTG GGTCAGAGCT TACTTGAGTA TATGGACGGA GCTGCAGGCT
TACATCAAGG AGTTTCATAC TACTGGCCTG GCCTGGAGCA AGACGGTTAG

8. EXON

GGGC CTGTGGCAAA AGAACTGAGT GGATTGCCAT CTGGACCCTC TGTGGGATCA GGCCCACCTC
CTCCCCCACC GGGCCCGCCT CCTCCcCccaA TCTCTACCAG TTCTGGTTCT GACGACTCTG
CATCACGCTC AGCACTGTTT GCACAGATTA ATCAGGGGGA AAGCATCACA CATG

9. EXON

C CCTGAAACAT GTATCTGATG ACATGAAGAC TCACAAGAAC CCTGCCCTGA AAGCTCAGAG
TGGTCCAGTT CGGAGTGGCC CCAAACCATT CTCTGCACCT AAACCCCAAA CTAGCCCCTC
CCCCAAACCA GCCACAAAGA AGGAACCAGC TCTGCTGGAA CTGGAAGGCA AGAAATGGAG AGTG

10. EXON
GA AAACCAGGAG AATGTTTCCA ACCTGGTGAT CGATGACACT GAGCTGAAGC AGGTGGCTTA
CATCTACAAG TGTGTCAACA CAACATTGCA AATCAAGGGC AAAATTAACT CCATTACAGT AG

11. EXON
ATA ACTGTAAGAA GCTTGGCCTG GTGTTTGATG ACGTGGTGGG CATTGTGGAG ATAATCAATA
GTAGGGATGT CAAAGTTCAG

EXON 12

GTG ATGGGAAAAG TGCCAACCAT TTCCATTAAC AAAACAGATG GCTGCCATGC TTACCTGAGC
AAGAACTCCC TGGACTGTGA GATAGTCAGT GCCAAATCTT CTGAGATGAA TGTCCTCATT
CCTACCGAAG GCGGTGATTT T

13. EXON

AAC GAGTTCCCAG TCCCCGAGCA GTTCAAGACC CTGTGGAACG GACAGAAGTT GGTCACCACA
GTGACAGAAA TCGCTGGA. lGCAAATACA TGGGTCCTGT GCCCTCTCCC TTCACACCAT
GGGATACATC TGTATGGAGA CGGTTCTTTT CTAGA

Abb. 12 Auflistung der Exonsequenzen von CAP1. In rot: Stopkodon, gelb: Startkodon und Kodons an
den Exongrenzen.
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Abb. 13 Rekombinationsschema des ko-Vektors mit dem cap1 Locus.

EST

Datenbanken ergab zudem keine Hinweise auf eine SpleiRvariante, die die Exons 3

prolinreichen Abschnitts verloren gehen. Eine Durchmusterung von
bis 8 ausklammert und zu einem Protein fuhrt, das nur den C-terminalen Teil von
CAP1 enthalt. Die Leserastermutation in Exon 3 erschien so als ein effizientes Mittel,
CAP1 vollstandig zu inaktivieren.

Der Vektor, der diese Mutation ermdglichen sollte, ist in Abb. 13 dargestellt. Er
besteht aus einem 5°-Arm mit einer Lange von 5 kb, der das 2. Exon enthalt. Der 3°-
Arm hat eine Lange von 2 kb und enthalt das Exon 4. Beide Arme flankieren die
Durch die

chromosomalen Zielsequenz wird die Doppel-Rekombination ermdglicht, die durch

Neomycin-Resistenz-Kassette. Homologie der Vektorarme zur
die beiden Kreuze angedeutet ist. Diese sollte zum Austausch des Exon 3 gegen die
Neomycin-Resistenz-Kassette fuhren, und nur wenige Basen am 5°- und 3’-Ende
des dritten Exons sollten dabei erhalten bleiben. Zusammen mit der Neomycin-
Resistenz-Kassette wurde eine EcoRV Restriktionsschnittstelle eingefligt werden.
Auf diese Weise entsteht beim Verdau der genomischen DNA mit diesem Enzym ein
neues 5,3 kb langes Fragment, das mit Hilfe der in Abb. 14 eingezeichneten Sonde

detektiert werden kann.
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Die Arme des Vektors wurden mit PCR aus genomischer ES-Zell DNA amplifiziert,
kloniert und anschlieRend mit der Neomycin-Kassette in den pBS-Vektor ligiert. Die

Neomycin-Kassette in pBS lag bereits vor.

5-Arm:

Der 5-Arm wurde in zwei Abschnitte unterteilt (Abb. 14), die getrennt synthetisiert
wurden. Der 3°-Primer des 5.1 und der 5'-Primer des 5.2 Abschnitts wurden so
gewahlt, dass ein Uuberlappender Bereich entstand. Dieser enthielt eine Psil
Schnittstelle.

5°-Arm. Teilstick 5.1 5°-Arm. Teilstlick 5.2

Psil
1.F 1R
2.F 2R

Abb. 14 Schema fir die Amplifikation des 5°-Arms mit PCR.

Der Primer 2.R enthielt eine Notl Schnittstelle fur die Ligation mit der Neomycin-
Kassette. Fur die PCR wurde genomische DNA aus IB 10 Zellen (Subklon von
SV129 ES-Zellen) isoliert und mit Ncol geschnitten. Ncol schneidet au3erhalb des zu
amplifizierenden Bereichs. Diese Malinahme sollte die Amplifikation erleichtern. Das
Aufschmelzen der DNA und der DNA-Syntheseschritt wurden fur beide Teilstlcke bei
92°C und bei 68°C durchgeflhrt. Diese Schritte liefen flir 30 Sekunden und
8 Minuten. Die Anlagerung der Primer wurde bei 64°C fir 5.1 und bei 67°C fur 5.2
durchgefuhrt. Das Reaktionsvolumen fur 5.1 betrug 15 ul. Mit 50 yl Volumen konnte
kein PCR Produkt amplifiziert werden. Mit den verringerten Volumina wurden 6
Reaktionen simultan durchgefuhrt. Fur 5.2 betrug das Reaktionsvolumen 50 ul. Fir
beide Teilstiicke wurden 35 Zyklen durchlaufen. Die Produkt der PCR Reaktionen
wurden Uber ein 0,7 %iges TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und
anschliellend aus dem Agarosegel extrahiert.

Das 5.1 Teilstick hat eine Lange von 3,5kb und wurde direkt fir die

Ligationsreaktion des Topoisomerase-Systems verwendet. Das Teilsstlick 5.2 hat
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eine Lange von 1,8 kb. Es wurde nach der Addition von Adenosin an die 3 -Enden in
den pGem-T Easy Vektor ligiert. Nach den Klonierungen wurde die gemeinsame Pstl
Schnittstelle von 5.1 und 5.2 verwendet um die beiden Teilsticke im Topo-Vektor

zum vollstandigen 5-Arm zusammenzufugen.

3°-Arm

Im Gegensatz zum 5°-Arm konnte der 3’-Arm mit einer Lange von 3 kb vollstandig in
nur einer PCR Reaktion amplifiziert werden. Als Template wurde ungeschnittene
genomische DNA aus IB10 ES-Zellen verwendet. Das Reaktionsvolumen betrug

50 ul, die DNA wurde bei 92°C aufgeschmolzen und die Primer wurden bei 67°C
angelagert. Der 5°-Primer enthielt eine Notl-Schnittstelle. Der DNA-Syntheseschritt
wurde bei 68°C fur 5 min durchgefuhrt. Das PCR Produkt wurde nach 35 Zyklen in
einem 0,7 %igen Agarosegel aufgetrennt und anschlielend aus dem Gel extrahiert.
Die gereinigte DNA wurde fur die Klonierung mit dem Topoisomerase System

eingesetzt.

ko-Vektor

Fur die Fertigstellung des Konstrukts wurde der 3°-Arm aus dem Topo-Vektor
geschnitten und in einen pBS-Vektor ligiert, aus dessen multiplem
Klonierungsbereich zuvor die Kpnl Schnittstelle entfernt worden war. Anschlielend
wurde der Vektor wieder linearisiert, um den 5 Arm hinzuzufliigen. Beide Arme
wurden Uber die Notl-Schnittstellen, die in den 2R Primer des 5°’Arms und den
5'Primer des 3"Arms integriert worden waren, verbunden. Danach wurde der Vektor
an dieser Stelle wieder linearisiert, um Uber diese Notl-Schnittstelle die Ligation der

Neomycin-Kassette in den ko-Vektor zu ermdglichen.

3.1.8. Transfektion, Selektion und ,,Screen*“ der ES-Zellen

Nach der Vervollstandigung des Vektors wurde Endonuclease freie DNA aus E. coli
isoliert. 40 pg des Konstrukts wurden linearisiert und fur die Elektroporation der ES-
Zellen verwendet. Nach dreitagiger Selektion mit G418 wurden an drei
aufeinanderfolgenden Tagen 450 ES-Zell Klone gepickt. Nach der Vermehrung der
Zellen wurde ein Teil als DMSO-Stock eingefroren. Die verbleibenden Zellen wurden
vermehrt und fur die Isolierung genomischer DNA verwendet. Die genomische DNA

wurde mit EcoRV verdaut, in 0,5 %igen Agarosegele elektrophoretisch aufgetrennt
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und fir Southernblots auf Membranen transferiert. Die Membranen wurden dann mit

der in Abbildung 14 abgebildeten externen Sonde hybridisiert. Bis zur Beendigung

dieser Arbeit konnten keine positiven Klone identifiziert werden.

3.2 Analyse der Funktion von CAP1

3.2.1 Expression von CAP1 in E. coli

Die vollstandige CAP1 cDNA wurde in den Expressionsvektor pT7-7 kloniert und zur

Erzeugung von rekombinantem CAP1 in den E. coli Stamm BL21-DE3 transformiert
(Leichter, 2002). Die Induktion erfolgte mit IPTG. Dies fuhrte zur Expression des
CAP1 Proteins. Das exprimierte Protein war nicht I6slich und konnte nur mit

Harnstoffpuffer extrahiert werden. Dieser Umstand konnte jedoch genutzt werden,

um CAP1 von E. coli Proteinen zu trennen. Dazu wurde das Bakterien-Pellet

schrittweise mit Puffern ansteigender Harnstoffkonzentration extrahiert. Begonnen

wurde mit TE Puffer gefolgt von 4 M Harnstoff bis zu 8 M Harnstoff. Das Pellet der

8 M Harnstoffextraktion wurde in TE Puffer resuspendiert. Der Vergleich der

verschiedenen Fraktionen zeigt die Abnahme der bakteriellen Proteine im Verhaltnis

zu CAP1 (Abb. 15).
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Abb 15. Expression und Harnstoffextraktion von CAP1. Die Proben wurden in einem
SDS-Polyacrylamidgel (12 % Acrylamid) aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefarbt.
a) Ty, E. coli Lysat vor der Induktion mit IPTG. T4, E. coli Lysat, induziert, nach UN
Inkubation. b) Uberstande schrittweiser Extraktion des Zellpellets nach Induktion
beginnend mit TE Puffer, 4 M, 5 M, 6 M, 7 M, 8 M Harnstoff. Die letzte Spur, TEpg, zeigt

das Endpellet der Extraktion.

Auch nach der Extraktion mit 8 M Harnstoff verblieb ein groRer Teil von CAP1 im

Pellet und konnte nicht geldst werden. Die Pellet-Suspension enthielt neben CAP1
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nur wenige andere Proteine, die sich zusatzlich noch deutlich von CAP1 in der Grolke
unterschieden. So konnte diese Fraktion genutzt werden, um mit Hilfe der
Gelextraktion aus SDS-Polyacrylamidgelen (12 % Acrylamid) CAP1 aufzureinigen.
Die Identitat des eluierten Proteins (Abb. 16) wurde mit massenspektrometrischen
Methoden nach Trypsinverdau bestatigt. Das CAP1 Protein (Abb. 16) wurde zur
Produktion polyklonaler Antikorper in Kaninchen an die Firma Pineda weitergegeben.
Die Seren wurden alle 30 Tage auf ihre Reaktivitat getestet. Am 175. Tag war eine

gewulnschte Immunogenitat erreicht.

. 5 3 Abb. 16 Darstellung des gelextrahierten

kDa CAP1,das fir die Produktion von polyklonalen

Antikoérpern verwendet wurde. Das Eluat wurde

im SDS-Polyacrylamidgel (12 % Polyacrylamid)

94— aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt.Spur 1-

3; 5,10, 15 pl.

67—
CAPT T
43—
30—

3.2.2 Charakterisierung des Antikorpers

Die Spezifitat der polyklonalen Antikdrper wurde an E. coli Lysaten getestet. Dazu
wurden die Zellysate der induzierten und nicht induzierten BL21-DE3 Zellen aus
Abb. 15 a in einem 12 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrozellulose-
membranen transferiert.

In der Westernblot Analyse (Abb. 17) detektierten die polyklonalen Antikoérper
spezifisch CAP1 (Pfeil). Zusatzlich zu dem Signal bei 54 kDa sind noch weitere
Signale zu erkennen. Hier handelt es sich um die Detektionen von

Degradationsprodukten von CAP1
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Abb. 17 Westernblot Analyse zur Bestimmung der Spezifitdt der polyklonalen
anti-CAP1 Antikérper von Tier 1 (Spur 1 und 2) und Tier 2 (Spur 3 und 4).
Zellhomogenate von nicht induzierten (1, 3) und mit IPTG induzierten (2, 4)
pT7-7-CAP1 transformierten E. coli Zellen wurden in einem 12 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrozellulose ftransferiert. Der
gebundene polyklonale anti-CAP1 Antikérper wurde mit einem Peroxidase
gekoppelten sekundaren Antikorper und Chemolumineszenzreaktion mit
Luminol sichtbar gemacht. Der Pfeil weist auf rekombinant exprimiertes
CAP1.

Die CAP1-Spezifitat des polyklonalen anti-CAP1 Antikdrpers im Vergleich zu CAP2
wurde an HEK 293 Zellhomogenaten untersucht. Dazu wurden Homogenate von
Zellen, die GFP-CAP2 oder CAP2-Myc Uberexprimieren, mit Homogenaten
untransfizierter Zellen verglichen.

Beide polyklonale Antikorper erkannten das endogene 54 kDa CAP1 (Abb 18 a und
b), nicht aber die Uberexprimierten CAP2-Fusionsproteine, die durch den anti-CAP2
Antikorper (Abb. 18 c) detektiert wurden (GFP-CAP2 ca. 80 kDa, CAP2-Myc 52 kDa)
Zusatzlich zu CAP1 wurde ein weiteres Protein unterhalb des 43 kDa Markers
detektiert. Dieses Signal entspricht sehr wahrscheinlich dem Signal unterhalb des
43 kDa Markers in Abb.17 und ist damit auf die Detektion von CAP1
Degradationsprodukten zurtckzufuhren.

FUr die Immundetektion von CAP1 in Zellen und Geweben wurde das Immunserum

an rekombinantem Protein affinitatsgereinigt
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Abb. 18 Westernblot Analyse zur Bestimmung der Kreuzreaktivitat der polyklonalen
anti-CAP1 Antikérper mit CAP2. Zellhomogenate wurden in einem 12 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Der gebundene primare
Antikbrper wurde mit einem Peroxidase gekoppelten sekundaren Antikérper und
Chemolumineszenzreaktion mit Luminol sichtbar gemacht. a) Reaktion des polyklonalen
anti-CAP1 Antikorpers aus Tier 1 mit Homogenat von GFP-CAP2 exprimierenden HEK 293
Zellen (Spur 1) und HEK 293 Zellen (Spur 2). b) Reaktion des polyklonalen CAP1 Antikdérpers
aus Tier 2 mit Homogenaten von GFP-CAP2 (Spur 1) und CAP2-Myc (Spur 2) exprimierenden
HEK 293 Zellen und HEK 293 Zellen (Spur 3). c) Reaktion des affinitadtsgereinigten anti-CAP2
Antikdrpers mit dem Homogenat von CAP2-Myc (Spur 1) exprimierenden HEK 293 Zellen und
GFP-CAP2 exprimierenden HEK 293 Zellen (Spur 2).

3.2.3 Expression von CAP1 in den Organen der Maus

FUr die Untersuchung der CAP1 Expression in den Geweben der Maus wurden zwei
Mausen Gewebeproben entnommen. Milz, Hoden, Lunge, Gehirn, Haut und Niere
stammen von einem Mannchen. Die ubrigen Gewebeproben stammen von einem
drei Wochen alten SV129 Weibchen. Nach der Entnahme wurden die Gewebe
homogenisiert und mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgelektrophorese in einem
12 %igen Gel analysiert (Abb. 19).

Auffallend sind im Coomassie Blau gefarbten Kontrollgel die Aktin- und
Myosinbanden bei 42 und 220 kDa in Herz (Spur 6), Magen (Spur 7) und
Skelettmuskel (Spur 8, Abb. 19a). Im entsprechenden Westernblot dieser
Gewebeproben zeigte der polyklonalem anti-CAP1 Antikorper, dass das Protein auf
unterschiedlichem Niveau in allen Geweben exprimiert wird (Abb. 19 b).

Beim Vergleich des Coomassie-Blau gefarbten Gels mit dem Westernblot zeigt sich,

dass die CAP1 Expression in Thymus, Milz und Lunge am starksten ist, gefolgt von
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Abb 19. Expression von CAP1 in den Organen der Maus. a) Gesamthomogenate nach
Auftrennung und Coomassie Farbung im SDS-Polyacrylamid-Gel (12 % Polyacrylamid).
Spuren 1-11 enthalten Homogenate von Thymus (1), Milz (2), Hoden (3), Lunge (4), Leber
(5), Herz (6), Magen (7), Skelettmuskel (8), Gehirn (9), Haut (10) und Niere (11) der Maus.
b) Vorkommen von CAP1 in den verschiedenen Geweben. Der primare Antikorper wurde

mit einem sekundaren Meerettich Peroxidase gekoppelten Antikdrper und nachfolgender
Chemolumineszenzreaktion mit Luminol sichtbar gemacht.

Hoden, Leber und Magen. Am geringsten ist die CAP1 Expression in Herz,
Skelettmuskel, Gehirn, Haut und Niere. Das CAP1 Signal in der Skelettmuskelspur
war so schwach, dass eine langere Expositionsdauer des Réntgenfilms nétig war um

das Signal zu detektieren. Dieses Signal ist in einem gesonderten Feld dargestellt.
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3.2.4 Expression von CAP1 im Gehirn der Maus

Um die Expression von CAP1 im Gehirn genauer zu untersuchen, wurden
Gewebeproben einzelner Gehirnteile einer neugeborenen Maus und einer adulten
Maus verwendet (zur Verfugung gestellt von Dr. A. Hasse). Dabei zeigte sich eine
deutlich ungleiche Expression von CAP1 in verschiedenen Bereichen des Gehirns
der neugeborenen Maus und eine gleichmaRigere Expression in der adulten Maus
(Abb. 20). Zur Kontrolle wurde der Westernblot mit monoklonalen anti-p-Aktin und
K 37 142-1 Antikérpern gegen Coronin-7 (Crn7) markiert. Von beiden Proteinen war
bekannt, dass sie in den untersuchten Proben gleichmalig verteilt sind.

Der CAP1-Gehalt war im Cortex cerebri (1) und Bulbus olfactorius (3) der
neugeborenen Maus am hochsten, gefolgt von Thalamus/Striatum (5) und dem
Hirnstamm (4). Die niedrigsten Mengen wurden im Cerebellum (2) beobachtet. Fir
die Gehirnareale der adulten Maus konnte im Hirnstamm (4), im Thalamus (5) und in

der Medulla oblongata (7) eine etwas starkere Expression gezeigt werden.

1 2 a 4 5

| —— -—-—-—-l--| ,B—ﬂkllﬂ

1 2 3 4 5 a 7

|"'_"__"-""_'-"‘"""""Gﬁp1

A

e e mas i = s Cm7

Abb. 20 Expression von CAP1 im Gehirn der Maus. Homogenate aus
verschiedenen Teilbereichen des Gehirns von neugeborenen (NG) und adulten
Mausen (A). Immunreaktion mit monoklonalem anti—B—Aktin Antikérper (NG) und
monoklonalem Antikérper K 37 142-1 gegen Crn7 (A). Die Immundetektionen der
primaren Antikorper wurden mit sekundaren Meerettich Peroxidase gekoppelten
Antikérpern und folgender Chemolumineszenzreaktion mit Luminol sichtbar
gemacht. NG: Spur 1-5: Cortex (1), Cerebellum (2), Bulbus olfactorius (3),
Hirnstamm (4), Thalamus und Striatum (5). A Spur 1-7: Cortex cerebri (1),
Cerebellum (2), Bulbus olfactorius (3), Hirnstamm (4), Thalamus (5), Striatum (6),
Medulla oblongata(7).

Die CAP1-Verteilung wurde auch in Paraffinschnitten der Gehirne von 20 und 30
Tage alten Mausen analysiert. Zur Ubersicht Uber die Anatomie des Gehirns ist in
Abb. 21 eine H-E Farbung eines sagittalen Gehirnschnittes dargestellt. Abb. 22 und
23 zeigen eine Zusammenstellung der Regionen, in denen CAP1 detektiert werden

konnte.
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Abb. 21 H-E  Farbung eines
sagittalen Gehirnschnittes einer 20
Tage alten Maus.

1) Hippocampusformation,

2) Cortex cerebri,

3) Cerebellum,

4) Bulbus olfactorius,

5) Capsula interna,

6) Striatum.

In Abb. 22 a-f ist der caudale und craniale Bereich der Hippocampusformation
dargestellt. CAP1 konnte hier in den Pyramidenzellen des CA3 Abschnitts des
Hippocampus und in der Koérnerzellschicht des Gyrus dentatus detektiert werden.
Beide Zelltypen sind neuronale Zellen. In Abb. 22 g-h ist die Detektion von CAP1 im
Striatum gezeigt. Das Striatum tragt seinen Namen wegen der streifenformigen
Struktur. Dieses Areal besteht aus Interneuronen und Projektionsneuronen. Die
Streifenstruktur wird durch Axonblndel gebildet. Starker noch als in den Bundeln
wurde CAP1 in den Zellkérpern detektiert. In Abb. 22 i-I ist die Capsula interna
dargestellt. Hier wird CAP1 im Gegensatz zum Striatum starker in den Fasern als in
den Zellkdrpern detektiert. In Abb 23. a bis c ist das Cerebellum dargestellt. Auffallig
ist hier die deutliche Beschrankung von CAP1 auf das Stratum moleculare, die
aulerste Schicht des Cerebellums, die aus 3 unterschiedlichen Neuronentypen
besteht. Die DAPI-Farbung zeigt nur wenige Kerne in diesem Areal. Unter dem
Stratum moleculare liegt das Stratum granulosum mit einer sehr hohen Kerndichte.
Zwischen beiden Schichten liegen die Purkinjezellen, in denen kein CAP1 detektiert
wurde. Dieser Schluf kann aus der Uberlagerung des CAP1 und des DAPI Signals
gezogen werden, hier scheint eine dunne Schicht zwischen DAPI und CAP1 Signal
nicht durch den CAP1 Antikdrper detektiert worden zu sein. Die CAP1 Detektion im
Cortex cerebri ist in Abb. 23 d dargestellt. Der Cortex cerebri besteht in der
Hauptsache aus Pyramidenzellen. Sichtbar wird die CAP1 Detektion in diesem Areal
auch in Abb. 23 g. AuRerdem wird hier die Detektion von CAP1 im Bulbus olfactorius
deutlich. Hier wird CAP1 in den Glomeruli detektiert. Umgeben werden diese von

starken Anfarbungen der Kerne.
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Abb. 22 Untersuchung der CAP1 Expression an sagittalen Paraffinschnitten muriner Gehirne,
Tag 20 und 30. Als primarer Antikérper wurde der affinitatsgereinigte, polyklonale anti—-CAP 1
Antikérper, als sekundarer Antikérper der anti-Maus 1gG Alexa 568 verwendet. Zur Anfarbung
der Zellkerne wurde DAPI verwendet. In der linken Spalte ist die indirekte
Immunfluoreszenzdetektion von CAP1 abgebildet, in der mittleren Spalte ist die DAPI Farbung
dargestellt. Die rechte Spalte gibt die Uberlagerung dieser Signale wieder. a-c) Craniale
Hippocampusformation mit Kérnerzellschicht des Gyrus dentatus (weiller Pfeil). d-f) Caudale
Hippocampusformation mit Pyramidenzellen im CA3 Abschnitt (weiler Pfeil). g-i) Striatum, j-I)
Capsula interna mit Fasertrakten (weifl3er Pfeil). MaRstab 100um.
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Abb. 23 Untersuchung der CAP1 Expression an Paraffinschnitten muriner Gehirne, Tag 20 und 30.
Als primarer Antikorper wurde der affinitatsgereinigte, polyklonale anti-CAP 1 Antikorper, als
sekundarer Antikdrper wurde ein Alexa 568 gekoppelter verwendet. Zur Anfarbung der Zellkerne
wurde DAPI verwendet. In der linken Spalte ist die indirekte Immunfluoreszenzdetektion von CAP1
abgebildet, in der mittleren Spalte ist die DAPI Farbung dargestellt. Die rechte Spalte stellt die
Uberlagerung dieser Signale dar. a-c) Cerebellum mit Stratum moleculare (weiler Pfeil), Stratum
granulosum (Pfeilkopf) und Purkinjezellschicht (ausgefillter Pfeilkopf). d-f) Cortex cerebri,
g-h) Bulbus olfactorius mit Glomeruli (Pfeilkdpfe) und Cortex cerebri (weilder Pfeil). Zur Kontrolle der
Signalspezifitat wurde die Immunfluoreszenz alleine mit dem sekundaren Antikorper und DAPI

durchgefiihrt. Ein Beispiel ist hier dargestellt. i) Cerebellum, Kontrolle der Immunfluoreszenz, k) DAPI
Farbung der Kerne des Cerebellum. MaRstab 100um.
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3.2.5 Expression von CAP1 wahrend der Embryonalentwicklung

Die Expression von CAP1 wahrend der Embryonalentwicklung wurde auf 2
verschiedenen Ebenen untersucht. Zunachst wurde auf mRNA-Ebene und auf
Proteinebene geklart, in welchen Stadien CAP1 exprimiert wird.

Dazu wurde ein kommerziell erhaltlicher Northernblot aus den embryonalen Stadien
Tag 7, 11, 15, 17 mit der o—>*P markierten 5-CAP1 Sonde hybridisiert (Abb. 24 a).
Die CAP1 mRNA ist in allen 4 Entwicklungsstadien vorhanden. Zur Kontrolle wurde
der gleiche Blot mit einer B-Aktin-Sonde hybridisiert (Abb. 24 b).

Fur die Detektion von CAP1 im Westernblot wurden Embryonen von Tag 18 und
Tag 19 homogenisiert und die Homogenate auf einem 12 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt (Abb. 25). CAP1 war in beiden Proben nachweisbar.

a 7d 11d 15d 174 b 7d 11d 15d 17d
44kb—

car — | (i v 0D 2k —| - *bﬁ;a
24kbh— '

Abb. 24 Nachweis des CAP1-Transkripts wahrend der Embryonalentwicklung.
a) Hybridisierung der a-P markierten 5°-CAP1 Sonde (Nukleotide 1-640 der
cDNA), mit dem Northernblot der 4 Embryonalstadien Tag 7, 11, 15, 17.
b) Hybridisierung des Northernblots mit einer p-Aktin Sonde.

kDa 18d 19d Abb. 25. Westernblot Analyse von
Gesamthomogenaten von Embryonen
der Tage 18 und 19. Die Immundetektion
wurde mit dem polyklonalen anti-CAP1

Gl — i il Antikdrper durchgefiihrt. Der primare
CAP 1 — [ ——— Antikorper wurde mit einem sekundaren,
Peroxidase gekoppelten Antikérper und
Chemolumineszenzreaktion mit Luminol
nachgewiesen.
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Nach der Bestimmung der CAP1 Expression wahrend der Embryonalentwicklung auf
der Ebene des Northern- und Westernblots wurde die CAP1 Expression mit indirekter
Immunfluoreszenz in Paraffinschnitten von 10, 14 und 16 Tage alten Embryonen
untersucht. Zur Ubersicht sind in Abb. 26 H-E Farbungen von Embryonen der
Entwicklungstage 16 und 14 abgebildet. Fur die Stadien 14d und 16d wurden keine
Unterschiede in der Expression von CAP1 beobachtet. Sie werden hier parallel

dargestellt.

Abb. 26 H-E Farbung von sagittalen Paraffinschnitten 14 und 16 Tage alter
Embryonen. a) 1. Mittelhirn, 2. Corpus callosum, 3. Kochlea, 4. Nasenhohle,
5. Lunge, 6. Unterkieferdriise, 7. Darm, 8. Meckelknorpel. b) 1. Mittelhirn, 2. und 4.
Vorlaufer der Schnurrhaar Follikel, 3. Meckelknorpel, 5. Dinndarm.
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Abb. 27 Detektion von CAP1 in Paraffinschnitten muriner Embryonalgewebe von Tag 14 und 16.
Als primarer Antikdrper wurde der affinitatsgereinigte, polyklonale anti-CAP1 Antikdrper, als
sekundarer ein Alexa 568 gekoppelter Antikorper verwendet. Die Kerne wurden mit DAPI gefarbt.
Links: indirekte Immunfluoreszenz mit anti-CAP1 Antikérper (rot). Mitte: DAPI Farbung (blau).
Rechts: Uberlagerung von CAP1 und DAPI Signal. a-c) Tag 14, Meckelknorpel (Pfeilkopf), von
Bindegewebe umgebene Unterkieferdriise (weilRer Pfeil). d-f) Tag 16, d, Urspriinge der Schnurrhaar
Follikel (Pfeilkopf), Zungenspitze (weiler Pfeil). g-i) Tag 16 Meckelknorpel (weiller Pfeil). j-I) Tag 14
Nasenhdle mit mehrreihigem Epithel (weiller Pfeil), Nasenhdhle (Pfeilkopf). Mafistab 100 um.
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Abb. 28 Detektion von CAP1 in Paraffinschnitten muriner Embryonalgewebe von Tag 14 und 16.
Als primarer Antikérper wurde der affinitdtsgereinigte polyklonale anti-CAP1 Antikorper, als
sekundarer ein Alexa 568 gekoppelter Antikdrper verwendet. Die Kerne wurden mit DAPI gefarbt.
Links, indirekte Immunfluoreszenz mit anti-CAP1 Antikorper (rot) . Mitte, DAPI Farbung (blau).
Rechts, Uberlagerung von CAP1 und DAPI Signal. a-c) Tag 14, Kochlea (weiRer Pfeil),
Knorpelvorlaufer (Pfeilkopf). d-f) Tag 14, kaudaler Teil des Mittelhirndachs (weil3er Pfeil). g-i) Tag

14, Corpus callosum (weilder Pfeil). i-) Tag16, laterale Mittelhirnwand (weiler Pfeil). Malistab
100 pm.
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Abb. 29 Detektion von CAP1 in Paraffinschnitten muriner Embryonalgewebe Tag 10, 14 und 16.
Als primarer Antikdrper wurde der affinitatsgereinigte, polyklonale anti-CAP1 Antikorper, als
sekundarer ein Alexa 568 gekoppelter Antikérper verwendet. Die Kerne wurden mit DAPI gefarbt.
Links: Immunfluoreszenz mit anti—-CAP1 Antikorper (rot). Mitte: DAPI Farbung (blau). Rechts:
Uberlagerung von CAP1 und DAPI Signal. a-c) Tag 14, Bronchussegment in Lungenfliigel (weiRer
Pfeil), Darmschlinge (Pfeilkopf). d-f) Tag 16, inneres Darmepithel (weifl3er Pfeil) und umgebendes
Bindegewebe (Pfeilkopf). g-i) Tag 10, Marginale Schicht des Neuralrohrs (weiller Pfeil).i) Zur
Kontrolle der Signalspezifitdt wurde die indirekte Immunfluoreszenz mit dem sekundaren
Antikérper alleine durchgefuhrt. Ein Beispiel ist hier dargestellt. i) Darm, Kontrolle der
Immunfluoreszenz. MalRstab 100um.
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In Abb. 27 a-c ist der Unterkieferbereich eines 14 Tage alten Embryos abgebildet.
Die Kernfarbung zeigt den Meckelknorpel und die von starkem Bindegewebe
umgebene Unterkieferdruse. CAP1 wurde spezifisch in der Druse, nicht aber im
umgebenen Bindegewebe lokalisiert. Aulerdem ist CAP1 im Meckelknorpel
exprimiert. Diese Struktur bildet spater Teile des Unterkiefers sowie Hammer und
Ambos. In Abb. 27 g-i ist die CAP1 Detektion im Meckelknorpel am Tag 16 der
Entwicklung zu sehen. Die Struktur ist deutlich groRer als am Entwicklungstag 14 und
CAP1 wurde hier auch im Inneren des Knorpels detektiert. Neben diesen im
Unterkiefer gelegenen Strukturen konnte CAP1 auch in den Anlagen der
Schnurrhaarfollikel (Abb. 27 d-i) und dem mehrreihigen Epithel der Nasenhoéhle
(Abb. 27 j-I) detektiert werden. Bei diesem Epitheltyp haben alle Zellen Kontakt zur
Basalmembran. Die Zelldichte ist damit an dieser Stelle besonders hoch, was
erklaren konnte, warum das CAP1 Signal am aufleren Rand des Epithels am
starksten ist.

Neben diesen Geweben konnte CAP1 in der Kochlea und dem diese Struktur
umgebenem Knorpelvorlaufer detektiert werden (Abb. 28 a-c). Der Knorpelvorlaufer
bildet in spateren Stadien Teile des Schadelknochens. An der Kochlea fallt auf, dass
das Signal fur CAP1 an der Innen- und Aulenseite intensiver ist als in der
dazwischen gelegenen Schicht.

CAP1 konnte wahrend der Embryonalentwicklung auch im Gehirn detektiert werden.
Es wird in den Entwicklungsstadien Tag 14 und 16 in Teilen des Mittelhirns so wie im
Corpus callosum exprimiert (Abb. 28. d-I). Im Entwicklungsstadium Tag 10 wurde
CAP1 in der aulleren Schicht des Neuralrohrs detektiert (Abb. 29 g-i). Diese
marginale Zellschicht bildet spater myelinisierte Fasern und die weiRe Gehirnmasse.

Auch im Darm und in den Bronchien konnte CAP1 detektiert werden (Abb. 29 a-f).
Die Bronchien sind an der Innenseite mit Epithel ausgekleidet und von Knorpel
umgeben. Die Uberlagerung des CAP1 und des DAPI Signals zeigen, dass CAP1
vermehrt im Epithel der Bronchien exprimiert wird. In Schichten ist auch der Darm
aufgebaut. Hier sind es jedoch drei. Ein inneres Epithel ist umgeben von Muskel,
welcher von einer aul3eren Schicht aus Bindegewebe umgeben ist. CAP1 konnte hier
in der Epithel- und der Bindegwebsschicht nachgewiesen werden.

Die Gewebe in denen CAP1 detektiert werden konnte, entstammen allen drei

Keimblattern. Damit ist CAP1 nicht auf eine bestimmte Gewebeklasse beschrankt.
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3.2.6 Lokalisation von eGFP-CAP1 und endogendem CAP1 in Keratinozyten

Zur Untersuchung der Lokalisation von CAP1 in Keratinozyten wurden A431
(Mensch) und Pam212 (Maus) Zellen verwendet. Fur beide Zellen konnte eine CAP1
Expression im Westernblot nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung von CAP1
mittels indirekter Immunfluoreszenz in Paraformaldehyd-fixierten Zellen konnten aber
keine zuverlassigen Daten fiur A431 Zellen gewonnen werden, weil die Signale

schwach und diffus waren. Die Lokalisierung von CAP1 wurde in diesen Zellen daher

mit Hilfe der Expression von eGFP-CAP1 untersucht.

Abb. 30 Lokalisation von eGFP-CAP1 in Paraformaldehyd-fixierten A431 Keratinozyten. WeilRe Pfeile
weisen auf CAP1 an den Zellfortsatzen. a-c) Darstellung von 3 Ebenen in eGFP-CAP1
exprimierenden A431 Zellen. Von links nach rechts nimmt die Ebenenhéhe ab; Mafstab 20um.
d) Einzelzelle bei der Migration; MalRstab 13um. e) Zelle im Zellverband mit Zellfortsatzen; Maf3stab
6,5 uym. f) Zelle im Zellverband am Beginn der Migration; Maf3stab 13 um.

In Abb. 30 sind mit Paraformaldehyd fixierte A431 Zellen dargestellt, die eGFP-CAP1
exprimieren. eGFP-CAP1 ist vor allem zytoplasmatisch lokalisiert und ist im
gesamten Zellkorper mit Ausnahme des Zellkerns sichtbar. In Abb. 30 a-c sind im
rechten oberen Bildrand zwei Zellen sichtbar, deren eGFP-CAP1-Expressionsniveau
niedrig ist. Diese Zellen geben der Migration der benachbarten Zelle eine Richtung

vor. Dazu bildet die Zelle Lamellipodien aus, wobei deutlich wird, dass eGFP-CAP1
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nicht nur im Zellkdrper, sondern auch am Leitsaum lokalisiert ist. Ahnliches ist in
Abb. 30 f zu beobachten. In Abb. 30 d ist eine Zelle bei der Migration dargestellt. Sie
besitzt keine Kontakte zu Zellen in der Umgebung. Die Lamellipodien sind
ausgepragt und auch hier befindet sich eGFP-CAP1 neben seiner Lokoalisation im
Zellkorper, an der Front der Lamellipodien. Abb. 30 e zeigt eine Gruppe von Zellen.

Eine der Zellen bildet dinne Fortsatze aus, in denen das GFP Fusionsprotein

lokalisiert ist. In Abb. 31 und 32 wurden die Zellen nach der Fixierung permeabilisiert
und das Aktinzytoskelett mit TRITC-Phalloidin gefarbt. Die dinnen Zellfortsatze, in
denen das CAP1 Fusionsprotein lokalisiert ist, werden auch von TRITC-Phalloidin
gefarbt. Die Uberlagerungen des eGFP und des TRITC Kanals in Abb. 32 i zeigt
zusatlich auch die Kolokalsiation von eGFP-CAP1 und Aktin fur den Leitsaum
(Pfeilkopf).

Abb. 31 Lokalisation von eGFP-CAP1 (rot-orange) und Aktinzytoskelett (grin). Nach
Paraformaldehydfixierung und 0,5% Triton X-100 Permeabilisierung. Das Aktinzytoskelett wurde mit
TRITC-Phalloidin angefarbt. a) eGFP-CAP1 Fluoreszenz, b) Aktinzytoskelett, c) Uberlagerung der
Kanéle aus a und b. Die Pfeile weisen auf die Zellfortsatze, die sowohl in der eGFP Fluoreszenz als
auch in der TRITC-Phalloidin Fluoreszenz zu sehen sind; Mal3stab 9 um.
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Abb. 32 Lokalisation von eGFP-CAP1 (rot-orange) und Aktinzytoskelett (griin) nach
Paraformaldehydfixierung und 0,5 % Triton X-100 Permeabilisierung. Das Aktinzytoskelett wurde mit
TRITC-Phalloidin angefarbt. a, d, g) eGFP-CAP1 Fluoreszenz, b, e, h) Aktinzytoskelett, c, f, i)
Uberlagerung der Kanéle aus a, d, g und b, e, h. Die Pfeile weisen auf die Zellfortsatze (Filopodien),
die sowohl CAP1 Fluoreszenz als auch F-Aktin enthalten. Der Pfeilkopf weist auf Bereiche in den
Filopodien, in denen eine Kolokalisation beobachtet wurde. Maf3stab: a-f 10 ym, g-i 12 ym.

Nachdem die Lokalisation des eGFP-CAP1 Fusionsproteins in humanen

Keratinozyten untersucht worden war, wurde mit Hilfe des affinitatsgereinigten
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polyklonalen anti-CAP1 Antikdrpers die Lokalisation von endogenem CAP1 in
fixierten Pam212 Keratinozyten untersucht.

In Abb. 33 a-c sind das F-Aktinzytoskelett und die CAP1-Verteilung einer Pam212
Zelle dargestellt. Die Verteilung von endogenem CAP1 ist vergleichbar der des CAP1
Fusionsproteins in A431 Zellen. CAP1 ist im Zellkdrper und an der Membran der
Lamellipodien lokalisiert (Abb. 33 a). Abb. 33 ¢ zeigt deutlich die Kolokalisation von
CAP1 und F-Aktin Zytoskelett an den Lamellopodien wahrend fur den Zellkorper
keine Kolokalisierung ausgemacht werden konnte. Abb. 33 d-f zeigt eine Ubersicht

Uber 3 Ebenen einer Pam212 Zellgruppe. Sehr deutlich wird hier die Lokalisation von

CAP1 am Leitsaum der Zelle

Abb. 33 Lokalisierung von CAP1 in Pam212 Zellen. Die Zellen wurden mit Paraformaldehyd fixiert
und 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert. CAP1 wurde mit affinitdtsgereinigtem, polyklonalem anti-
CAP1 Antikorper detektiert und durch einen sekundaren Alexa 568 gekoppelten Antikoérper sichtbar
gemacht. a-c) Das Aktinzytoskelett wurde mit FITC-Phalloidin gefarbt, die Kerne wurde mit DAPI
gefarbt. Die weilRen Pfeile weisen auf die Lamellipodien an denen CAP1 und Aktin lokalisiert sind;.
a) CAP1 (rot) und DAPI (blau), b) Aktinzytoskelett (griin), c) Uberlagerung der Fluoreszenzsignale.
Mafstab 20 um. d-f) Drei Ebenen einer Zellgruppe. Die weillen Pfeile weisen auf CAP1, das am
Leitsaum der Zelle lokalisiert ist; Mal3stab 18,5 um.
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3.2.7 Lokalisation von eGFP-CAP1 in differenzierten und undifferenzierten

Neuro-2a Zellen

Neuro-2a Zellen stammen von Neuroblastom Zellen ab. Mit dem polyklonalen
anti-CAP1 Antikorper konnte die Expression von CAP1 in diesem Zelltyp in
Westernblots nachgewiesen werden. Dabei waren aber manchmal zusatzliche
unspezifische Banden zu erkennen. Auch der Einsatz des affinitatsgereinigten,
polyklonalen anti-CAP1 Antikorpers brachte keine Verbesserung. Daher wurde flr
die Untersuchung der CAP1 Lokalisation in Neuro-2a Zellen nicht die indirekte
Immunfluoreszenz mit Antikdrpern, sondern die Expression von eGFP-CAP1
angewendet. Die Lokalisierung von eGFP-CAP1 wurde hier sowohl in
undifferenzierten als auch in differenzierten Paraformaldehyd-fixierten Neuro-2a
Zellen untersucht.

In Abb. 34 sind 4 Ebenen einer eGFP-CAP1 exprimierenden differenzierten Neuro-2a
Zelle dargestellt. Die Zelle ist umgeben von schwach exprimierenden Zellen und bei
einer dieser Zellen gibt es Kontakte Uber das Axon bzw. den Wachstumskegel. In der
Ebene 4 (Abb.34d) wird die Lokalisation des CAP1 Fusionsproteins im
Wachstumskegel besonders deutlich. Hier Ubertrifft das eGFP-CAP1 Signal die
Intensitat des Signals im Zellkdrper. Im Zellkdrper selbst scheint die Verteilung von
eGFP-CAP1 gleichmallig zu sein, wahrend in der undifferenzierten N2A Zelle in
Abb. 35 a das eGFP Signal in den aulleren Bereichen der Zelle verstarkt ist im
Vergleich mit dem Zellinneren. Die Zellen in Abb. 35b, c, d zeigen ein
auswachsendes Axon mit einem Wachstumskegel an der Zellfront. Wie bei der
differenzierten Zelle in Abb. 34 ist eine gleichmalige Verteilung des CAP1
Fusionsproteins Uber den Zellkérper zu erkennen. Gleichzeitig wird die vermehrte
Lokalisation von eGFP-CAP1 im Wachstumskegel deutlich (Abb. 35 c). Abb. 35d
zeigt zwei Zellen, die Uber Fortsatze Kontakt zueinander aufgenommen haben. An
den Kontaktstellen ist eGFP-CAP1 konzentriert.
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Abb. 34 Lokalisation von eGFP-CAP1 in differenzierten Neuro-2a Zellen. Die Zellen wurden 2
Tage in Differenzierungsmedium kultiviert und dann mit Paraformaldehyd fixiert. a-d) 4
verschiedene Ebenen einer differenzierten Zelle; Maf3stab 13 um.

Abb. 35 Lokalisation von eGFP-CAP1 in undifferenzierten und differenzierten Neuro-2a Zellen.
Differenzierte Zellen wurden vor der Paraformaldehydfixierung 2 Tage in Differenzierungs-medium kultiviert.
a) 2 undifferenzierte Zellen. b und c) differenzierte Zellen haben ein Axone gebildet. Der weille Pfeil weist
auf das eGFP-CAP1 Signal am Wachstumskegel. d) Ausdifferenzierte Zellen bilden Kontakte Uber
Zellfortsatze. An den Kontaktstellen ist das Signal starker (weiller Pfeil). MaRstab 12 ym.
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3.2.8 Lokalisation von CAP1 in C3H10T1/2 Fibroblasten

Zur Untersuchung der Lokalisation von endogenem CAP1 in migrierenden
Fibroblasten wurden CH310T1/2 Fibroblasten verwendet. Die Zellen wurden mit
Paraformaldehyd fixiert und CAP1 wurde mit affinitatsgereinigtem anti—-Cap1
Antikorper detektiert.

Abb. 36 a zeigt eine migrierende Zelle. CAP1 ist an der Front des Lamellipodiums
konzentriert und im Zellkorper in der Nahe des Zellkerns angereichert. Die hdchste
Konzentration wird hier jedoch im Uropod der Zelle beobachtet. Zellen, die sich in der
Initialphase der Wanderung befinden (Abb. 36 b, d), zeigen ebenfalls eine erhdhte
CAP1-Anreicherung an den Fronten (Pfeile). In Abb. 36 d-f wird die Verteilung von
CAP1 und F-Aktin verglichen. Auch hier ist keine ausgepragte Kolokalisation von
CAP1 an den Stressfasern zu beobachten dagegen findet sich am Lamellipodienrand

eine Uberlagerung der Farbung (Pfeil).
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Abb. 36 Lokalisation von CAP1 in migrierenden Fibroblasten. CH310T1/2 Fibroblasten wurden mit
Paraformaldehyd fixiert und mit 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert. Die indirekte Immunfluoreszenz
wurde mit affinitatsgereinigtem polyklonalen anti-CAP1 Antikdrper und sekundarem Alexa 568
gekoppelten Antikorper durchgefiihrt. In d-i wurde das Aktinzytoskelett mit FITC-Phalloidin sichtbar
gemacht und die Kerne mit DAPI markiert. a-c) Migrierende Zellen mit CAP1 Signal an den
Lamellipodiengrenzen (weiRer Pfeil). d, g) Detailansicht der CAP1 Lokalisation (rot),
e,h) Detailansicht des Aktinzytoskeletts (griin), f, i) Uberlagerung der Kanale. d-f) Pfeile weisen auf
CAP1 und F-Actin an der Spitze. g-i) Pfeile weisen auf F-Aktin Stressfasern. Es gibt keine
Kolokalisation mit CAP1 Mafstab: a) 16mm, b) 15um, c) 19um, d-i) 20pm.
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3.2.9 Wundheilungsexperiment

Im Wundheilungsexperiment wird die Situation am Wundrand einer Verletzung
simuliert. Um eine Wunde wieder zu verschlielen, proliferieren die Zellen am
Wundrand und wandern von dort in die Wunde ein. In der Kulturschale wird diese
Situation durch einen ,Schnitt” in einer konfluenten Zellschicht simuliert. Die hier
verwendeten Fibroblasten und Keratinocyten migrieren von den ,Wundrandern® in
das Zentrum des ,Schnittes®. Nach der Fixierung der Zellen zu verschiedenen
Phasen des Wundheilungsprozesses wurde die Lokalisation von CAP1 untersucht
(Abb. 37, 38).

Abb. 37 Wundheilungsexperiment mit CH310 T1/2 Fibroblasten. Ubersicht: Mit einer Kaniile wurde
in eine konfluente Zellschicht ein Schnitt eingefligt. Die Zellen wurden nach einigen Minuten (a-c)
und nach 3h (d-f) mit Paraformaldehyd fixiert und mit 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert. Die
indirekte Immunfluoreszenz wurde mit dem polyklonalen anti—-Cap1 Antikérper und einem
sekundaren Alexa 568 gekoppelten Antikérper durchgefiihrt. Die weilRen Pfeile deuten auf das
CAP1 Signal in den zum Schnitt hin gerichteten Zellfortsatzen. Mafstabe: a, b) 47 ym, c) 41 ym, d-
f) 47 um.

Innerhalb der ersten Minuten bilden die Fibroblasten am ,Wundrand® lange schmale
Fortsatze aus (Abb. 37 und 38 a-c). CAPI ist an den Spitzen der Fortsatze lokalisiert.
Aktin-Fasern strahlen aus dem hinteren Bereich der Zelle in die Fortsatze (Abb. 38 a-

c). An der Spitze geht die Faserstruktur in eine mehr punktartige Verteilung Uber.
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F-Aktin und CAP1 kolokalisieren nur im Bereich der Spitzen der langen Fortsatze und
in den Lamellipodien. Aber auch hier ist die Kolokalisation nur begrenzt. Dies trifft

besonders fur die lamellipodiale Farbung in Abb. 38 a-c zu. Drei Stunden nach
Einflgen des Schnitts hat sich die Form der Fibroblasten verandert. Die schmalen
Zellfortsatze haben sich in breite Lamellipodien umgewandelt. Die ,Wundrander sind
glatter. Deutlicher als nach den ersten Minuten ist CAP1 an den
Lamellipodienrandern lokalisiert (Abb. 37 d-f). In der Detailansicht (Abb 38 d-f) ist die

Kolokalisation von CAP1 mit F-Aktin in diesen Bereichen ersichtlich.

Abb. 38 Wundheilungsexperiment mit CH310T 2 Fibroblasten- Detailansicht: Mit einer Kanile
wurde in eine konfluente Zellschicht ein Schnitt eingefiigt. Die Zellen wurden nach einigen Minuten
(a-c) und nach 3h (d-f) mit Paraformaldehyd fixiert und mit 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert. Die
indirekte Immunfluoreszenz (a, d) wurde mit dem polyklonalen anti-Cap1 Antikdrper und einem
sekundaren Alexa 568 gekoppelten Antikdrper durchgefiihrt (rot). Das Aktinzytoskelett (b, e) wurde
mit FITC Phalloidin (griin) markiert. In ¢ und f sind die Uberlagerungen der Signale abgebildet. Die
weillen Pfeile deuten auf das CAP1 bzw. das Aktin Signal in den zum Schnitt hin gerichteten
Zellfortsatzen- und bereichen. Mafstab 19 um.

Im Wundheilungsexperiment mit Keratinozyten wurde im Gegensatz zu CH310T1/2
Fibroblasten kein Unterschied zwischen Kurzzeit -und Langzeitreaktion bei der

Wundheilung festgestellt. Deshalb ist nur ein Zeitpunkt gezeigt.
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In Abb. 39 sind die Vorderseiten von drei Pam212 Keratinozyten abgebildet.
Vorderseite (Front) bedeutet in diesem Fall die zum Schnitt gewandte Seite. Der
hintere Bereich der Zellen wird Uberlagert von weiteren Keratinozyten. Die Zelle oben
links im Bild hat Lamellipodien ausgebildet. F-Aktin Fasern strahlen vom Aktinkortex
am Rand des Zellkérpers in die Lamellipodien und bilden unter der Membran wieder
einen Kortex aus. Auch CAP1 ist hier lokalisiert. Seine Verteilung Uberlappt hier mit
F-Actin.

Damit ist CAP1 sowohl in Fibroblasten als auch in Keratinozyten in der Front der
Zellen lokalisiert, wenn sie in einen ,Wundbereich“ einwandern. Unklar ist dabei

noch, ob sich der dinne Aktinkortex am Leitsaum bilden kann, weil CAP1 dort

lokalisiert ist, oder ob CAP1 dort lokalisiert ist, weil sich ein Aktinkortex ausbildet.

Abb. 39 Wundheilungsexperiment mit Pam212 Keratinozyten. Detailansicht: Die Zellen wurden nach 1
Stunde mit Paraformaldehyd fixieriert und mit 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert. CAP1 wurde mit
dem affinitdtsgereinigten, polyklonalen anti-Cap1 Antikérper und einem sekundaren Alexa 568
gekoppelten Antikdrper detektiert (rot). Das Aktinzytoskelett wurde mit FITC Phalloidin (grin) markiert.
a) Lokalisation von CAP1, b) Aktinzytoskelett, c) Uberlagerung der Kanale. Die weiRen Pfeile deuten
auf das CAP1 bzw. das Actin Signal an den Grenzen der Lamellipodien, die sich zur ,Wunde® hin
ausgebildet haben. Der rote Pfeil weist auf die Zellen auf der gegeniberliegenden Schnittseite.

Malstab 19 um.

3.2.10 Subzellulare Fraktionierung

Nachdem CAP1 in den Immunfluoreszenzstudien sowohl im Zytosol der Zellen als
auch an Lamellipodien von Fibroblasten und Keratinocyten nachgewiesen werden
konnte, sollte mit biochemischen Verfahren die subzellulare Lokalisation von CAP1
untersucht werden. Dazu wurden zuerst die 500 x g, 10.000 x g und 100.000 x g

Pellets sowie der 100.000 x g Uberstand von Zellhomogenaten im Westernblot mit
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dem anti-CAP1 Antikérper untersucht. Dabei wurde CAP1 in allen Fraktionen
nachgewiesen.

Um zu klaren, ob CAP1 neben seiner zytosolischen Lokalisation auch
membranassoziiert vorliegt oder ob CAP1 als Multimer vorkommt und deshalb
sedimentiert, wurde eine subzellulare Fraktionierung mit Hilfe eines Dichtegradienten
durchgefuhrt. Dazu wurden A431 und Jurkat Zellen homogenisiert und Zellkerne
sowie intakte Zellen durch Zentrifugation bei 500 x g abgetrennt. Der zell- und
zellkernfreie Uberstand wurde auf einen Stufengradienten aus 9 Schichten mit 15 %
bis 60 % Saccharose geschichtet. Der Gradient lagerte auf einem Kissen aus
80 %iger Saccharosel6sung. Zusammen mit dem Homogenat ergab dies insgesamt
11 Schichten unterschiedlicher Dichte. Nach Zentrifugation bei 100.000 x g wurden
von jeder Schicht 2 Fraktionen genommen. Auch das Pellet der Zentrifugation wurde
resupendiert und bildete die 23. Fraktion. Die Fraktionen wurden in einem
Immunoblot mit anti-CAP1 Antikorper, mit anti—-p—Aktin Antikdrpern und mit anti—§3-
COP Antikorpern untersucht (Abb. 40 Saccharosegradient fur A431, Abb. 41

Saccharosegradient fir Jurkat Zellen).

15 % 20 % 25 % 30 % 35 % 40 %
Tz 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 1Z2Ww  Z3
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Abb. 40 Westernblot der subzelluldren Fraktionierung von A431 Zellhomogenat. Die
Immundetektionen wurden mit polyklonalem anti—-CAP1 Antikdrper, monoklonalem anti-p-Aktin
Antikdrper und monoklonalem E5-A3 Antikorper gegen B-COP durchgefihrt und mit den
entsprechenden Peroxidase gekoppelten sekundaren Antikérpern und anschlieBender
Chemolumineszenzreaktion mit Luminol sichtbar gemacht. Spur 1, Fraktion geringster Dichte
(0 % Saccharose). Spur 21, Fraktion hdchster Dichte (80 % Saccharose).
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Abb. 41 Westernblot der subzellularen Fraktionierung von Jurkat-Zellhomogenat.
Immundetektion und Beschreibung entspricht der oberen Abbildung.

B—Aktin qgilt als Marker fur die Position von zytosolischen Proteinen im
Dichtegradienten, wahrend pB-COP einen Marker flr die Position von
Golgimembranproteinen und somit membranassoziierten Komponenten darstellt. Die
Position des CAP1 Signals weicht in beiden Fallen (A431 und Jurkat Zellen) deutlich
von der des zytosolischen Markers ab. CAP1 nimmt, indem es der Position des -
COP Signals nahe kommt, eher die Position eines Membran- oder

membranassoziierten Proteins als eines zytosolischen Proteins ein.

3.2.11 Auftriebs-Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation

Eine reine Membranassoziation von CAP1, die das Verhalten des Proteins in der
Dichtegradientenzentrifugation erklaren kénnte, steht im Widerspruch zu den Daten
der Immunfluoreszenzanalysen, die mit verschiedenen Zelltypen durchgefuhrt
wurden (s. 3.2.6-8). Die Position von CAP1 im Saccharosegradienten kann auch
durch die Bildung eines Multimers erklart werden.

Um dies zu prifen, wurde eine Auftriebs-Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation
durchgefuhrt. Dazu wurde A431 Zellysat in 65 %iger Saccharoseldésung hergestellt
und als unterste Schicht in den Gradienten geladen. Daruber lagerten in 10 %igen
Schritten die Dichteschichten von 50 % bis 10 % Saccharose, die von einer

saccharosefreien Schicht abgeschlossen wurden. Wahrend der Zentrifugation ordnen
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sich die Membranen ihrer Dichte entsprechend im Gradienten an und
membranassoziierte Proteine flottieren mit den Membranen aus der ca. 60 %igen
Zellysatschicht zu Schichten geringerer Dichte. Nach der Zentrifugation wurde der
Gradient fraktioniert und 15 Fraktionen wurden erhalten. Das Pellet bildete die
Fraktion Nr. 16. Alle Fraktionen wurden in einem 12 %igen Polyacrylamidgel
aufgetrennt und die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. In der
Westernblot Analyse wurde die Verteilung von CAP1 und Coronin-3 (Crn 3) getestet
(Abb. 42). Fur Coronin-3 war bereits eine Membranlokalisation beschrieben und das
Protein konnte so als Marker flr ein aufwarts flottierendes Protein gelten [Spoerl et
al., 2002].

Wie erwartet war das Coronin-3 Signal nicht nur in den untersten Fraktionen des
Gradienten zu finden, sondern auch in Fraktionen geringerer Dichte. Das CAP1
Signal ist dagegen nur in der 60 % Fraktion und der unteren Halfte der 50 % Fraktion
nachweisbar. Sein Vorkommen im Gradienten (Abb. 40) ist deshalb auf die

Ausbildung von hochmolekularen Komplexen zurickzuflhren.

0% 40% 0% 60% ot W&
i 9 10 11 12 13 14 15 16 17
- e —— — — CAP 1

Abb. 42 Westernblot Analyse des Auftriebs-Saccharosegradienten. Die
Immundetektionen wurden mit dem polyklonalen anti-CAP1 Antikérper und dem
monoklonalen K6-444-4 Antikorper gegen Crn 3 durchgefihrt und mit den
entsprechenden sekundaren Peroxidase gekoppelten Antikérpern die Bindung in der
nachfolgenden Chemolumineszenzreaktion mit Luminol sichtbar gemacht. Spur 1,
Fraktion geringster Dichte (0% Saccharose). Spur 15, Fraktion héchster Dichte (60%
Saccharose). In den Spuren 16 und 17sind die Immunreaktionen mit dem Pellet des

Gradienten und dem A431 Gesamthomogenat abgebildet.
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3.2.12 Immunprazipitation des eGFP-CAP1 Fusionsproteins

Um Interaktionspartner von CAP1 zu identifizieren, wurde eine Immunprazipitation
(IP) von eGFP-CAP1 durchgefuhrt. Hierzu wurden eGFP-CAP1 exprimierende
HEK293 Zellen homogenisiert und mit monoklonalen K12-481-3 Antikorper gegen
eGFP inkubiert. Die Antikorper-Komplexe wurden anschlielend mit Protein A
Sepharose prazipitiert. Zur Kontrolle unspezifischer Bindung von Zellkomponenten
an Protein A Sepharose, wurde eine Prazipitation mit Zellysat und Protein A
Sepharose ohne Zugabe des anti-eGFP Antikorpers durchgefuhrt. Die Auftrennung
der prazipitierten Proteine der IP im Coomassie Blau gefarbten 12 %igen SDS-
Polyacrylamid Gel zeigte die leichte und schwere Kette des anti-GFP Antikorpers und
4 weitere Banden. In der Kontrolle konnten nur sehr geringe Mengen an Protein
detektiert werden. Die prazipitierten Proteine wichen in der Grélie deutlich von denen
der IP ab.

Die 4 unbekannten Proteinbanden der IP wurden ausgeschnitten und mit Hilfe der
Massenspektrometrie nach vorangegangenem Trypsinverdau identifiziert. Die

identifizierten Proteine waren mit eGFP-CAP1 identisch.

<«—HC

<+ C

Abb. 46 Immunprazipitation von eGFP-CAP1 mit GFP spezifischem mAK K12-
184-2 aus eGFP-CAP1 exprimierenden HEK 293 Zellen. SDS-Polyacrylamid-
Gel mit Totallysat von eGFP-CAP1 Uberexprimmierenden HEK 293 Zellen.
(Spur 1), Produkte der Immunprazipitation (Spur 2), Kontrollreaktion der
Immunprazipitation (Spur 3). Der Pfeil weil3t auf prazipitiertes eGFP-CAP1. Den
Ubrigen Banden konnten keine Proteine zugeordnet werden.
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4. Diskussion

4.1 Generierung einer CAP1 defizienten Maus

Bisher konnte eine Bedeutung von CAP1 bei vielen Vorgangen in der Zelle gezeigt
werden. Die detailiertesten Einsichten konnten dabei fur Hefe und Dictyostelium
dicoideum gewonnen werden. In Saccharomyces cerevisiae fuhrt der Verlust von
CAP zu morphologischen Defekten wie der VergroRerung der Zellen, ungeordneter
Knospung und einer veranderten Struktur des Aktinzytoskletts [Field et al. 1990;
Vojtek et al., 1991]. In D. discoideum fuhrte eine starke Reduzierung der CAP
Expression zu einer veranderten Zellmorphologie, zu verzogertem Wachstum in
Flussigkultur, zu einem Pinocytose- und einem Cytokinese-Defekt. Alle beobachteten
Defekte lassen sich mit Veranderungen in der Organisation des Aktinzytoskletts
erklaren [Noegel et al., 1999].

Fur die in vivo Funktion von CAP in einem Saugerorganismus gab es bis zu dieser
Arbeit keine Untersuchungen oder Hinweise. Daher sollte ein fur CAP1 defizienter
Mausestamm generiert werden. Dazu wurde ein ko-Vektor konstruiert, mit dem durch
homologe Rekombination in ES-Zellen das 3. Exon zum groften Teil durch eine
Neomyzinresistenzkassette ersetzt werden sollte. Diese in vivo Mutation sollte eine
Verschiebung des Leserasters des CAP1 Gens hervorrufen. Die Verschiebung des
Leserasters konnte nur durch das Spleilen von Exon 2 an Exon 9 wieder
ausgeglichen werden. Damit kame es entweder zu einem vollstandigen Verlust von
CAP1 oder zur Synthese eines stark verkirzten Proteins, dem die N-terminale
Domane fehlt. Hier liegen aber Funktionen, die wichtig sind fur die Dimerisierung und
die Lokalisierung von CAP1 [Hubberstey et al., 1996; Moriyama und Yahara, 2002].
Um fir die homologe Rekombination des ko-Vektors mit seiner Zielsequenz gute
Vorbedingungen zu schaffen, wurden die Arme des ko-Vektors mit Hilfe von PCR
Reaktionen aus genomischer ES-Zell (IB 10) DNA amplifiziert. Der gleiche ES-
Stamm wurde spater fur die Transfektion mit dem ko-Vektor verwendet. So konnte
eine maoglichst grolle Sequenzibereinstimmung zwischen den Armen des ko-Vektors
und der Zielsequenz erreicht werden. Um Fehler bei der Amplifikation zu vermeiden,
wurde eine DNA-Polymerase mit Korrekturlesefunktion, PfuTurbo®, verwendet.

Dieses Enzym kann zur Amplifikation von komplexen genomischen Sequenzen bis
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zu 10 kb verwendet werden. PfuTurbo®-DNA-Polymerase erreicht dabei eine groRere
Effizienz und Genauigkeit als Tag-DNA-Polymerasen oder andere Enzyme mit
Korrekturlesefunktion [Hogrefe et al., 1997, Cline et al., 1996].

Die Durchmusterung von 450 ES-Zellklonen nach homologer Rekombination
erbrachte keine positiven Ergebnisse. Eine Erklarung dafur konnte sein, dass
aufgrund der oftmals geringen Qualitdt der Southernblot Analysen positive Klone,
obwohl vorhanden, nicht detektiert werden konnten. Bei einer nachtraglichen Suche
nach hochrepetetiven Elementen konnten einige dieser Elemente im Bereich der
Arme des ko-Vektors identifiziert werden. Es kdnnte sein, dass dadurch die
Rekombinationswahrscheinlichkeit verkleinert ist. Es kann aber auch sein, dass die
wenigen positiven Klone wegen der geringen Qualitat der Southernblots nicht

detektiert wurden.

4.2 Mogliche Phanotypen einer CAP1 defizienten Maus

Anhand der bisher gesammelten Daten uber CAP1 kann Uber die Folgen eines Cap1
Wegfalls spekuliert werden. Auf subzellularer Ebene wirde es vermutlich zu
Veranderungen des Aktinzytoskeletts kommen wie es flr D. melanogaster und fur D.
discoideum beschrieben wurde [Baum et al., 2000; Noegel et al., 1999; Noegel et al.,
2004]. Diese Veranderungen konnten wie in diesen beiden Organismen die
Zellpolaritat beeinflussen, oder einen Einfluss auf die Migrationsfahigkeit der Zellen
haben. Letztere Vermutung leitet sich von der starken Konzentration von CAP1 am
Leitsaum von Fibroblasten und Keratinozyten sowie der Lokalisation im
Wachstumskegel von neuronalen Zellen ab. Fur D. melanogaster konnte auf3erdem
bereits ein Einfluss von CAP1 bei der Ausbildung von Lamellipodien am Leitsaum
gezeigt werden [Rogers et al., 2003].

Wie stark die Auswirkungen auf den sich entwickelnden Mauseembryo waren, hinge
zum einen davon ab wie stark die Defezienz von CAP1 durch andere Proteine wie
CAP2 ausgeglichen werden koénnte. Mdglicherweise ware CAP2 aber nicht in der
Lage den CAP1 Phanotyp zu komplementieren, da es nur in wenigen Geweben
exprimiert wird. AuRerdem weisen die Sequenzunterschiede [Yu et al., 1994] und
Unterschiede in moglichen Phosphorilierungsstellen [Leichter, 2002] darauf hin, dass
CAP2 moglicherweise nicht die Funktion von CAP1 ausuben kann. Ein weiterer,

Faktor der die Auswirkung eines CAP1 Wegfalls beeinflusst, ist der Zeitpunkt an dem
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die CAP1 Expression wahrend der Entwicklung beginnt. Dazu sind Daten von
X. laevis verfugbar. Hier ist CAP1 bereits in sehr geringen Mengen als maternales
Transkript detektierbar. Die CAP1 Expression steigt dann wahrend des
Blastulastadiums stark an [KhosrowShahian et al., 2002]. Falls CAP1 auch in der
Maus in so friuhen Stadien exprimiert wird, konnte es eine Rolle bei den
Zellmigrationen spielen, die bei der Bildung des Embryos stattfinden [Ridley et al.,
2003]. Eine Storung der Zellmigration wahrend der Entwicklung konnte
Fehlbildungen zur Folge haben oder sogar letal sein.

Falls die CAP1 Defizienz wahrend der Entwicklung von anderen Proteinen
komplementiert werden kann, so konnte die Beeintrachtigung der Zellmigration oder
der Zellpolaritat im adulten Organismus zu zahlreichen Phanotypen fuhren. Dazu
konnten beeintrachtigte Wundheilung oder neuronale Stérungen durch Defekte bei
der axonalen Wegdfindung gehdren. Denkbar waren auch Stérungen des
Immunsystems wegen der reduzierten Migrationsfahigkeit der amdboiden Zellen des

Immunsystems [Manes et al., 2003].

4.3 Ein Pseudogen von CAP1

Ein Teil des Saugergenoms besteht aus Retroposons und prozessierten Genen.
Beim Menschen machen diese Sequenzen einen Anteil von mehr als 30 % aus. Die
Retroposons sind dabei haufiger als prozessierte Gene. Die meisten davon gehodren
zu einer der zwei Gruppen, die als SINEs und LINEs bezeichnet werden. Beide
verfugen Uber einen internen Promotor, der die Transkription dieser Elemente
erlaubt. Lines verfugen zusatzlich Uber einen fur reverse Transkription kodierenden
Abschnitt. Das Transkript eines Line Elements kann so Uber die Bildung einer cDNA
wieder in das Genom integriert werden, und das neu integrierte Element kann wieder
abgelesen werden, weil der Promotor innerhalb der transkribierten Sequenz liegt,.
Das Transkript der Sines, so wird angenommen, wird von der reversen Transkripase
eines LINE Elements abgelesen und so die Reintegration ins Genom ermadglicht.
Wird statt einer SINE mRNA die mRNA eines beliebigen Gens von der reversen
Transkriptase eines LINEs abgelesen und die resultierende cDNA in das Genom
reintegriert, entsteht ein prozessiertes Gen. Diese Sequenz kann nicht mehr

transkribiert werden, weil ihr ein Promotor fehlt [Weiner, 2000].
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Das hier gefundene Pseudogen von CAP1 ist vermutlich ein prozessiertes Gen und
wurde durch reverese Trankription der CAP1 mRNA gebildet. Der Sequenzabschnitt
mit dem mutmalilichen Pseudogen hybridisierte mit den aus der CAP1 cDNA
generierten Sonden und hatte ungefahr die Lange der cDNA. Die Stopkodons, die
bei den Sequenzierungen ermittelt wurden, sprechen daflir, dass es sich hier nicht

um ein funktionierendes Element, sondern um eine inaktive Kopie von CAP1 handelt.

4.4 Der CAP1 Proteinspiegel in den Organen der Maus

Die Expression von CAP1 in den Geweben adulter Mause wurde hier mit
Westernblot Analysen untersucht. CAP1 wurde in allen untersuchten Geweben
detektiert. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Untersuchungen der mRNA-
und Protein Spiegel von CAP1 in den Geweben der Ratte und den Northernblot
Analysen fur CAP1 an der Maus. [Swiston et al., 1995; Leichter , 2002]. Wie fur die
Ratte [Swiston et al., 1995] konnte auch flr die Maus nur ein sehr niedriger CAP1
Spiegel im Muskel nachgewiesen werden. Moglicherweise liegt dies an der Stabilitat
des Aktinzytoskeletts im Muskel. Interessant ware es im Hinblick darauf die CAP1

Expression von undifferenzierten und differenzierten Muskelzellen zu untersuchen.

4.5 Die CAP1 Expression wahrend der Entwicklung

Fur verschiedenste Organismen, Pflanzen wie Tiere, konnte eine Bedeutung von
CAP bei Differenzierungs- und Entwicklungsvorgangen gezeigt werden [Fenger et
al., 1994; Baum et al., 2000; Kawai et al., 1998; KhosrowShahian et al., 2002].

Hier wurde die CAP1 Transkription in der Maus auf Ebene der mRNA und des
Proteins untersucht. Vom Entwicklungstag 7 bis 17 konnte keine Veranderung des
Expressionsniveaus festgestellt werden. Sollte es zu einem Ansteig der CAP1
Expression wahrend der Entwicklung kommen, so liegt dieser vermutlich deutlich vor
dem siebten Entwicklungstag. Bei X. laevis konnte dieser Anstieg bereits ab dem
Blastulastadium beobachtet werden [KhosrowShahian et al., 2002].

In den hier verwendeten embryonalen Schnitten (Entwicklungstage 14 und 16)
konnte CAP1 im Meckelknorpel, der Unterkieferdriuse, dem Darm, der Lunge, dem
Epithel der Nasenhohle, den Schnurrhaarfollikeln, in der Kochlea und dem

umgebenen Knorpelvorlaufer, in Teilen des Mittelhirns und dem Corpus callosum
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detektiert werden. Aullerdem konnte CAP1 in einem friheren Entwicklungsstadium
(Tag 10) in der auReren Schicht des Neuralrohrs detektiert werden. Es scheint, als
ware CAP1 sowohl im adulten wie im sich entwickelnden Organismus in vielen aber
nicht allen Organen exprimiert. Die embryonalen Gewebe stammten dabei aus allen
drei Keimblattern, wodurch sich keine Verbindung von CAP1 Expression und
gemeinsamem Ursprung der Gewebe ableiten lasst. Ein moglicher Grund fir die
CAP1 Expression einiger Organe wahrend der Entwicklung konnte eine erhdhte
Zytoskelett-Dynamik in diesen Organen sein. Um eine detailliertere Aussage uber die
Expression von CAP1 wahrend der Entwicklung zu machen, miussen weitere Stadien

und Schnittebenen auf die Expression von CAP1 untersucht werden.

4.6 Expression von CAP1 in den Gehirnbereichen der Maus

Die Expression von CAP1 im Gehirn konnte hier sowohl in Westernblot Analysen wie
in indirekten Immunfluoreszenzen gezeigt werden. Ob CAP1 ausschlieldlich in
Neuronen oder auch in Gliazellen detektiert wurde, lal3t sich ohne einen Marker fur
diese Zellen nicht sagen.

Der Nachweis von CAP1 mittels indirekter Immunfluoreszenz konnte im Thalamus,
der Medulla oblongata und dem Hirnstamm nicht erbracht werden. Dies lag
vermutlich an der Schnittebene. Im Gehirn wird CAP1 eher in Arealen mit geringer
Zelldichte und grofRer Axon- oder Dendritendichte exprimiert. Besonders deutlich wird
dies am Cortex cerebri, dem Kleinhirn und dem Bulbus olfactorius. Eine Ausnahme
macht dabei das Striatum und die Hippocampusformation. Hier werden deutlich die
Zellkorper markiert. Diese Gemeinsamkeit lasst sich aber nicht auf eine ahnliche
Struktur oder Funktion beider Areale, die sehr verschieden sind, zuruckfuhren.

Die Detektion von CAP1 war im CA3 Gebiet der Hippocampusformation, nicht aber in
den angrenzenden CA1 oder CA2 Gebieten mdglich. Obwohl direkt in der
Hippocampusformation benachbart unterscheiden sich diese Gebiete nicht nur in der
Expression von CAP1 sondern auch in ihrer Zytoarchitektur. Das aufert sich z. B.
darin, dass die Pyramidenzellschicht der CA1 Region dinner ist als die der CA2 und
CA3 Region. Die Pyramidenzellen der CA3 Region verfigen im Gegensatz zu den
anderen Uber besonders dicke dendritische ,Spines” [Keuker et al., 2003; Jaffe et al.,
1997].
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Diese ,Spines” sind kleine Fortsatze der Dendriten und dienen als postsynaptische
Kompartimente. ,Spines” unterliegen Veranderungen ihrer Form in Abhangigkeit von
der synaptischen Aktivitat. Dabei ist die Form in der Hauptsache vom Aktinzytoskelett
abhangig [Hering und Sheng, 2003]. Da die Pyramidenzellen der CA3 Region uber
besonders groRe ,Spines“ verfligen, ware es denkbar, dass hier eine starkere
Aktindynamik herrscht. Dies kdonnte die Detektion von CAP1 in den Neuronen der
CA3 Region erklaren.

Die deutlich starkere Expression von CAP1 im Cortex cerebri und dem Bulbus
olfactorius, die in der Westernblot Analyse fur die neugeborene Maus gezeigt werden
konnte, kdnnte mit Differenzierungsvorgangen erklart werden, bei denen es zu
Migration und dem Auswachsen von Axonen oder einer starken Neubildung von
Synapsen kommt. FUr den Neokortex der Ratte ist beispielsweise eine starke
Ausbildung von ,Spines® innerhalb der ersten Wochen bekannt [Yuste und
Bonhoeffer, 2004].

4.7 Subzellulare Lokalisation von CAP1

In den untersuchten Fibroblasten, Keratinozyten und Neuroblastomzellen konnte
CAP1 im gesamten Zytosol und an den Spitzen der Zellfortsatze detektiert werden.
Dies steht in Einklang mit bisher gemachten Untersuchungen [Vojtek und Cooper,
1993; Zelicof et al., 1996]. Eine Kolokalisation mit F-Aktin an Stref3fasern wie sie in
Swiss 3T3 Fibroblasten gezeigt wurde [Freeman und Field, 2000], konnte in unseren
Arbeiten aber nicht bestatigt werden.

Fur humanes CAP wurde gezeigt, dass der N-Terminus von CAP an einen Komplex
aus Cofilin und Aktin bindet. Dies wurde als die Ursache flur die Lokalisation von CAP
in den dynamischen Regionen der Zellperipherie, die reich an Aktin und Cofilin sind,
vorgeschlagen [Moriyama und Yahara 2002]. Diese Lokalisation konnten wir in
Doppelfluoreszenzen fur F-Actin und CAP1 beobachten. Sowohl in Keratinozyten wie
auch in Fibroblasten gibt es in den zentralen Bereichen der Zelle keine Kolokalisation
von CAP1 und F-Aktin, sondern an der Peripherie, an der das Aktinzytoskelett einer
grollen Dynamik unterliegt. Dabei wurde CAP1 aber nicht an der gesamten
Plasmamembran detektiert, sondern nur wie bei Dictyostelium discoideum an den

.leading edges” [Noegel et al., 1999].
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In undifferenzierten Neuro-2a Zellen war GFP-CAP1 Uber die gesamte Zelle verteilt.
Nach dem Auswachsen des Axons war aber eine starke Konzentration von CAP1 im
Wachstumskegel und an den Kontaktstellen zu anderen Zellen zu beobachten. Beim
Wachstumskegel handelt es sich um eine dynamische und bewegliche Struktur am
Ende des Axons. An seinem Vorderende liegen Lamellipodien und Filopodien, deren
F-Aktin Strukturen als Antwort auf Wegfindungsmolekile permanent umstrukturiert
werden [Lin und Greenberg, 2000]. Die Konzentration von CAP1 im Wachstumskegel
steht im Einklang mit der beobachteten Konzentration von CAP1 in den dynamischen
Bereichen der Zellperipherie in Fibroblasten und Keratinozyten. Bei den Kontakten,
die zwischen Neuro-2a Zellen gebildet wurden, konnte es sich um synapsenartige
Strukturen handeln. Aktindynamik ist bei der Ausbildung neuer Synapsen unerlaldlich
[Zhang und Benson, 2001] und F-Aktin ist sowohl auf der pra- wie auf der
postsynaptischen Seite hoch konzentriert [Luo et al., 2002]. Beides konnte eine
Erklarung far die Anreicherung von CAP1 an den Kontaktstellen zwischen den
Neuro-2a Zellen bilden.

Aus den Daten der Fluoreszenzmikroskopie konnte eine mdgliche Aktin-abhangige
Membranlokalisation abgeleitet werden. Einen weiteren Hinweis darauf ergab die
Sedimentation von CAP1 im Saccharosegradienten. Da eine Aktin-abhangige
Lokalisation an der Plasmamembran auch schon flr ein anderes zytosolisches
Protein, fur Coronin-3, gezeigt werden konnte [Spoerl et al., 2002], wurde dies als
Marker im Auftriebs-Saccharose-Dichtegradienten eingesetzt. Eine Aktin-abhangige
Membranassoziation konnte aber fir CAP1 nicht gezeigt werden. Ein Grund daflr
mag sein, dass CAP1, fur das eine Rolle bei der G-Aktin Bereitstellung
vorgeschlagen wurde [Freeman und Field, 2000], vielleicht nur indirekt Uber F-Aktin
mit der Plasmamembran verbunden ist oder nur wahrend der Ubertragung eines
Aktinmonomers auf das ,plus“-Ende kurzzeitig mit dem Aktinzytoskelett in Kontakt
tritt.

4.8 Welche Faktoren bestimmen die subzellulare Lokalisation von CAP1

In der Hefe ist die Lokalisation von CAP von der Bindung an Abp1 abhangig. Fur
diese Bindung sind der P2 Abschnitt des prolinreichen Bereichs und ein Abschnitt in
der N-terminalen Domane von CAP verantwortlich. Dieser N-terminale Abschnitt

Ubernimmt aber nur eine indirekte Rolle. Er ist verantwortlich fur die Dimerisierung
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von CAP, die vermutlich die SH3 Domane flr Abp1 zuganglich macht [Yu et al.,
1999]. Sequenzvergleiche verschiedener CAPs zeigten keine starke Konservierung
des P2 Motivs. Daher ist anzunehmen, dass dieses in hoheren Eukaryoten keine
wichtige Rolle spielt [Hubberstey und Mottillo, 2002]. Fir humanes CAP1 konnte
zwar gezeigt werden, dass das aktinbindende Protein c-Abl an den P1 Abschnitt der
SH3 Domane von CAP1 bindet [Freeman et al., 1996], aber flir eine Bedeutung der
SH3 Domane bei der Lokalisation der CAP Homologe aus Saugetieren gibt es bisher
keine Hinweise.

Wie schon unter 4.7 erwahnt, erscheint vielmehr der N-Terminus der CAP Homologe
fur die subzellulare Lokalisation ausschlaggebend zu sein [Noegel et al., 1999;
Freeman und Field, 2000; Leichter Doktorarbeit, 2002; Moriyama und Yahara, 2002].
CAP1 und CAP2 aus der Maus verfugen uber mogliche Phopsphorylierungsstellen
[Hubberstey und Mottillo, 2002; Leichter, 2002]. Damit ware eine Regulation der
Lokalisierung der CAP Proteine durch Phosphorylierung mdglich. Diese
Phosphorylierung kénnte durch Signaltransduktionswege als Antwort auf

extrazellulare Reize ausgelost werden.

4.9 CAP1- ein Oligomer

Die Fahigikeit von CAP1 mit sich selbst zu interagieren wurde bereits in ,Yeast Two-
Hybrid“ Versuchen und in Immunprazipitationen gezeigt [Hubberstey et al., 1996;
Zelicof et al., 1996]. Die Bildung eines CAP1 Oligomers von nicht naher bestimmter
GrolRe konnte indirekt auch hier durch die Lokalisation des CAP1 in
Saccharosegradienten gezeigt werden. Die Immunprazipitation lieferte im Gegensatz
dazu keine verwertbaren Daten. Es konnte lediglich gezeigt werden, dass der anti-
GFP Antikdrper GFP-CAP1 prazipitieren konnte. Endogenes CAP1 konnte aber nicht
koprazipitiert werden. In den vorangegangenen erfolgreichen Studien wurden
Fusionsproteine von CAP1 mit dem HA- und Myc-Epitop fur die
Immunprazipitationen verwendet. Mdglicherweise beeinflusste die Fusion mit GFP
die Oligomerisierung von CAP1, auch wenn in vivo kein verandertes Verhalten des
GFP Fusionsproteins im Vergleich mit endogenem CAP1 beobachtet werden konnte.
,Yeast Two-Hybrid“ Untersuchungen lieferten Hinweise auf eine Interaktion von
CAP1 und Endophilin [J. Mentrup, unverodffentlichte Ergebnisse]. Diese Interaktion

konnte hier mit Hilfe der durchgeflhrten Immunprazipitation nicht bestatigt werden.
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4.10 Eine mogliche Rolle von CAP1 bei der Wundheilung

Bei der Wundheilung spielen Fibroblasten und Keratinozyten eine wichtige Rolle. Mit
anderen proliferativen Zellen wandern sie in die Wunde ein und beginnen sich zu
teilen. Dies spielt sich am Wundrand ab, weil nur hier die Zellen wie z.B.
Epithelzellen ihre apikal-basale Polaritat verlieren und ihre Zell-Zell Kontakte
auflosen. Der fehlende Kontakt zur Nachbarzelle stellt vermutlich das Signal fur
Proliferation und Migration dar, die mit dem Ausstrecken der Zellfortsatze beginnt,
[Scheithauer und Riechelmann, 2003].

Das beschriebene Wundszenario wurde in vereinfachter Form in dieser Arbeit mit
Keratinozyten und Fibroblasten in einem Wundheilungsexperiment in vitro simuliert.
Wie an einer echten Wunde konnte hier an den ,Wundrandern® die Ausbildung von
Zellfortsatzen und eine Migration der Zellen in Richtung der ,Wunde® beobachtet
werden. Dabei war CAP1 am Leitsaum der Zelle, dem Bereich grofter Aktindynamik,
mit F-Aktin kolokalisiert. Da die Ausbildung von Zellfortsatzen von der Bildung von F-
Aktin abhangt [Heath und Holifield, 1993] und CAP1 ein wichtiger Organisator des
Zytoskeletts ist [Freeman und Field, 2000], kdbnnten veranderte CAP1 Spiegel die
Wundheilung negativ beeinflussen. Interessant ware in diesem Fall CAP1 mit Hilfe
von RNAi herunterzuregulieren und den Effekt auf die ,Wundheilung“ zu

untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Die Proteine der CAP Familie sind G-Aktin bindende Proteine, die bisher in allen
untersuchten eukaryotischen Organismen identifiziert werden konnten. Das erste
Mitglied dieser Familie wurde in S. cerevisiae als Bestandteil des
Adenylatzyklasekomplexes entdeckt, spater konnten CAP Homologe in einer Vielzahl
von Pflanzen, Tieren und Pilzen identifiziert werden. In Saugetieren werden zwei
Homolge, CAP1 und CAP2, exprimiert.

Hier wurde ein Knockout-Vektor fur CAP1 aus der Maus konstruiert und die
Expression von CAP1 in verschiedenen Organen sowie dessen subzellulare
Lokalisierung untersucht. Die Arme des Knockout-Vektors wurden mit einer DNA-
Polymerase  mit  Korrekturlesefunktion  (PfuTurbo®-DNA-Polymerase)  aus
genomischer ES-Zell DNA  amplifiziet und zusammen mit einer
Neomycinresistenzkassette in einen pBS-Vektor ligiert. Die homologe Rekombination
des Knockout-Konstruktes mit der genomischen Zielsequenz sollte das dritte Exon
des CAP1 Gens, bis auf wenige Basen am 5" und 3" Ende des Exons gegen die
Neomyzinresistenzkassette  austauschen. Dadurch kommt es zu einer
Leserasterverschiebung, die zu einem funktionslosen CAP1 Allel flhrt. Mogliche
alternative Spleilvorgange hatten ein verkurztes CAP1 Protein hervorbringen
konnen, dem aber der N-Terminus gefehlt hatte. Nach der Transfektion der ES-
Zellen mit dem knockout-Vektor wurden 450 ES-Zell Klone isoliert. Die
Durchmusterung dieser Klone nach homologer Rekombination erbrachte bei
Southernblot Analysen aber keine positiven Ergebnisse.

In Westernblot Analysen von Gewebehomogenaten wurde hier die CAP1 Expression
in der Maus untersucht. Dabei wurden in Homogenaten von Thymus, Milz und Lunge
die groten Mengen detektiert. Die zweitgroRten Mengen wurden in Hoden, Leber
und Magen nachgewiesen. Die geringsten CAP1 Spiegel waren in Herz,
Skelettmuskel, Gehirn, Haut und Niere vorhanden. Genauer wurde die Expression fur
CAP1 im Gehirn untersucht. Bei neugeborenen Mausen konnte mehr CAP1 in den
Homogenaten von Cortex cerebri und Bulbus olfactorius als in den Homogenaten
von Thalamus/ Striatum, Hirnstamm und Cerebellum nachgewiesen werden. Fur die
adulten Tiere wurden Thalamus und Striatum separat und zusatzlich noch das
Homogenat der Medulla oblongata analysiert. Fur fast alle Gehirnbereiche konnte

das gleiche Expressionsniveau fur CAP1 gezeigt werden, nur im Thalamus und der
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Medulla oblongata konnten etwas hohere CAP1 Spiegel nachgewiesen werden.
Zusatzlich konnte CAP1 im Bulbus olfactorius, im Cortex cerebri, in der
Hippokampusformation, im Striatum, in der Capsula interna und im Cerebellum mit
Hilfe indirekter Immunfluoreszenz nachgewiesen werden.

In Northernblot Analysen wurde hier eine gleichmallige Expresison von CAP1
wahrend der Entwicklung von Tag 7-17 gezeigt. Gleichzeitig machten indirekten
Immunfluoreszenzstudien an Paraffinschnitten deutlich, dall die CAP1 Expression
auf bestimmte Organe beschrankt ist.

Die subzellulare Lokalisation wurde mit indirekter Immunfluoreszenz und mit einem
GFP-CAP1 Fusionsprotein an Zellen und zusatzlich durch subzellulare
Fraktionierungen von Zellhomogenaten im Saccharosegradienten untersucht.

In Fibroblasten und Keratinozyten kolokalisierte CAP1 mit F-Aktin am Leitsaum.
Gleichzeitig war GFP-CAP1 im Wachstumskegel differenzierter Neuroblastomzellen
konzentriert. Auch bei Wundheilungsexperimenten, die mit Fibroblasten und
Keratinozyten durchgefiihrt wurden konnte die Lokalisation von CAP1 am Leitsaum
der Zellen gezeigt werden. Damit war CAP1 in allen untersuchten Zellen in den
Bereichen mit gro3ter Aktindynamik angereichert.

In der subzellularen Fraktionierung konnte fir CAP1 aber keine Membranassoziation
Uber F-Aktin gezeigt werden. Statt dessen wurde gezeigt, dal’ CAP1 als Multimer
vorliegt.
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6. Summary

The CAP family of proteins belongs to the actin binding proteins and is found in all
analysed eukaryotic species. The first member of the family was discovered as a
component of the adenylate cyclase in S. cerevisiae. The later CAP homologues
were identified in a wide variety of animals, plants and fungi. Mammals express two
homologues, CAP1 and CAP2.

This work included the construction of a knockout vector for mouse CAP1. In
addition, the expression pattern of CAP1 in different organs and the subcellular
localization of CAP1 in different cell lines was tested.

Genomic ES-cell DNA as a template and the proofreading enzyme PfuTurbo®-DNA-
Polymerase were used to amplify the arms of the ko vector by PCR. Together with
the neomycin resitance cassette these arms were cloned into a pBS vector. The
homologous recombination of the knockout vector with the chromosomal target
sequence will result in a frameshift mutation. This will lead to disruption of the
function of one CAP1 allele. Putative alternative splice sites could have produced a
truncated protein missing the N-terminal domain. After the transfection of the ES-cells
with the ko vector, 450 clones were isolated and screened by Southernblot analysis.
So far no positive clone was detected.

In a Westernblot analyses of homogenized tissues the biggest amounts of CAP1
were detected in thymus, spleen and lung followed by testis, liver and stomach. The
lowest expression levels were revealed in heart, skeletal muscle, brain, skin and
kidney. The expression of CAP1 was more precisely tested in the brain. In newborn
mice the expression level of CAP1 was higher in the cortex and the olfactory bulb
than in the homogenates of thalamus/ striatum, brainstem and Cerebellum. In adult
mice the thalamus and striatum were tested separately and in addition to the brain
areas tested in the newborn mice, Medulla oblongata was tested. For most brain
areas a similar expression level of CAP1 was detected. Just in the thalamus and the
Medulla oblongata a slightly elevated CAP1 level were observed. In addition to the
westernblot analysis, CAP1 could be detected in the olfactory bulb, cortex,
hippocampal formation, striatum, Cerebellum and the Capsula interna by indirect

immunofluorescence.
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Northernblot analysis showed an equal expression of CAP1 from embryonic day 7 to
day 17. At the same time indirect immunofluorescence studies revealed a restricted
expression of CAP1 to several organs.

The subcellular localization of CAP1 was examined by indirect immunofluorescence
and by expression of GFP-CAP1 fusion protein in cells. Additionally cell
homogenates were checked by subcellular fractionation.

In fibroblasts and keratinocytes the cytosolic protein CAP1 locallized with F-actin at
the leading edges of the cells. In differentiated neuroblastoma cells GFP-CAP1 was
concentrated in the growth cone. In wound healing experiments CAP1 is found to be
enriched at the leading edge of fibroblasts and keratinocytes too. Taken together
CAP1 was enriched in all cases at sites with highest actin dynamics.

In the subcellular fractionationing CAP1 couldn’t be shown as associated to the

membrane via actin. Instead of this it was shown that CAP1 is forming multimers.
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