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A Einleitung

1. Das Zytoskelett

Eukaryotische Zdlen werden von filament&ren Strukturen durchzogen, die an viden
elementaren Prozessen wie z.B. der Formgebung und der Bewegung von Zellen betaligt snd.
Die Gesamtheit der Filamente bildet das Zytoskdett. Die enzenen Flamenttypen werden
nach ihrem Durchmessr in  Mikrofilamente, intermedide Flamente und  Mikrotubuli
engaelt [Bershadsky und Vadliev, 1988]. Obgleich die verschiedenen Filamente aus
unterschiedlichen  Proteinen  aufgebaut snd, liegt ihnen @n  gemensames Bauprinzip
zugrunde, namlich die Bildung durch die Polymerisation monomerer Proteine. Die Flamente
werden in Abhdngigkeit von extra bzw. intrazdluléren Sgnden nach Bedaf auf- oder
abgebaut. Dabe  gpiden akzessorische Proteine, die in das Glechgewicht  zwischen
Polymerisation und Depolymerisation der Monomere engreifen, eine wichtige Rolle [Amaos
und Amos, 1991].

Die rohrenformigen Mikrotubuli haben einen Durchmesser von ca. 25 nm. Se bestehen aus
13 Protofilamenten, die aus a/b-Tubulindimeren aufgebaut snd. Die Polymerisation i GTP-
abhéngig und ezeugt geichtete Flamente, die vom  Mikrotubuli- Organisationszentrum
(MTOC) ausgehend die gesamte Zelle durchziehen. Dabel weist das schndl wachsende Ende
da FHlamente zur Zdlperipherie. Der Spindeapparat, der wdahrend der Mitose die
Chromosomen an der Aquatoridplate anordnet und auf die Tochterzellen verteilt, wird durch
Mikrotubuli aufgebaut [Manddkow und Mandekow, 1995]. Darlber hinaus dienen die
Mikrotubuli  ads Schienensysem fir den intrazdlul&en Trangport von Vesken und
Organdlen durch die Motorproteine Dynein und Kinesin.

Im Gegensaiz zu der homogenen Familie der globulaen Tubuline wird das Intermediar-
filamentsystem durch eine sehr heterogene Gruppe eongierter Proteine aufgebaut. Sie lassen
gch in dreé Familien untetelen: Zytokeratine, Vimentin und Vimentin-dhnliche Proteine
sowie Lamine. Die Mitglieder dieser Familien enthdten dle eine zentrde a-heikde Doméane,
Durch die Aushildung von Doppedwenddn efolgt die Verknlpfung der Monomere zu
Protofilamenten. Mehrere  Protofilamente ergeben das 10 nm dicke, aulers unlédiche
Intermediafilament. Als Funktion wurde fir die Intermedidfilamente eine Beteligung an der
mechanischen Stabiliserung der Zellen beschrieben [Franke, 1993].
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2. Aktin und Aktin-bindende Proteine

De Grundbaustein der Mikrofilamente ist Aktin, ein 43.000 Da Protein [Pollard, 1990]. Die
Mikrofilamente haben einen Durchmesser von 5-7 nm. In Muskdzdlen bilden Aktin- und
Myosnfilanente die hochspezidiserte Einheit der Krafterzeugung, das Sarkomer. Unter
Energieverbrauch  kénnen die beiden Filamentsyseme aneinander vorbeiglaten, was zur
Kontraktion des Muskds fuhrt [Huxley, 1969]. In Nichtmuskelzellen bilden die Aktin-
filamente kene permanente Struktur, de unteliegen vidmehr enem dynamischen Auf- und
Abbau. Vide Zdltypen werden von langen Bindein aneinandergdagerter Aktinfilamente, den
Aktinkabeln oder ,gress fibers', durchzogen. Unter der Plasmamembran der Zdlen befindet
gch ein feines Netzwerk kirzerer Aktinfilamente, der sogenannte Cortex.

In vitro efolgt die ATP-abhdngige Polymerisation des Aktins in Anwesenheit mono- und
divdenter Kationen wie zB. K* und M¢f* ab dner Konzentration von 0,1 uM. Die Bindung
der lonen an Aktinmonomere (G-Aktin) fihrt zu ener Konformationsdnderung, die die
Bildung der Flamente (F-Aktin) ermdglicht. Der geschwindigketsbestimmende Schritt der
Polymerisation ist die Erzeugung von Aktintrimeren, die sog. Nuklegtion. Die Verlangerung
des Nukleus efolgt an beden Enden des entsehenden Filaments mit unterschiedlichen
Geschwindigkeiten. Die kritische G-Aktinkonzentretion, d.h. die Konzentration, bel der
Polymerisation und Depolymerisation mit gleicher Geschwindigkeit ablaufen, betrégt fir das
schnellwachsende (+)-Ende des Filaments etwa 0,1 pM und fir das langsamwachsende (-)-
Ende 08 pM [Gatner et al., 1989; Wegner und Isenberg, 1983]. Die Konzentration von
Aktin in Nichtmuskelzdllen betragt 100 pM. Davon liegen nur etwa 50% in polymerer Form
vor, obwohl die ionischen Bedingungen der Zdlen ene vollgéndige Polymerisation des
Aktins fordern sollten [Zigmond, 1989]. Die Regulation des F-Aktingendts unterliegt in
Zdlen enea groflfen Anzahl Aktin-bindender Proteine [Pollard und Cooper, 1986; Stossd et
al., 1985].

Aktin-bindende Proteine lassen sch nach ihrer Funktion in Gruppen entellen (Abbildung 1)
[Noegd und Luna, 1995]. Profilin [Haugwitz et al., 1991] und CAP [Gottwald et al., 1996]
aus Dictyostelium discoideum binden G-Aktin in @nem 1:1 Komplex. Dadurch wird
monomeres Aktin dem Glechgewicht entzogen und die Polymerisation verlangsamt. Eine
andere Gruppe Aktin-bindender Proteine interagiert mit dem (+)-Ende der Filamente, so dass
zur Anlagerung von Monomeren nur das ¢)-Ende zur Verfigung seht. Diese Funktion haben
z. B. Cap Z aus den Z-Linien der Muskelzdllen [Casdla et al., 1986] und Cap 32/34 aus
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D. discoideum [Eddy et al., 1996; Haus et al., 1993]. Die Depolymerisation von
Aktinfilamenten ig¢ fir die gahdige Umorganisation des Zytoskdetts unerlésdich. Die
Filamente werden dazu zunéchg in klenere Stiicke fragmentiert. Diese Funktion wird von
Proteinen wie Gdsolin aus Saugerzdlen [Yin und Stossd, 1979] und Severin aus D.
discoideum [Eichinger et al., 1998; Eichinger und Schleicher, 1992] Ubernommen. Nach der
Fragmentierung der Filamente binden sie an das (+)-Ende der Filamente und verhindern so
éne eneute Anlageung von Monomeren. Eine wetere  Gruppe ddlen  die
membranassoziierten Aktin-bindenden Proteine dar. Ponticulin [Hitt et al., 1994; Shutt et al.,
1995], Tdin [Kreitmeier et al., 1995] und Hisactophilin [Sched et al., 1989; Hanakam et al.,
1996] verbinden den Aktin-Cortex mit der Plasmamembran, wahrend Comitin [Weiner et al.,
1993] und Intergptin [Rivero et al., 1998] Aktin-Flamente an intrazdluld&en Membranen
verankern.
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Abbildung 1: Aktin-bindende Proteinein Dictyostelium discoideum [aus: Eichinger et al., 1999].
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Die mechanische Stabilitst der Aktinfasern wird  durch  Aktin-quervernetzende Proteine
erhoht. Diese Proteine verbinden die Aktinfilamente entweder zu pardlden Blnddn, wie z.B.
Fimbrin [De Arruda et al., 1990], oder zu orthogonaen Netzwerken. Zu dieser zweiten
Gruppe gehoren Spektrin [Brenner und Korn, 1979], a-Aktinin [Noegd et al., 1987] und die
Filamine [Hatwig und Stossd, 1975; Condedlis et al., 1981]. Zur Ausibung ihrer Funktion
missen die quervernetzenden Proteine zwe  Aktin-Bindedomédnen enthdten, die entweder
beide auf ener Polypeptidkette lokaisert snd oder durch die Dimeriserung von zwe
Polypeptidketten mit je ener Bindedomédne erzeugt werden [Eichinger et al., 1999]. Der
grukiurele Aufbau vider Aktin-quervernetzender Proteine it hoch konserviert [Hartwig und
Kwiatkowski, 1991; Vanderkerkhove und Vancompernolle, 1992]. So besteht die Gruppe der
a-Aktinin-/Spektin-ahnlichen Proteine aus ener sehr homologen N-terminden Aktin-Binde-
doméane aus ewa 250 Aminosiuren und enem dongierten Rest aus Wiederholungsainheiten.
Diese Untereinheiten werden entweder durch einen hohen Antel a-hdikder (a-Aktinin und
Dydtrophin [Pary et al., 1992]) oder b-Fatblatt-Struktur (Flamin [Fucini et al., 1997])
gekennzeichnet.

3. Die Filamine und ihre Bindungspartner

Flamin gehtrt in viden Zdlen zu den haufigden Aktin-quervernetzenden Proteinen. Die
Mitglieder dieser Proteinfamilie unterscheiden sch von den anderen Aktin-quervernetzenden
Proteinen durch ihre aus b-Fdtblatsrukturen aufgebauten eongierten  Wiederholungs-
enhaten (Tabdle 1). Die Dimeiderung der Flamine efolgt Uber die Wechsdwirkungen der
beiden C-terminden Wiederholungseinheiten der Molekile [Hartwig, 1994]. Die dongierte
Doméne da dreé humanen Filamine besteht aus 24 Einheten mit je ungefdhr 96
Aminosiuren. Die C-terminde Einheit is durch ene kurze Geenk-Sequenz vom Rest des
Molekils abgesetzt. Flamin B (b-Flamin) und Flamin C (g-Flamin) werden in zwe
Isoformen  exprimiert, die dch durch das Vorhandensain einer zweiten Geenk-Region
zwischen Untereinheit 15 und 16 unterscheiden. In Flamin A (ABP280, a-Flamin) ist dieses
Schanier immer vorhanden. Diese Gedenke bewirken die zur Quervernetzung der Flamente
ndtige Hexibilittt der Flamine. In dektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen humane
Flamine ene V- oder Y-formige Geddt [Hatwig und Stossd, 1981]. Das spezifisch in
Muskdlzdlen vorkommende Flamin C tragt ene Insation von 78 Aminosiuren in der
zwanzigsen Untereinheit [Maedtrini et al., 1993; Xie et al., 1998; van der Ven et al., 2000a],
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die zur korrekten Lokdisation an der Z-Scheibe des Sarkomers beitrdgt [van der Ven et al.,
2000b]. Die Ahnlichket der humanen Filaminen is mit 60-80% homologer Aminosiuren

sehr hoch.

Drosophila melanogaster bestzt zwe Flamin Gene, die fur Protene mit jewels 20
Wiederholungseinheiten kodieren. Ihr Aufbau dhndt den humanen Flaminen. Aus dem
Hlamin 1 Gen entseht durch dternatives Splelfen zusdtzlich en aus neun Untereinheiten
aufgebautes Flamin (dmFLN1-9), das keine Aktin-Bindedoméne enthdt. Es ig wie auch
dmFLN1-20 en Bedandtel von Follikdmembranen und Ringkanden der Ovarien [Li et al.,
1999; Sokol und Cooley, 1999].

Dictyostelium discoideum Filamin (ddFLN, ABP120, Gelaionsfaktor) besteht dagegen aus
ener konsarvieten Aktin-Bindedoméane und ener dongieten Doméne, die aus nur sechs
Wiederholungsaeinheiten & 100 Aminosduren zusammengesetzt id. Die enzdnen Einhdten
bestehen drukturell aus seben b-Srrdngen, die ein ,Sandwich” aus zwe antipardlden b-
Fdtblattstrukturen bilden. Dadurch entsteht eine Immunglobulin-ghnliche Struktur [Fucini et
al.,, 1997]. DdFLN dimeriset wie dle anderen Mitglieder der Flamin-Familie durch
Interaktion der beiden C-terminden Untereinheiten [Fucini et al., 1999]. Die Bindung wird
durch die Ausbildung intermolekularer b-Fdtblattstrukturen zwischen diesen  Einhedten
vermittelt. Dabe snd die beiden Polypeptidketten im Gegensatiz zu den anderen Filaminen
antiparalld angeordnet [McCoy et al., 1999]. D. discoideum Hlamin ig in vivo im Zdlcortex,
in Lamdlipodien und Filopodien lokaisert [Condedis et al., 1981]. Durch Mutagenese und
.gene diguption* wurden mehrere  Flamin-defiziente  Mutanten mit  unterschiedlichem
gendlischen Hintergrund in D. discoideum isoliet und charakterisert [Brink et al., 1990;
Wadlraff und Wadlraff, 1997; Cox et al., 1992, 1995, 1996; Eichinger et al., 1996]. Die
Andyse diesr Mutanten ergab Defekte in der Zytoskdettstruktur und Quervernetzung der
Aktinfilamente, die sch auf die Anzahl und Grol3e der gebildeten Pseudopodien und dadurch
auf die Zelbewegung, Chemotaxis und Phagozytoseféhigkeit der Mutanten auswirkt [Cox et
al.,, 1992, 1995, 1996]. Ba mehreren Mutanten ist die Fahigkeit zur gerichteten Phototaxis
und Thermotaxis im , Sug*-Stadium der Amdben beeintrachtigt [Fisher et al., 1997; Walraff
und Wallraff, 1997].
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Tabelle 1: Einteilung der Mitglieder der Filamin-Proteinfamilie [Stossel et al., 2001].

Name andere Namen Anzahl der Einheiten Gelenk 1
HsFLN A ABP, ABP280, FLN1, nonmuscle Filamin, aFLN 24 +
HsSFLN B bFLN, FH1, FLN3 24 +-
HsFLN C OFLN, ABP-L, FLN2 24 +-
GgFLNB AN 24

DdFLN ABP120, Gelationsfaktor 6

DmFLN1-20 | Filamin-240, Filamin 1 20 +
DmFLN1-9 Filamin-90 9

DmFLN2 20 +

Bidang wurden Uber 20 Bindungspartner der Filamine identifiziert, deren Interaktionen durch
die dongiete Doméne des Flamins vermittdt werden (Tabele 2). Durch enige dieser
Patner wird das Aktin-Zytoskelett mit Membranen und Membranrezeptoren in  Kontakt
gebracht. Diese Interaktionen tragen enersdts zur mechanischen Stabilitd  und  zur
Aufrechterhdtung von Zdl-Zdl- und Zdl-Matrix-Verbindungen bel, andererseits kann durch
den Kontakt des Filamins mit Membranrezeptoren die Umorganisation des Aktin-Zytoskeletts
in Abhangigkeit von extrazdluldren Signden vermittdt werden. Flamin A und B binden Uber
Untereinheit 15 an Glycoprotein Iba, einen Bestandtell des von-Willebrand- Faktor- Rezeptor-
Komplexes [Andrews und Fox, 1992; Cunningham et al., 1996; Takafuta et al., 1998; Gu et
al.,, 1999]. Dieser Komplex ist durch die Bindung des subendothdialen von-Willebrand-
Fektors an der Adhdson von Blutplétchen be der Blutgerinnung beteiligt. Flamin bindet
auch an den zytoplasmatischen Tell von b1A, b1D, b2, b3 und b7 Integrin [Pfaff et al., 1998;
Loo et al., 1998]. Integrine snd ene Familie von Membranrezeptoren, die Zel-Zdl- und
Zdl-Mdrix-Interaktionen  vermitteln.  Wetere mit  Flamin interagierende Plasmamembrant
Rezeptoren dnd Tissue Factor [Ott et al., 1998], ein Aktivator des Faktors VII der
Blutgerinnungskaskade, und Fcg Rezeptor Typl (CD64), ein Transmembranprotein, dessen
Funktion in Phagozytose und Antigenprozesserung in Myedomazdlen liegt [Otha et al.,
1991]. Die Protease Furin & an der C-terminaden Prozesserung vider Transmembranproteine
beteligt. Zu ihren Subdraten zdhlen Rezeptoren, virde Hullenproteine sowie Toxine und
Plasmaproteine. Die Vertellung des Furins zwischen Plasmamembran, Endosomen und trans-
Golgi-Apparat wird durch sene Bindung an die Filamin-Untereinheit 11 gesteuert [Liu et al.,
1997]. Ein weiterer Bindepartner des Flamins ist Caveolin | [Stahlhut und van Deurs, 2000],
das haufigte Protein der Caveolen. Caveolen snd Cholesterin- und Sphingolipid-reiche
Membranveskd, die in den zdlul&en Transport und in die Sgndtransduktion involviert
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snd. Der Dopamin D, Rezeptor, ein Rezeptor der heterotrimeren G-Protein Kaskade, bindet
Uber ene intrazdlul&e Schlefe an Flamin [Li et al., 2000]. Etwa die Hdfte der Féle
familigrer Alzhemescher Erkrankung (,early onset  Alzheme’s diseess®) dnd  auf
Mutetionen im Gen des Presilin-Proteins  zurlickzufihren.  Preseniline snd
Transmembranproteine mit seben oder acht Transmembrandoménen und einer zytosolischen
Schiefe, die ene wete Vebratung in fast dlen Geweben aufweisen. Se snd vor dlem in
den Membranen des Golgi-Apparates, des Endoplasmatischen Retikulums und in Membranen
von Trangportveskeln  nachweisbar. Eine Subpopulation des Presenilins i an  der
Pasmamembran von Lamdlipodien lokdiset [Schwarzman et al., 1999]. Eine Interaktion
der zytoplasmatischen Schleife des Presenilins wurde sowohl fir humanes Filamin A und B
as auch fur Drosophila Flamin 1-20 nachgewiesen [Zhang et al., 1998; Guo et al., 2000].
Filamin C, die muskdspezifische Isoform des Filamins, bindet an Membranproteine, die be
Petienten mit Muskedysrophien (,limb girdle muscular dystrophy“) verandert snd. d-
Sarcoglycan [Thompson et al., 2000], FATZ [Faulkner et al., 2000] und Myatilin [van der
Ven et al., 2000b] sind an der Z-Schelbe der Muskelzdlen lokdidert. Ba ener Mutation in
diesen Proteinen, wie se bae Muskddystrophien auftritt, konnte ihre Interaktion mit Filamin
gestort und so die mechanische Stabilitét der Membranen herabgesetzt sain.

Eine Funktion des Flamins be zdlul&ren Sgndtransduktionskaskaden wird durch seine
Interaktion mit Komponenten des NFKB Sgndweges deutlich. Die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFKB resultiert in der Expresson von Genen, deren Produkte an der
Kontrolle des Zelwachdums und der Immunantwort betelligt snd. Primérer Stimulus der
NFkB Aktivierung is die Interektion von Interleukin 1 (IL-1) und Tumornekross-Faktor
(TNF) mit ihren Rezeptoren. Drosophila Filamin bindet an Tall, ein Protein, das Homologien
zu den humanen Rezeptoren fur Interleukin 1 und Tumornekrose-Faktor aufweist [Edwards et
al., 1997]. Waeiterhin interagiet humanes Flamin mit TRAF2, dem Tumornekross-Faktor-
assoziierten Fektor 2 [Leonardi et al., 2000]. TRAR2 it ein zdlulzrer Ubertrager der IL-
UTNF-Rezeptor Aktivation auf dressaktivierte Proteinkinasen (SAPK). Ein weiterer Hinwels
auf ene Betdligung des Flamins an diesem Sgndtransduktionsveg i ssine Bindung an
SEK1, ene Protenkinase, welche dressaktivierte Proteinkinasen durch  Phoshorylierung
ativiet [Marti et al., 1997]. Auch der Androgen Rezeptor i ein Bindungspartner des
Hlamins. Dieser zytoplasmatische Rezeptor wird nach Aktivierung durch androgene Steroide
in den Zdlkern transportiert. In Flamin defizienten Zdlen findet diese Trandokation des
Rezeptors nicht datt [Ozanne et al., 2000]. Eine wetere Klasse von Filamin-interagierenden
Proteinen snd die kleinen G-Proteine. Filamin bindet die GTPasen RhoA, Racl, Cdc42 und
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RdA, wobe de Bindung an RAA GTP-abhdngig ig [Otha et al., 1999]. AuRerdem
interagiet FHlamin mit Trio, enem Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF) fur RhoA und
RhoG [Bdlanger et al., 2000]. Flamin vermittdt demnach die Umorganisation des Aktin-

Zytoskeetts nach Aktivierung verschiedener Signdtransduktionskaskaden.

Tabdle2: DieBindungspartner der Filamine.

Bindungspartner

I nter aktionsdoméane der
Filaminsequenz

I nteraktionsdoméne der
Partner sequenz

Funktion der Interaktion

Glycoprotein Iba

UE15

a-UE

Zellausbreitung

Integrine (b1A, b1D, b2,
b3, b7)

C-terminale Hélfte

Zytoplasmatische Doméane

Mechanische
Stabilisierung

Tissue Factor UE23-24 Assoziation in vivo

FcRI (CD64) Liganden-sensitive
Dissoziation

Furin UE 1314 Kompartimentalisierung
des Furins

d-Sarcoglycan UE 23-24 (HsFLN C) Mdgliche Rolle bei
Muskeldystrophien

Myatilin UE 19-21 (HsFLN C) Ig-Doméane M égliche Rolle bel
Muskeldystrophien

FATZ (HsFLN C) Z-Scheiben-Lokalisation

Caveolin-1 C-terminale Halfte Kolokalisation in
Caveolen

Presenilin C-terminale Halfte (Hs Zytoplasmatische Schleife | Kolokalisation, FLN1

FLN A und B, Dm FLN1)

Uberexpression inhibiert
den Phéanotyp der
Presenilin Uberexpression

in Drosophila
Dopamin D, Rezeptor UE 16-19 Dritte zytoplasmatische Abgeschwéchte Antwort
Schleife auf Dopaminin FLN-
defizienten Zellen
Granzym B UE?24 Hydrolysevon FLN
Tall UE 16-20 (DMFLN1) Bindet auch Tube
TRAF2 UE 21-24 FLN A Uberexpression
verhindert NFKB und
SAPK Aktivierung
FK-1 UE 21-24 FLN-SEK-1 Komplex
aktiviert SAPK

Androgen Rezeptor

C-terminale Halfte

Keine Translokation des
Rezeptorsbei FLN-

Defizienz
Rho, Rac, Cdc42 UE21-24 Nicht GTP-abhéngig
RaA UE24 GTP-abhéngig
Trio UE 23-24 GE~-Domane 1 ZdIform
cvHSP UE21-24

Hepatitis B Virus Protein

C-terminale Hélfte
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4. Dictyostelium discoideum als Modellorganismus

Dictyostelium discoideum, eine Amobe aus der Klasse der Myxomyceten, eignet Sch ds
Moddlorganismus vor alem zur Untersuchung des Zytoskeetts und zytoskelett-assoziierter
Proteine. D. discoideum ig enfach in axenischem Medium zu kultivieren, zegt
Differenzierungsvorgdnge von Uberschaubarer Komplexitdt und i viden Methoden der
Molekularbiologie zuganglich. Dartber hinaus wels diessr Organismus in Bezug auf
Chemotaxis, Pseudopodienbildung, Phagozytose sowie zdlul&en Trangport Gemeinsam
keiten mit Zdlen héherer Organismen wie z.B. den Granulozyten, den motilen Zdlen des
Immunsystems, auf.

: Sporenirdger J.:-_:.; \_/,,
Migrel, -_h e %5097-\3,0 S
igrationsphase DICTYOSTELIUM # :‘\V‘ 2 -.';"':h
DISCOIDEUM M

" -3 .
ey e gt
Rl ~

Conusbidung

Abbildung 2: Entwicklungszyklus von D. discoideum [aus: Gerisch, 1965]. Aus den Sporen schllpfen unter
gunstigen Bedingungen Amoben, die sich von Bakterien erndhren und vegetativ vermehren. Be
Nahrungsmangel aggregieren die Zellen und bilden ein Pseudoplasmodium, das eine Wanderungsphase
durchlaufen kann. Nach ca. 18 Stunden beginnt die Kulmination, bei der die Sporen vom wachsenden Stiel nach
oben getragen werden. Die Sporen werden durch Beriihrung des Sporenkopfes freigesetzt, keimen aus und
beginnen einen neuen Zyklus.
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Die natdrlich im Wadboden lebenden Amoben erndhren sch von Bakterien. Bel Entzug der
Nahrungsgqudle durchlauft D. discoideum enen asexudlen Entwicklungszyklus, in dessen
Velauf die Zdlen in zwea Zdltypen differenzieren und einen vidzdligen Fruchtkorper
aushbilden. Durch den Nahrungsmangel schitten die Zellen das Chemoattraktans cCAMP aus
[Gerisch et al., 1975], wodurch jewels etwa 100.000 Zdlen aggregieren und en
Pseudoplasmodium bilden. Das Aggregat bildet eine Spitze und sreckt sch zu einem auf dem
Untergrund  aufliegenden wurmartigen Gebilde, dem ,Sug*. In diesem lassen sch zwe
Zdltypen unterscheiden, die PraStid- und die PréSporenzellen. Nach 18 Stunden beginnt
die Kulminationsphase, bei der dch der ,Sug* aufrichtet und der grolde Tel der Zelmasse
vom wachsenden Stied nach oben getragen wird. Der durch Invaginaion von Stidzelen
verlangete Stid trégt zum Abschluss der Entwicklung den Sporenkopf. Stidzdlen und
Sporenkopf  bilden ene Zedlwand, die durch Zdluloseanlagerung verstérkt wird. Bei
Berthrung platizt der Sporenkopf auf. Unter gingtigen Bedingungen keimen die Sporen aus
und kénnen einen neuen Entwicklungszyklus durchlaufen.

5. Zielsetzung der Arbeit

Bidang wurde neben Aktin kein weterer Bindungspartner des D. discoideum Flamins
beschrieben. Die Involvierung von Filamin in die Photo- und Thermotaxis von Dictyostelium,
die 5ch ba dear Andyse der Flamin-defizienten Mutante GHR gezeigt hat, |&sst dlerdings
auf eine Funktion des Filamins bel der Vermittiung extrazdluldrer Signde schlief¥en. Diese

Funktion konnte durch die Interaktion mit weiteren Proteinen vermittet werden.

Das Zid der vorliegenden Arbeit war die Identifizieeung weiterer Bindungspartner des
D. discoideum Flamins. Dazu wurde ene , Two-Hybrid* cDNA-Bank Durchmusterung mit
Filamin ads ,Koderprotein® durchgefihrt und das Flamin-interagierende Protein, FIP, as
unbekannter Bindungspartner identifiziert. Die Interaktion zwischen Flamin und FIP wurde
durch unabhdngige Untersuchungen bestétigt und FIP in D. discoideum charakterisert.



B Ergebnisse

1. Identifizierung von Bindungspartnern des Dictyostelium
discoideum Filamins mit dem Hefe , Two-Hybrid“ System

1.1 Grundlagen des Hefe , Two-Hybrid” Systems

Das Hefe ,Two-Hybrid® System it @ne in vivo Methode zum Nachwels von Protein-Protein
Wechsdwirkungen und zur Isolierung von Genen, deren Produkte miteinander interagieren
[Batd et al., 1993a, 1993b; Chien et al., 1991; Fields, 1993; Fidds und Sternglanz, 1994;
Luban und Goff, 1995; Fritz und Green, 1992; Guarente, 1993]. Es wurde erstmals 1989 von
S. Fidds und O. Song [Fields und Song, 1989] vorgestdlit.

Das ,Two-Hybrid* Sysem beruht auf den Eigenschaften des Saccaromyces cerevisiae
Transkriptiondfaktor GAL4. Dieses Proten i en Transkriptionsaktivator, der fur die
Expresson von Genen, die fir Enzyme des Gaaktosestoffwechsds kodieren, erforderlich igt.
Es besteht aus zwe funktiond essentidlen Doménen, der DNA bindenden Doméne (DNA-
BD) und der Transkriptionsaktivierungsdoméane (AD). Die DNA bindende Doméne erkennt
ene gezifische Sequenz (,upstream activating sequence = UAS') dromaufwarts von GAL4
kontrollieten  Genen und bindet an diese Die Aktivierungsdoméne interagiet  mit
Komponenten des RNA-Polymerasell-Komplexes und initiiet dadurch die Transkription
dieser Gene. Die Transkriptionsaktivierung funktioniert auch, wenn die beiden Doménen auf
zwe verschiedenen Fusonsproteinen lokdisert snd, solange se durch die Interaktion der
Fusongeile in nahen réumlichen Kontakt gebracht werden. Die physkaisch getrennten
GAL4-Doménen dleine snd nicht in der Lage, die Transkription von Genen enzuleiten [Ma
und Ptashne, 1988; Brent und Ptashne, 1985].

In dem hier verwendeten , Two-Hybrid* Sysem werden nun mit Hilfe von zwe kompatiblen
Vektorsysemen zwel  verschiedene Hybridgene in Hefezdlen des Stammes Y190
eingechleusst. Diesr Hefestamm bestzt kein endogenes GAL4-Protein. Die entsprechenden
Fusonsproteine werden exprimiet und in den Zdlkern importiet. Das ,Koderprotein®
(,bat*), das ein Fusonsprotein aus den ersen 147 Aminosduren der GAL4 DNA-bindenden
Doméne mit dem zu untersuchenden Protein X dargtelt, wird durch den Vektor pAS2 kodiert
[Harper et al., 1993]. Das pACT2-Pasmid [Durfee et al., 1993] kodiert fur die Aminoséuren
768 his 881 der GAL4-Aktivierungsdoméne [Keegan et al., 1986; Hope und Struhl, 1986; Ma
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und Ptashne, 1987] und wird mit der cDNA enes potentielen Bindungspartners Y verknipft.
Dies fUhrt zur Expresson des ,Beuteproteins’ (,prey”). Konnen die beiden Proteine X und Y
spezifisch  miteinander  interagieren, werden DNA-bindende und Aktivierungsdoméne des
GAL4-Proteins  durch  die  Wechsdwirkung in Kontakt  gebracht  und  die
Transkriptionsaktivierung eines oder mehrerer Reportergene mit - sromaufwarts  liegenden
GAL4 Bindessguenzen (GAL1 UASg) kann efolgen (Abbildung 3) [Slver et al., 1984,
Chien et al.,, 1991]. Die Aktivierung diesser Reportergene macht die Protein-Proten-
Interaktion phanotypisch auswertbar. Das Genprodukt des HIS3-Reportergens ermdglicht das
Wachdum der Heezdlen auf Hididinfraem Sdektionsmedium. Das Enzym  b-
Galaktosdase, Genprodukt des LacZ-Reportergens, hydrolyset ene Vidzahl von b-
Gaaktosden einschlielich chromogener® Substrate wie das 5-Brom-4-Chlor-3-Indol-b-D-
Gaaktosepyranosd (X-Gd). Die Transkriptionsaktivierung des LacZ-Reportergens léasst sch
somit anhand der b - Galaktosidase- Aktivitét nachweisen.

A Protein X

DNA-BD

ey —

GAL1UAS Promotor LacZ- oder His3-Reportergen

B AD
Protein Y

— [ —

GAL1UAS Promotor LacZ- oder His3-Reportergen
C
AD
Protein X ProteinY
DNA-8D V—} Transkription
GAL1 UAS Promotor LacZ- oder His3-Reportergen

Abbildung 3: Modell der Transkriptionsaktivierung durch Wiederherstellung der GAL4-Aktivitat. (A)
Das Hybrid aus GAL4-DNA-Bindedoméane (BD) und Protein X bindet an die GAL1-Aktivierungssequenz
(GAL1 UAS). Die Transkription kann aber nicht ohne die GAL4-Aktivierungsdoméne (AD) beginnen. (B) Das
Hybrid aus der GAL4-Aktivierungsdomane und Protein Y ist nicht an der Gal1-Aktivierungssequenz lokalisiert.
Die Transkription der Reportergene kann nicht beginnen. (C) Diein vivo Interaktion der beiden Proteine X und
Y bringt die beiden GAL4-Doménen in unmittelbare Nachbarschaft zueinander. Daraus resultiert die
Transkriptionsaktivierung der Reportergene.

! Chromogene Substanz : farblose Substanz, die bei der Reaktion zu einem farbigen Produkt umgesetzt wird
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1.2 » Two-Hybrid“ cDNA-Bank Durchmusterung

Mit Hilfe des ,Two-Hybrid® Sysems lassen dch aber nicht nur Interaktionen zwischen
bekannten Proteinen testen. Sein Potentid beruht vielmehr darauf, dass mit seiner Hilfe auch
cDNA-Banken nach unbekannten Proteinen oder Proteindoménen, die mit dem Koderprotein

interagieren, durchmustert werden kénnen.

In dea vorliegenden Arbet <ollten mit  Hilfe des ,Two-Hybrid® Sysems neue
Interaktionspartner des Dictyostelium discoideum Filamins gefunden werden. Dafir wurde die
Durchmugterung von drel  Dictyostelium discoideum cDNA-Banken durchgefthrt.  Als
,KOderprotein® dienten dabel die sechs eongieten Doméanen des Filamins (Rod 1-6) in
Fuson mit der DNA-bindenden Domédne des GAL4-Proteins. Gegen eine Verwendung der
gesamten Hlaminsequenz (Aktin-Bindedoméne + Rod 1-6) as ,Koderprotein® spricht in den
cDNA-Banken d&bundant vorkommendes Aktin, das durch die Interaktion mit der
Aktinbindedoméne des Flamins zu ener wesentlichen Erhdhung der Anzahl pogtiver
Hefeklone fuhren wirde. Aulerdem werden dle bisher untersuchten Interaktionen der
verschiedenen Filamine mit ihren Bindungspatnern Uber ene Interaktion mit der dongierten
Doméne vermittelt.

1.3 Expression des GAL4-DNA-Bindedoméne-Rod 1-6 Fusionsproteins

Durch Transformation kompetenter Hefen mit dem Plasmid pAS2Rod 1-6 erhdt man Zdlen,
die das Fusonsprotein aus GAL4-DNA-BD und den Flamindoménen Rod 1-6 exprimieren.
Die Expresson dieses Hybridproteins wird in enem Western-Blot von Zelextrakten aus mit
pAS2/Rod 1-6 transformierten und untransformierten Y190-Hefen Uberprift (Abbildung 4).
Zur Detektion dient hierbei der monoklonde anti-Filamin Antikorper 82-382-8 [Brink et al.,
1990]. Dieser Antikorper erkennt ein Protein von ca. 85 kDa im Extrakt von Hefezdlen, die
pAS2/Rod 1-6 enthdten. Die zusizlichen Banden mit kleineren Molekulargewichten sind
sehr wahrscheinlich Degradationsprodukte, da Filamin generdl an den Ubergangen zwischen
den sechs I1gG-amlichen Domédnen empfindlich fir Proteolyse ist. Im  Kontrollhomogenat
untransformierter Hefezellen ist die Antikorperreaktion negetiv.
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Abbildung 4: Nachweis der Expresson des GAL4-DNA-BD-Filamin-Rod 1-6 Fusionsproteins. Zdl-
homogenate mit pAS2/Rod 16 transformierter (Spur 1) und untransformierter (Spur 2) Hefezellen wurden in
einem 10%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Der Nachweis erfolgte
durch den monoklonalen anti-Filamin-Antikdrper 82-382-8. Die Bindung wurde durch einen an Meerrettich-
Peroxidase gekoppelten zweiten Antikdrper und anschlief3ende ECL -Reaktion detektiert.

Zunichs wurden Y190 Zdlen mit GAL4-DNA-BD-Rod 1-6 auf die autokataytische
Aktivierung des LacZ-Reportergens getestet. Hefen, bel denen das LacZ-Reportergen bereits
durch die dleinige Anwesenhat des Koderproteins aktiviert wird, faben sch in e@nem b-
Gaaktosdasetest durch Spdtung des chromogenen Substrates X-Ga blau. Die GAL4-DNA-
BD-Rod 1-6 Protein enthdtenden Hefezdlen zeigen jedoch keine Blauférbung auf, so dass se

fur ene,, Two-Hybrid* cDNA-Bank Durchmusterung verwendet werden konnten.

14 Die , Two-Hybrid“ cDNA-Bibliotheken

Die fur die “Two-Hybrid’-Durchmusterung verwendeten Dictyostelium discoideum cDNA-
Banken wurden aus | ACT-Phagenbibliotheken abgeleitet, die von A. Kuspa zur Verfigung
gestdlt wurden. Es handdt sch bel diesen Bibliotheken um zwe Banken aus dem vegetativen
Stadium von D. discoideum, die dch in ihrer Fragmentgrof3e unterscheiden, und um ene
entwi cklungsspezifische Phagenbibliothek (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Eigenschaften der verwendeten | -ACT-Phagenbibliotheken.

Phagenbibliothek Fragmentgr6i3e Anzahl Klone
1. vegetative 1,0-16kB 28x 10’
2. vegetative 1,6—50kB 80x10°
entwicklungsspezifische 13-50kB 11x 10’

Zur Konvertierung der Phagenbibliotheken wurden E. coli BNN132 (= JM107/| KC) Zdlen
mit Phagen der dre Bibliotheken infiziert. Dabel fuhrte die Aktivitd der cre-Rekombinase
dieses E. coli Stammes zur Zirkularigerung der Plasmide an den beiden lox-Stdlen [Elledge
et al., 1991]. Die Infektion resultierte in Ampicillin ressenten E. coli Kolonien, die pACT2
Pasmide enthidten. Anschlief3end erfolgte die Isolierung der Plaamid-DNA.

15 » Two-Hybrid“ cDNA-Bank Durchmusterung mit Filamin Rod 1-6 als

Kdderprotein

Zur Durchmusterung der dred D. discoideum ,Two-Hybrid® cDNA-Banken wurden
kompetente Zdlen des Hefetammes Y190 hergestdlt und smultan mit Plasmid-DNA des
pAS2 Rod 1-6 Vektors und DNA der entsprechenden cDNA-Bank transformiert. Nach
Wachdum unter His'-Sdektion wurden insgesamt 2948 Klone, be denen des His-
Reportergen  aktiviert war, einem b-Gaaktosdasatest unterzogen Aus dlen drel cDNA-
Banken ergaben sch nach diesr Andyse insggesamt 503 unabhdngige Kolonien, die ene
Transkriptionsaktivierung beider Reportergene aufwiesen (Tabele 4).

Als néchger Schritt ba der Andyse der einzednen Klone wurde ene Cycloheximid-Sdektion
durchgeftihrt. Hefen des Stammes Y190 tragen ein Cycloheximid-Resistenzgen (cyh2) und
snd somit gegen Cydoheximid unempfindlich. Es handdt sch dabe um enen rezessven
Phéanotyp, der durch das auf dem pAS2-Plaamid liegende Wildtypgen fir Cycoheximid-
Sendtivitdt (cyh2) aufgehoben wird. Ein Ausbringen der , Two-Hybrid‘-Klone, die sowohl
den pAS2- as auch den pACT2-Vektor enthdten, auf Medium mit Cycloheximid resultiert
demnach in eénem Velust des pAS2-Plasmids. Dadurch wird die Ressenz der Hefezellen
gegen Cydoheximid wiederhergestellt. Ein  b-Gaaktosidasetest dieser Kolonien dient der
Auffindung solcher fadscher Podtiver, bei denen die dleinige Anwesenheit des Beuteproteins
zur Aktivierung der Reportergene augreicht. Insgesamt wurden 15 autoaktivierende Klone

von der weiteren Anayse ausgeschlossen.
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Aus 113 Cycloheximid-resigenten Kolonien wurden die pACT2-Pasmide isoliert und in den
E. coli Stanm XL1blue trandformiert. Die restlichen 390 Klone wurden im Rahmen dieser
Arbet nicht weter untersucht. Die Plasmide wurden durch eine Vedauung mit der
Redtriktionsendonuklease Bglll charakterigert. Dadurch wurden 27 dieser Klone ds leerer

PACT2-Vektor identifiziert und von der weiteren Anayse ausgeschlossen.

Die pACT2-Vektoren, die cDNA-Stiicke enthidten, wurden zusammen mit pAS2/Rod 1-6 in
Y190 Hefezdlen rucktransformiert. Glechzeitig wurden  Kontrolltransformationen  der
PACT2-Plasmide gemeinsam mit einegr nicht rdevanten ,Koder-DNA®  durchgefiihrt, um
fdsch pogtive Klone zu identifizieren, deren pACT2-Derivate enen bediebigen Fusondell an
der GAL4-DNA-bindenden Doméne brauchen, um die Transkription der Reportergene auch
ohne d@ne gezifische Interaktion mit dem ,Koderprotein® enzuleten. Als Kontrollprotein
wurde das D. discoideum Protein Comitin gewahit. Comitin i en veskeasoziiertes Aktin-
bindendes Protein, fir das es keine Hinweise auf eine Interaktion mit Flamin gibt [Wener et
al., 1993]. Durch diee Rickiransformationsversuche wurde be zwe  vonenander
unabhangigen Klonen ene spezifiscch durch das Flamin-,Koderprotein®  hervorgerufene
Aktivierung der Reportergene beobachtet (Tabelle 4).

Tabele4: Zusammenfassung der Ergebnisse der Durchmusterung der ,, Two-Hybrid* cDNA-Banken.

cDNA-Bank Anzahl His'- His*-/ richtig nicht weiter
durchmusterter Klone LacZ'- | positive analysierte
Klone Klone Klone Klone

1. vegetative 15x 10° 258 3 0 0

2. vegetative 2x10° 1168 151 2 113

entwicklungsspezifische 12x10° 1522 319 0 217
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1.6 Nachweis der Dimerisierung des Filamins Uber das , Two-Hybrid*
System

Einer der Klone, Nr. 2565, war identisch mit Filamin (Aminosiurereste 281-857). Dem
entsorechenden  Polypeptid fehlen die Aktinbindessquenz und ein Tel der eden IgG-
ahnlichen Doméne des Flamins. Der C-Terminus id in dem ,Beuteprotein® vollséndig
vorhanden. Somit konnte die bereits bekannte Dimeriserung des Dd Filamins [Noege et al.,
1989] auch Uber das,, Two-Hybrid* System bestétigt werden.

Das ,Two-Hybrid* Sysdem elaubt eine eingehende Charakteriserung der Dimeriserungs-
domdnen des Flamins  Bisherige  biochemische  und  rontgenkristallographische
Untersuchungen  rekombinanter  Polypeptide der  1gG-&hnlichen  Doménen des  Flamins
grenzen den Dimeriderungsbereich auf die C-terminde Doméne (Rod 6) en, wobe der
benachbarten Doméne 5 eine dabiliserende Rolle zugesprochen wird [Fucini et al., 1999;
McCoy et al.,, 1999]. Die beiden Polypeptidketten liegen dabe in ene antipardlden
Anordnung vor, so dass gch die beiden Aktinbindedoménen des Filamin-Dimers an den
entgegengesatzten  Enden des Molekils befinden. Um  die Dimeriserungstéhigkeit  der
enzednen Domédnen des HFlaminmolekils im ,Two-Hybrid® Sysem zu testen, wurden
verschiedene Bereiche der Filamin-cDNA in den pAS2-Vektor kloniert.

Die dargestdlten pAS2-Derivate zeigten mit Ausnehme von Rod 4 keine autokataytische
Aktivierung des LacZ-Reportergens. Die Déetionsmutanten Rod 1+2, Rod 13, Rod 3, Rod
3-6 und Rod 5+6 wurden im , Two-Hybrid* Experiment gegen den Klon 2.565 (pACT2/Rod
1-6) getetet. In Kombination mit dem GAL4-AD-Rod 1-6 Fusonsprotein zeichneten sSich
Rod 1-6, Rod 36 und Rod 5+6 durch eine starke Erhdhung der b-Galaktosidaseaktivitét aus.
Somit konnte im , Two-Hybrid* Sysgem die Dimeiserungséhigket des Flamins auf die
Doménen 5 und 6 eingegrenzt werden. Leider gdang es im Rahmen dieser Arbet nicht, die
C-teminde Doméne 6 dlene auf ihre Féhigkeit zur Dimeriserung zu testen. Be den
Fragmenten Rod 1+2, Rod 1-3 und Rod 3 hingegen fand keine Aktivierung des LacZ-
Reportergens  tatt  (Abbildung 5). An der Dimeriserung i dso ausschliedich der C-
Terminus beteligt.
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Fragment Aminosauren b-Galaktosidaseaktivitat
rRod1-6 GDOOOO® 247 - 857 4+
Rod1+2 DD 243 - 454 i

Rod1-3 DO 243 - 587 i

Rod 3 D 473 - 587 -

Rod 4 [ 543 - 653 autoaktivierend

Rod 3-6 oOO® 441 - 857 +++

Rod 5+6 L 645 - 857 +++

Abbildung 5 : Bestimmung der Dimerisierungsdomane des Filamins. +++ bezeichnet eine positive
Interaktion im ,, Two-Hybrid“ Versuch mit pACT2/ Rod 1-6, - bezeichnet das Fehlen einer Interaktion.

1.7 Filamin interagiert mit einer unbekannten Sequenz (Klon 2.618)

Das zwete be de Durchmusterung der ,Two-Hybrid‘-Banken gefundene Beuteplasmid
enthdlt eine cDNA mit ener Lange von 2688 Basenpaaren. Die Sequenz enthdt einen offenen
Leserahmen, der fir en Protein mit 876 Aminosauren codiert. Der C-Terminus dieses
Proteins ig in dem GAL4-AD-Fusonsprotein  vollsandig vorhanden, der N-Terminus
hingegen fehlt. Computer unterstiitzte DNA- und Proteindatenbank-Durchmusterungen  mit
dem Programm ,BLAST* [Altschul et al., 1997] liefl®en keine Sgnifikenten Homologien zu
bekannten Proteinen oder DNA-Sequenzen aus D. discoideum oder anderen Organismen
erkennen. Es handdt dch dso um en bidang nicht beschriebenes Protein, das ,Filamin-

interagierendes-Protein”, FIP, genannt wurde.
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2. Charakterisierung des Eilamin-interagierenden Proteins, FIP

2.1 Analyse des FIP-Gens

Zur Andys des neuen Filamin-interagierenden Proteins wurde zundchst seine cDNA-
Sequenz vervollgandigt. Dazu wurde ene D. discoideum | ZAP cDNA-Bank mittes
Filterhybridiserung durchmugert. Aus insgesamt drel  Uberlgppenden Klonen konnte ene
CDNA-Sequenz von 6234 Basenpaaren zusammengesetzt werden, die enen  offenen
Leserahmen von 6126 Basen enthdlt (Abbildung 6A). In der 5 -nichtkodierenden Region liegt
vor dem mutmaldichen Statkodon en Stoppkodon im gleichen Lesserahmen und die 3'-
nichtkodierende Sequenz enthdt en Polyadenylierungssgnd und eine Poly-A Sequenz.

Ein Sequenzvergleich mit der Datenbank des D. discoideum Genomprojektes zeigt das
Vorhandensain von zwe Introns in der genomischen FIP-Sequenz auf. Die Pogtion des ersten
Introns mit einer Lange von 89 Basenpaaren befindet sch noch vor dem Startmethionin. Das
zweite Intron von 85 bp Lange beginnt hinter der Podgtion 116 der cDNA-Sequenz
(Abbildung 6B). Das FIP-Gen it auf dem Chromosom 2 |okaisert.

1kb

Abbildung 6: Schematische Darstellung der FIP-DNA. (A) Zusammensetzen der FIP-cDNA aus drei
einzelnen Sequenzen. Die Zahlen bezeichnen jeweils das erste und letzte Basenpaar einer Sequenz. (B)
Schematische Darstellung der genomischen Struktur der FIP-DNA. Die diinner gezeichneten Bereiche geben die
I ntronsequenzen wieder.
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Die Southern-Blot-Andyse (Abbildung 7) genomischer Ax2-DNA bedtétigt das Vorhanden
sn enes enzdnen FP-Gens im D. discoideum Genom. Zur Hybridiserung der Membran
wurde en 2,7 kb grol3es Fragment vom 3'-Ende des Gens verwendet. Innerhab dieses DNA-
Bereiches liegen je eine Schnittstelle der Restriktionsendonukleasen Clal und Hindlll, so dass
be diesen Verdauungen jewells zwei Signde entstehen. Die BamHI-Schnittstelle im FP-Gen
liegt aulerhalb des ds Probe verwendeten DNA-Fragmentes und die Enzyme EcoRI, Xbal
und Pstl besitzen keine Konsensussegquenzen im Gen. Das eklat das Auftreten von jewells

nur einem Signd in diesen Spuren.
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Abbildung 7: Charakterisierung des FIP-Gens durch Southern-Blot-Analyse. D. discoideum Ax2-DNA
wurde mit den Uber der jeweiligen Spur angegebenen Restriktionsenzymen verdaut, in einem 0,7%igen
Agarosegel aufgetrennt und auf Nylonmembran transferiert. Zur Hybridisierung diente das 2,7 kb grof3e 3'-Ende
der FIP-cDNA.
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2.2 Nachweis FIP-spezifischer mRNA wéahrend der Entwicklung von

Dictyostelium discoideum

Nahrungsentzug dartet in D. discoideum Amoben ein Entwicklungsprogramm, das innerhab
von 24 Sunden zur Ausbildung enes multizdlul&en Organismus fihrt. Durch die
Aggregation von Zelen bildet sch en Pseudoplasmodium und die Zdlen differenzieren zu
pr&Stid- und pré&Sporen-Zdlen. In der anschliefenden Kulminationsphase bildet sich der
Fruchtkorper, der die Sporen trégt.

Isoliete Gesamt-RNA von Ax2-Zdlen aus der Wachstumsphase (tp) und verschiedener
Entwicklungsstadien (t2-to0) wurde nach der geldektrophoretischen Auftrennung auf ene
Nylonmembran Ubertragen, immobilisert und mit dem 2,7 kb grofien 5-Ende der FIP-cDNA
hybridisert (Abbildung 8). Im vegetativen Zusand von D. discoideum i nur eine geringe
Menge RNA vorhanden. Die Expresson geigt jedoch in der frihen Entwicklungsphase, in
der die Zdlen aggregieren (1), stark an und blelbt bis zur Differenzierung in pré&Stie- und
pré Sporen-Zdlen (t1g) auf diesem Niveau. Zum Abschluf3 der Entwicklung der Fruchtkorper
gnkt die Transkriptmenge wieder auf en niedriges Niveau. Das schwéchere Sgnd ba ti4 id
auf ene geingee Menge gdadener RNA  zurlckzufthren, die durch ene Kontroll-
hybridiserung mit Myosn-DNA bestétigt wurde. Dieses Ergebnis deutet auf eine Funktion
des FIP sowohl wahrend der Aggregation as auch bel der Slug- und Fruchtkorperbildung hin.

Ly L, L L% o L s by
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Abbildung 8: Expresson der FIP-mRNA wahrend des Entwicklungszyklus von Dictyostelium discoideum.
Ax2-Zellen wurden auf Phosphatagarplatten entwickelt, die Zellen zu den angegebenen Zeiten geerntet und
Gesamt-RNA isoliert. Je 30 pug Gesamt-RNA wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Biodyne-Membran
transferiert, markiert und autoradiographiert. Zur Hybridisierung diente das 2,7 kb grof3e 5’ -Ende der cDNA.
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2.3

Charakterisierung von FIP

Die Trandaion der FIP-cDNA fihrt zu enem aus 2038 Aminosduren bestehenden Protein

mit enem erechneten Molekulargewicht von 229.799,3 Da und einem theoretischen iso-
elektrischen Punkt von 5,46 (Abbildung 9).

M.EQLSENVS QLT LTVLELK DRNANLIPWE VTAI ANAASS | SDI Al KLAD AEYSNYPSI Y NEI | NTTTNM STI KKTTIDC 80
| ANFQTTTNK QLSWBNLI Q8 CKNI ANETYK | LKVI YDADI  KRLKHLI ETC KNQFKNNENS FGM DREEFN GFGELVNQTI 160
SNLI EYSSCL EVKAKENQLS SPLQNGFI DD DDDDI | KLSQ QLVEDANRLI Di VNDI FSDL DDPSQKQKFI NHQNSLLNQL 240
NHTFNLI QTN SPTLSLPEFT NVNNYI QSPI PSQYSTSNI K TI YNDNNNSN NNNNNNSI EI- NNEI NNNNNE DKNENNNLLN - 320
DLI RG SKSC | EELRAACRG DPMATETI SN S| QQLI PI LN DTLNQH KNN NNI NKNEKEI  LEKSI NKLKN DLI QKYI QGBA 400
TLVTRSSGNQ NVKNDEI NKM | EGLESI QDC LNSI DA VST KEDQFLNAI K AKEDVLTI LS DHSI ANNTQA | VGTLKHLAK 480
NQHQI EALI T STSTTPDDDN NNNNNSSI NP El NEAVSKLS ELLPLQ QAA KLYLKDSTNL ENRKQFTDI' S NSMKLPLSKI 560
QSLMEPSTI S DSNELLSKQE NSSNQVLLNN | NNNSNNNNN NN EENSKLI DKLLKDLEND NANLVGLI ES ELVLSNDTLL 640
KEFVKKTI DQ LLKEVONRRD | GVNKFSKSP FDKDVKQEFL KSNQLI SDLS KSLI DOLKSF EWPLLKLQL LNCHPQSVTP 720
NSPKLQSTQK DI NNRINSI | YNYKDOMLDQ PLI ENQI KQL ESYQNQLNGE LSKDLNGSKD NLSYI LDNI I NNISNLSNLP 800
SSSTNDGDGG GRQVI | PI EN LNDEI | DA N EEI NKEI | KE NKENEI KRDN ERLEELKQLE NLSNDQKLLK LFNDLI QYLK 880
NNEANKSWT LKQLI GEQDK LI QLGNE! KQ NSNSQDFKDQ | DSSI NLFKN S| SSSI ALAG KTAKI NDDPQ LTKACKTVKK 960
SI1ELTRLLK LNPLI EELSS YQQALLLKPH PI NENI | KGF KEHQ NSRYY | ETAYQUGKD DLI SQSI EKI VYQQSELLKL 1040
ASNHLTSKEV SETLDPNI QL LLANSLETVK KS| VDQVEAA LSFLESEKSD DQ EKLLTI L DTVSESVDNC SKSI FFATGK 1120
GKQQQDLSPT T SQNTI KGS | NSI | PTLTL QATQLQSNPN DKELEKKHQQ LLDQ | QPLE QLI LNPNINQ | | DKENIENN 1200
NNNNNNDNNN - NNDDDDDEEE. DKKI KKLI ND EKKELDKLES NALDSDSKGV VESSRSLVKL HQE! LSLADS LTSSTAVLID 1280
ANQNNADFER NLI | KECSKE LSTLI PLQLQ Tl KSMLQSKD | PTEASYQKK VGFI NNQI KR NLNEI EKQSS NNNSNYKLI S 1360
KTPYYSDQEK KLSNKI DNNG M| KDENGFK VNLKRLEKLA GKCl DSSNED LSRQRSYLDK ERQGRI RDAI NKLENKLNGK 1440
NNDSTDDLSN Kl NQVLKQPL NPl SREQFEK VRSQEQQTLD NLI NEQLSTP LQLLLNHSNL | QKLSRQSTQ GQPI NNNNNAN 1520
NNVKI QETTK KI LENYSKLK QQLI NNDI KL NESKKLI | GK_SLKEI ETLTP_QLI VASNNCL NDNNNDQKKR ELLENLQTKI 1600
ESPI YEI LNQ LDSI DPI FQE KNAI KQYQAT LI KLNDSI DV STVTNDNSKQ | DEYI SKLSN LQSNHLI PLL KQQGLNEKEL 1680

KEFESQLKSK LSDVNSI SKD YLKNLKQSKL TDTI KAEKDV ST SSLONLT NS QST NGPRT_EDNRI LS SQBRSRDI KQ| 1760

ITNTN NI TI TKPI RP 1840

I ETRVPI KLT TQPQSTNPKT VPP E ATTTATKPI P NKTPQPI NTF KPSDKGASLE DSCI NAANCM SNI SGNEQLG 1920

TI GKELEAYA NAI KI GDKKQ

| LLCGRNI SI

SDEKDSDSDS QLTSMVNQLT STLLDLNTST STLNKFKK

LLNKYSTEVS NNI KSTPTSN KM_QIRCSHG | GVLQTLSCQ FKI LSSVKAA 2000

2038

Abbildung 9: Aminosduresequenz des Filamin-Interagierenden Proteins. Die cDNA-Sequenz des FIP sagt
ein Protein mit 2038 Aminosduren voraus. Die beiden moglichen Leucin-Reif3verschluss-Motive sind einfach
eingerahmt und die Filamin-Bindesequenz doppelt eingerahmt dargestellt. Die vermutlichen superspiralisierten
Doménen sind unterstrichen.



B Ergebnisse 23

Computerunterstiitzte Analysen der Sekundérstruktur [Geourjon und Deléage, 1995] sagen
gnen hohen Antdl an a-Hdix (56%) und ungeordneter Struktur (30%) voraus. Der
vorhergesagte Antell von 10% b-Fdtblatt und 4% b-Schlefen an der Sekundarstruktur des
FIP i dagegen gering. Strukturvorhersagen mit dem COILS Algorithmus [Lupas et al.,
1991] definieren fur den Bereich der Aminosaurepositionen 603 bis 904 bzw. 1217 bis 1733
jewells ene superspirdiserte Doméane. Diese Domédnen bestehen aus hdikden Bereichen
(20-100 AS), die immer wieder von kurzen Bereichen ungeordneter Sekundérstruktur (5-25
AS) unterbrochen werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der Wahrscheinlichkeit einer superspiralisierten Struktur des FIP.
Die Matrix MTIDK des COILS Algorithmus, Version 2.1, [Lupas et al., 1991] wurde mit einer Fenstergréflze von
14 angewendet. Hohe Wahrscheinlichkeitswerte werden vor alem in den Bereichen zwischen Aminosdure 603
und 795 bzw. 1217 und 1733 erreicht und definieren je eine ,coiled coil* Region. Die postulierte
Domaénenstruktur des FIP ist graphisch dargestellt.

Am Anfang und am Ende der FIP-Proteinsequenz befindet dch jewels en ds Leucin
Reilverschluss bezeichnetes Motiv. von je 21 Aminosiuren Lange. Be Leucin-Relver-
schllissen handdt es sch um amphipathische Hdices mit der Aminosiure Leucin an jeder
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debten Pogtion. Durch diese regeméldige Anordnung weisen die Setenketten der Leucine
dle in ene Richtung. Dadurch konnen diese Sdtenketten zweier Relverschluss-Motive
durch hydrophobe Wechsdwirkungen in Kontakt treten und die Dimeriserung von Proteinen
vermitteln. Da fir FIP je an Anfang und am Ende der Sequenz en solches Motiv
vorhergesagt wird, kénnte das Protein zur Bildung von Homo- oder Heterodimeren befahigt
s=n. Als zwete Mdoglichket konnten die Leucin-Relverschllisse aber auch intramolekular
miteinander wechsalwirken und so zur Stabiliserung der Tertidrstruktur des FIP beitragen.

Computer  unterstiitzte  Protein-Datenbank - Durchsuchungen  mit  dem ,,BLAST*-Programm
[Altschul et al., 1997] zeigen nur niedrige Homologien der superspirdiserten Domanen des
FIP zu bekannten Proteinen auf. Die grofte Ahnlichkeit besteht zur superspirdisierten Rod-
Doméne des Interaptin, eines Aktin-bindenden Proteins aus Dictyostelium discoideum [Rivero
et al.,, 1998]. Se ig jedoch mit eénem Antell von 22% identischen und 42% &hnlichen
Aminosauren innerhalb der homologen a-helikden Bereiche eher gering. Auch dle anderen
ds homolog engedtuften Proteine haben sdber ene a-hdikde Sekundéarstruktur. Die
geringen  Ahnlichkeiten der  Primarstrukturen  sind  somit  auf  dieses  gemeinsame
Sekundargtrukturelement  zurtickzufihren. FUr die anderen Bereiche der FIP-Sequenz wurden
keine Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen festgestdlt. Es handdt sich bei FIP dso um ein
bidang nicht beschriebenes Protein.

24 Rekombinante Expression und Aufreinigung eines Teilstlicks des
FIP-Proteins

Als Grundlage fur weitergehende in vivo und in vitro Untersuchungen wurde en Teilstlick
des FIP im Vektor pT7-7/FIP in E. coli exprimiet (Abbildung 11, links). Das Polypeptid
umfasst die Aminosauren 1612 bis 1907 des Proteins Es enthdlt mit Ausnahme des
Satmethionins keine zusitzlichen Vektorsequenzen. Der theoretische isodektrische Punkt
des Polypeptids liegt auch unter Einbezug samtlicher Cydeine bei einem pH-Wert von 9,92
im basschen Beech. Das rekombinante Protein ist lédich. Zur Reinigung wurde ene
K ationenaustauscher-Chromatographie be einem pH-Wert von 7,0 durchgefihrt. E. coli
sebst bestzt unter diesen Bedingungen nur wenige postiv geladene Proteine, so dass mit
diesem enzigen Renigungsschritt ene fir biochemische Andysen ausreichende Reinhet des
exprimierten FIP-Teilstlicks erreicht werden konnte (Abbildung 11, rechte Seite).
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Abbildung 11: Expression und Reinigung des exprimierten FIP-Polypeptids. (links) Gesamtzellprotein nicht
induzierter (Spur 1) und mit IPTG induzierter (Spur 2) E. coli BL21-Zellen wurde in einem 12%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie-Blau geférbt. (rechts) Elutionsprofil einer BioRad Uno™-S
Kationenaustauscherséule. Die Fraktionen wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit
Coomassie-Blau geféarbt. Die Fraktionen 2 bis 5 wurden fur die weiterfihrenden biochemischen Experimente
eingesetzt.

Die Identité des exprimieten und gereinigten Polypeptids wurde durch eine Edman
Sequenzierung Uberprift. Die sequenzierten zehn Aminosauren (MDSIDPIFQF) entsprachen
dem erwarteten N-Terminus des rekombinanten Proteins Zusdizlich wurde eine massen
soektrometrische Andyse des gereinigten  Polypeptids  durchgefiihrt. Das  theoretisch
berechnete Molekulargewicht des FIP-Taldtlickes liegt bei 32940 Da Im MALDI-
Massenspektrum der Substanz (Abbildung 12) erkennt man in diessm Massenbereich bel
32.838 Da und 33.014 Da zwel Signde. Da be der Sequenzierung der N-Terminus der
Subgstanz intekt vorgefunden wurde, deutet die Heterogenitdt bel der massenspektro-
metrischen Andyse evtl. auf enen Unterschied im Bereich des C-Teminus hin. Eine Andyse
der Fatung des Polypeptids durch eindimensionde *H-NMR-Spektroskopie ergab nur einen
Antell von 15 — 20% in definierter Struktur vorliegende Substanz. 80 — 85% bestanden aus

einer ungeordneten Konformetion.
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Abbildung 12: MALDI-Massenspektrum des gereinigten FIP-Polypeptids. Matrix:  Sinapinsaure,
M essbedingungen: Beschleunigungsspannung 20 kV, Detektorspannung 0,85 kV, Suppression bis 2000 (max),
PIE 16,5 kV, Vakuum 1,8E-8 mbar, Kalibrierung: Carbonic Anhydrase (extern).

25 Darstellung monoklonaler AntikGrper gegen den exprimierten

Teilbereich des Filamin-Interagierenden-Proteins

Das rekombinante Protein (AS 1612-1907) wurde fir die Hergdlung von monoklonaden
Antikorpern ~ verwendet Die  verschiedenen  Hybridomallberstdnde wurden zuers  im
Enzymimmunoassay® gegen gereinigtes rekombinantes FIP-Polypeptid und danach im
Immunoblot gegen Gesamtzdlprotein  FIP  exprimierender E. coli  Zdlen getedtet.
Hybridomazellen, deren Uberstande zu einem Signd  fihrten, wurden kloniert.  Die
Uberstande der klonierten Zellen wurden nochmals im Immunoblot getestet, wobei insgesamt
sechs Zdllinien isoliet und konsarviet wurden, die mit rekombinantem FIP-Polypeptid
reagierten (K12-131-2, K12-263-5, K12-290-4, K12-349-7, K12-362-6 und K12-454-2).

Resktion und Spezifitdé der sechs Antikdrper wurde im Immunoblot mit D. discoideum
Zdlextrekten getestet. Dafir wurden sowohl Extrekte von fur 15 Stunden auf

2 engl. ELISA: enzyme linked immunosorbent assay
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Phosphatagarplatten  entwickelten Ax2-Zdlen ds auch Extrakte GFP-cFIP Fusionsprotein
exprimierender Zedlen (dehe Kapitd B.4) eektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrozdlulose
trandferiert und mit den Hybridomalbersténden inkubiert. Endogenes FIP und GFP-cFIP
wurden von dlen sechs Antikorpern erkannt @Abbildung 13). Die Reaktion des K12-131-2 i
dlerdings schwécher ds die der anderen Antikérper und K12-290-4 zeigt Kreuzresktionen
mit anderen Proteinen. Zur weiteren Charakteriserung (Tabelle 5) wurden die Uber Protein A
Sepharose gerenigten AntikOrper K12-263-5 und K12-454-2 auf ihre Féhigkeit untersucht,
endogenes FIP aus Proteinextrakten zu prézipitieren. Beide Antikorper sind dazu in der Lage.
In indirekten Immunfluoreszenzuntersuchungen wird das GFP-cFIP Fusonsprotein von dlen
sechs Antikorpern (sehe Abbildung 28, Seite 46), endogenes FIP jedoch nur von gereinigtem
K 12-454-2 markiert (Abbildung 16, Seite 30).

K12131-2 K12 2635 K12 290-4 K12-349-7 K12-362-8 Kl1Z2454-2
GFP- GFP- GFP- GFP- GFP- GFP-
kDa cFIP FIP kDa cFIP FIP kDa cFIP FIP kDa cFIP FIP kDa cFIP FIP kDa cFIP FIP
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Abbildung 13: Reaktion der FIP-Antikérper im Immunoblot von D. discoideum Ax2- und GFP-cFIP-
Extrakten. Gesamtprotein von je 1 x 10° GFP-cFIP exprimierender Zellen (jeweils links) oder 15 Stunden auf
Phosphatagar entwickelter Ax2-Zellen (jeweils rechts) wurde in einem 8%igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembranen transferiert und mit den angegebenen FIP-Antikorpern inkubiert. Die
Bindung wurde Uber einen an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten sekundéren Antikorper und anschlieffende
ECL-Reaktion nachgewiesen.

Tabelle5: Charakterisierung der FIP-Antikor per.

Reaktion K12-131-2 | K12-263-5 [ K12-290-4 | K12-349-7 [K12-362-6 | K12-454-2
WB rek. Protein +++ +++ +++ +++ +++ +++
WB GFP-cFIP + e+ +KR et S -+
WB endogenes FIP + e+ +KR et S -+

I mmunpr ézipitation ng +++9 ng ng ng +++9
Immunfluor eszenz +++ +++ +++ +++ +++ +++
GFP-cFIP

Immunfluor eszenz - 9 - - - +9
endogenes FIP

Legende: WB — Westernblot, KR — Kreuzreaktionen, ng — nicht getestet, g — Uber Protein A Sepharose
gereinigter Antikorper, +++ bezeichnet eine stark positive Reaktion, + bezeichnet eine schwach positive
Reaktion, - bezeichnet eine nicht detektierte Reaktion des Antikorpers.
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2.6 Nachweis der Expression des FIP-Proteins wahrend der Entwicklung
von D. discoideum

Die anti-FIP Antikérper (Kapitd B.2.5) ermdglichen eine Andyse des endogenen Filamin-
interagierenden Proteins in D. discoideum Proteinextrakten. Da be der Andyse der FIP-
MRNA (Kapitd B.2.2) eine Entwicklungsregulation der RNA festigestdlt wurde, wurde auch
die Protenexpresson zu verschiedenen Zeten des Entwicklungszyklus betrachtet. Der
Antikorper K12-454-2 erkennt bel der Immunmarkierung von Gesamtzdlprotein spezifisch
ein Protein, dessen molekulare Masse von ca. 230.000 mit der aus der Sequenz des FIP
abgelateten theoretischen Masse Uberengimmt. Im vegetativen Stadium von D. discoideum
(to) snd nur sehr geringe Mengen FIP-Protein vorhanden. Schon nach drel Stunden
Entwicklung auf Phosphatagar erkennt man einen Andieg der Proteinmenge. Die maximae
Expresson wird zum Abschluss der Aggregation nach ca neun Stunden Entwicklung
ereicht. Wahrend der Migraions- und Kulminationsphase (ti2-t21) die bleibt Proteinmenge
auf enem kongtant hohen Niveau. Dieses Ergebnis seht im Einklang mit der Expresson der
MRNA und bekréftigt ene Funktion des FIP ba der Aggregaion und Ausbildung der
Fruchtkorper der D. discoideum Zdlen.
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Abbildung 14: FIP-Expresson wéahrend der Entwicklung von D. discoideum auf Phosphatagar. Ax2-
Zellen wurden auf Phosphatagarplatten entwickelt und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Die
Gesamtzellproteine von je 1 x 10° Zellen pro Zeitpunkt wurden elektrophoretisch in einem 10%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis des FIP erfolgte
mit dem Antikorper K12-454-2 und die Bindung wurde Uber die ECL-Reaktion des als sekunddren Antikorper
eingesetzten an M eerretti ch-Peroxidase gekoppelten Ziege-anti-Maus Antikorpers detektiert.
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Der Entzug der Nahrungsquele induziert auch bel in Schiittelkultur gehdtenen D. discoideum
Zdlen den Eintritt in den Entwicklungszyklus. Dabel werden die Entwicklungsstadien im
Vergleich zur Entwicklung auf festem Untergrund mit zwe- bis drefacher Geschwindigkeit
durchlaufen. In Phosphatpuffer entwickete Zelen bilden Aggregeate, snd aber nicht in der
Lage Fruchtkorper zu formen. Die Expresson des FP wurde be in Schittekultur
entwickdten Ax2-Zdlen in @nem Zetraum von null bis neun Stunden untersucht (Abbildung
15). Im vegetativen Stadium it kaum Protein vorhanden. Die Proteinmenge seigt nach vier
Stunden leicht an und erreicht nach sechs bis acht Stunden ein Maximum.

Weterhin - wurde ein Zusammenhang 2zwischen der Expresson des FIP und Flamin
untersucht. Flamin wird in Ax2-Zdlen konditutiv in dlen Entwicklungsstadien exprimiert.
Fur diese Untersuchung wurden Zdlen der Flamin-defizienten Mutante GHR [Eichinger et
al., 1996] in Phosphatpuffer entwickelt und die Expresson des FIP untersucht (Abhbildung
15). Die Entwicklung von GHR-Zdlen is durch die Zestérung des Hlamin-Gens nicht
beeintréchtigt. Im vegetativen Zudand diesr Zdlen i FIP sé&ker exprimiet ds in Ax2-
Zdlen und der Andgieg der Protenmenge be der Entwicklung beginnt schon nach zwe
Stunden. Weiterhin wird FP in fir acht Stunden in Schittdkultur entwickdten GHR-Zdlen
nicht so gark exprimiert, wie in vergleichbaren Ax2-Zellen. Ob die beobachtete Verdanderung
des FIP-Gehdtes der GHR-Zdlen gegentber dem Wildtyp auf die Abwesenheit des Filamin
zuriickzufiihren igt, bedarf dlerdings weiterer Untersuchungen.
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Abbildung 15: FIP-Proteinexpression wahrend der Entwicklung von D. discoideum Ax2 (links) und GHR
Zellen (rechts) in Schittelkultur. Die Zellen wurden auf 1 x 107 Zellen/ml in Phosphatpuffer eingestellt und fuir
die angegebenen Zeiten bei 160 UpM geschiittelt. Zellen wurden geerntet und Gesamtzellprotein von je 1 x 10°
Zellen pro Zeitpunkt in einem 8%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transfer auf
Nitrozellulosemembran erfolgte der Nachweis mit dem FIP-Antikorper K12-454-2. Die Bindung wurde durch
ECL-Reaktion des an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten sekundéren Antikorpers detektiert.
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2.7 Intrazellulare Lokalisation des Filamin-Interagierenden Proteins

Die intrazdluld&e Lokdistion des HP wurde durch indirekte Immunfluoreszenz-
untersuchungen mit anti-FP Antikdrpern bestimmt (Abbildung 16, A-C). Dabe wurden D.
discoideum Zdlen vewendet, die acht Stunden enem Nahrungsentzug auf Phosphat-
agarplatten ausgesetzt waren. Zu diesem Entwicklungszeitpunkt wird das Protein  vermehrt
exprimiet. Die Ax2-Zdlen wurden geerntet, die Aggregate in Einzdzdlen resuspendiert und
fixiert. Zur Fixierung wurde sowohl Methanol as auch en Paraformadehyd/Pikrinsiure-
Gemisch vewendet. Die Zdlen wurden mit den Hybridomallberstanden der sechs FIP-
Antikorper sowie den Uber Protein A-Sepharose gereinigten FIP-Antikorpern K12-263-5 und
K12-454-2 inkubiert. Eine spezifische Bindung an zdlulé&re Strukturen war jedoch nur mit
dem geranigten Antikorper K12-454-2 in mit Pasformadehyd /Pkrinsure fixierten Zdlen
erkennbar. Der Antikorper K12-454-2 zeigt eine Lokdisation des FIP im Aul¥enbereich der
Zdlen. Allerdings is die Plasmamembran nicht durchgehend gefabt. Man erkennt stark
gefarbte Bereiche, die von nicht markierten Abschnitten unterbrochen sind. In den markierten
Abschnitten der Plasmamembran zeigt der Antikorper ene punktierte Férbung, ds sa FIP
auch dort nur an sehr distinkten Bereichen der Membran lokdisert. Eine andere Erklarung fir
diese Strukturen ist eine Assoziation des FIP mit veskuldren Strukturen, die zum grolden Tell
direkt an der Plasmamembran lokdiset snd. Eine punktiete Fabung is auch im
Zytoplasmader abgebildeten Zellen zu erkennen.

-

Abbildung 16: Indirekte Immunfluoreszenzaufnahmen zur Lokalisation des FIP-Proteins in Ax2-Zellen.
Acht Stunden auf Phosphatagar entwickelte Ax2-Zellen wurden geerntet, Aggregate resuspendiert und mit
Paraformaldehyd/Pikrinsdure  fixiert. (A,B,C) Immunféarbung des anti-FIP-Antikorpers K12-454-2. (D)
Immunférbung des Filamin-Antikorpers 82-382-8. Zur Detektion diente ein an Cy3 gekoppelter Ziege-anti-Maus
Antikorper. (A',B',C',D’) Phasenkontrastaufnahmen der Zellen. Maf3stab; 5um.
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Da FP nur an Flamin binden kann, wenn die beiden Proteine in den glechen
Kompartimenten der Zdle vorkommen, wurden auch mit dem anti-Flamin Antikorper 82-
382-8 Immunfluoreszenzuntersuchungen durchgefihrt (Abbildung 16, D). Flamin i ds en
Bedandtell des Aktin-Cortex direkt unter der Plasmamembran der Zdlen lokdisert. Eine
Subpopulation des Filamins i im Zytoplasma der Zdlen vertelt [Cox et al., 1995; Jungbluth
et al., 1994]. Die Lokdisation des Filamins andet sSch wahend der Entwicklung von D.
discoideum nicht.

Die intrazelulére Lokaisation legt ene Assozigion des FIP mit der Plasmamembran und
veskul&ren Membranen nahe. Deshdb wurde die Vetelung von FP in  Zdl-
fraktionierungsexperimenten  untersucht.  Entwickelte Ax2-Zdlen wurden durch dreimdige
Passage eines Nuclepore-Filter gedffnet und das Zytoplasma durch Zentrifugation von der
Membranfraktion getrennt. Die Membranfrektion wurde in enem Volumen aufgenommen,
das dem des l6dichen Antells entgorach. Die Anwesenhat von FIP wurde im Immunoblot mit
dem anti-FIP Antikorper K12-454-2 nachgewiesen (Abbildung 17). In Spur 1 it FIP im
Gesamtzellhomogenat  nach dem Aufschlu3 zu sehen. Spur 2 enthdt den zytosolischen
Extrakt und Spur 3 die Membranfraktion.
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Abbildung 17: Vertellung von FIP be Zedlfraktionierungsexperimenten entwickelter D. discoideum
Zellen. Acht Stunden auf Phosphatagar entwickelte Ax2-Zellen wurden geerntet und durch dreimalige Passage
eines Nuclepore-Filter gedffnet. Zytoplasma und Membranfraktion wurden durch Zentrifugation (100.000 x g,
1h, 4°C) getrennt. Nach der Zentrifugation wurde das Volumen des Uberstandes bestimmt und die
Membranfraktion im gleichen Volumen resuspendiert. Spur 1 zeigt FIP im Gesamtzellhomogenat vor der
Trennung der Fraktionen. Spur 2 enthdlt die zytoplasmatische Fraktion und Spur 3 die Membranfraktion. Zur
Detektion wurde der FIP-Antikorper K12-454-2 eingesetzt.
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FIP befindet sch zum Uberwiegenden Antel in der zytosolischen Fraktion und i nur zu
enem geingen Tel fex mit Membranen asoziiet. Die in der Immunfluoreszenz beobachtete
Lokaisaion des FIP an veskul&ren Membranen oder direkt an der Plasmamembran kann
damit nicht durch eine fete Asoziation mit diesen Membranen vermittet werden. Vidmehr
muss es sch um Wechsawirkungen handen, die bae den Bedingungen des Aufschlusses zum
grolden Tel zerdort werden. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der Andyse der
Proteinsequenz  des FIP. Es wurden aufgrund der FIP-Sequenz  keine  mdglichen
membranasoziierten  oder  Transmembrandoménen  podtuliert.  Somit  konnte  die in  der
Immunfluoreszenz nachgewiesene Assoziation des FIP an die Plasmamembran Uber Protein-
Protein-Wechsdwirkungen vermittet werden, die den Bedingungen des Zdlaufschlusses
groidentells nicht standhdten. Mdoglicherweise wird FIP Uber die Bindung an Flamin an die

Plasmamembran rekrutiert.

3. Untersuchung der Interaktion zwischen Filamin und FIP

3.1 Eingrenzung der Bindungsdomanen zwischen Filamin und FIP durch

das , Two-Hybrid“ System

Das ,Two-Hybrid* Sysem bietet die Mdoglichket, die Bindungsdoménen zweer miteinander
interagierender Proteine einzuengen. Dabel wird die Aktivierung der Reportergene durch
Fusonsproteine, die nur Telbereiche oder einzene Doménen der interagierenden Proteine
enthdten, getestet [Fidds und Sternglanz, 1994]. Zur Eingrenzung degenigen Bereichs des
Filamins, der an FIP bindet, wurden die bereits zum Nachwes der Dimeriserungsdoméne des
FHlamins verwendeten Fusionen der verschiedenen 1gG-dhnlichen Doménen mit der GAL4-
DNA-bindenden Doméne engesstzt (dehe Kapitd B.1.6). Zur Eingrenzung des
Filaminbindebereichs in FIP wurden verschiedene FIP-Dedetionsmutanten in Fuson mit der
GAL4-Aktivierungsdoméne hergestellt. Dabel wurde die Lange der  Deetionsmutanten
schrittweise aufgrund der ,, Two-Hybrid“ Ergebnisse verringert.

Nachdem zunéchst die Autoaktivierung der Reportergene ausgeschlossen worden war, wurde
jedes der seben FIP-Fusonsproteine gegen die sechs vorhandenen Filamin-Kongtrukte im
» TWO-Hybrid* Experiment geteset. Dabei wurde die Flamindoméhe Rod 3 ds
Bindungsstdle fir HP identifiziet und de FHlamin-Bindebereich des FIP auf die
Aminosduren 1719 bis 1826 eingegrenzt (Abbildung 18 und Abbildung 19). Dieser Bereich
von FIP beinhdtet den Ubergang der postulieten zweiten superspirdisieten Doméne zur
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C-teeminden Doméane. Auffdlig an diesem Tel der FP-Sequenz i ein hoher Antel der
Aminosaure Serin. Der Serin-Antell an der gesamten Pimérsequenz betrégt ca 10%. In den
107 Aminosiuren der Flamin-Bindedoméne ist der Serin-Antell mit 22% mehr as doppet so
hoch. Besonders auffdlend i en Mativ, das neben finf Serinen die Aminosduren Lysn und
Glutamin enthdlt (KLSQSSQSKSK; AS 1746-1757) und ene Abfolge von finf Serinen
hintereinander (AS 1796-1801). Die Flamin-Bindedoméne der FIP-Sequenz hat eine bassche
Aminosaurezusammensetzung (theoretischer pl= 9,81), Rod 3 weist dagegen enen pl-Wert
im sauren Bereich auf (pl=4,50). Die Interaktion der beiden Bindungspartner konnte somit
durch Sdure-Base-Wechsdwirkungen vermittelt werden. Da aber die Wiederholungsainheiten
1 bis 5 dle ene enen pl-Wert zwischen 4,0 und 4,8 bedtzen, lésst dch die spezifische
Interaktion zwischen FIP und Rod 3 dlein durch die pl-Werte nicht erkléaren. Bei Ober-
flachenanalysen aufgrund der bekannten Sekundérstruktur der Filamin-Doménen fdlt Rod 3
gegentber den anderen  Einheten durch ene deutlichere Trennung der postiven und
negaiiven Ladungen auf der Obeflache auf [Fucini, 1997]. Moglicheweise interagiert der
bas sche Bereich des FIP mit diesem negativ geladenen Oberflachenbereich des Rod 3.

Filamindoméanen Ergebnis Fl P-Konstrukte Ergebnis
1163 2038
Rodl-6 eoeooeoe® i | —— o+
1163 1616
Rod1+2 apaw - I —— -
1611 2038
Rod1-3 eoeoe -+ 1l — +++
1611 1826
Rod 3 o T vV — +H+
1821 2038
Rod 3-6 ooeo® ... \Y; e -
1611 1718
Rod 5+6 oo - VI — -
1719 1826
VII o +++

Abbildung 18: Bestimmung der Bindungsbereiche zwischen Filamin und FIP. Die Zahlen an den
schematischen Darstellungen der FIP-Konstrukte bezeichnen die erste und letzte Aminoséure bezogen auf den
im , Two-Hybrid“ Experiment gefundenen Klon (Konstrukt ). +++ bezeichnet eine positive Interaktion im
» Two-Hybrid" Experiment mit pAS2/Rod 1-6 fur die FIP-Konstrukte und pACT2/FIP-Konstrukt | fir die
Filamindomanen. — steht fUr das Fehlen einer Interaktion.
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Abbildung 19: Wachstumsselektion (links) und b-Galaktosidasetest (rechts) der verschiedene Filamin-
und FIP-Fusionsproteine exprimierenden Hefen. Die Hefezellen enthalten das an der jeweiligen Zeile
genannte GAL4-BD-Filamin-Fusionsprotein und das Uber der jeweiligen Spalte beschriebene GAL4-AD-FIP-
Teilstlick. Die Tests wurden mit jeweils funf unabhéngigen Transformanten durchgefiihrt.

3.2 Verifizierung der Interaktion durch in vitro Untersuchungen

Obwohl das ,Two-Hybrid® Sysem ene sehr efolgreéiche Methode zum Nachweis neuer
Protein-Protein-Interaktionen dargedlt, i ene dlanige ,Two-Hybrid® Untersuchung noch
kein hinreichender Beweis fir eine Bindung zweler Proteine unter in vivo Bedingungen. Als
Grund dafir i z B. ene unteschiedliche Kompartimentierung der beiden moglichen
Bindungspartner, die ene Interaktion rein réumlich unmoglich macht, zu nennen. Ebenso
konnen im ,Two-Hybrid* Experiment im Zdlken der Hefezdlen evil. Protene anders
gefdtet vorliegen, s0 dass die Bindungsdoménen unter in vivo Bedingungen gar nicht
2uganglich dnd, sondern im Inneren des Molekils liegen. Aufgrund dessen muss die im
» TWO-Hybrid* Experiment entdeckte Bindung von D. discoideum Flamin an das neue
Hlamin-interagierende-Protein  durch  unabhangige Untersuchungen  bedtétigt werden.  Zu
dieseam Zweck wurden  Enzymimmunoassays, ,Blot-Overlay*  Untersuchungen  und
Koimmunprézipitationen mit rekombinanten Polypeptiden und D. discoideum Zdlextrakten
durchgefuihrt.
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321 Expression und Aufreinigung rekombinanter Teilstlicke des Filamin-Proteins

Fir die in vitro Untersuchungen der Bindung zwischen Flamin und FP wurden zwe
verschieden grof3e Bereiche der dongieten Doméne von Filamin in E. coli exprimiert und
geareinigt. Der Expressonsvektor pROD1-6, der die Sequenzinformation fur die 601 C-
terminden Aminosduren des Filaminproteins tragt, wurde bereits von B. Koppel beschrieben
[B. Koppel, 1994]. Das Polypeptid Rod 1-6 représentiert die gesamte eongierte Untereinhelt
des Filamins mit Ausnahme der ersen neun Aminoséuren der ersen 1gG-ahnlichen Doméne,
Das Polypeptid Rod 2-4 enthdt die Einheiten zwe bis vier des Filaminmolekils Am N-
Terminus dieses Polypeptids sind zuséizlich neun durch den Expressonsvektor kodierte
Aminosuren und die letzten zehn Aminosiuren der erden 1gG-Domédne von Flamin
vorhanden. Der C-Terminus des Polypeptids bestent aus den ersen zehn Aminosiuren der
Untereinheit finf.

3.2.2 Nachwesder Interaktion zwischen Filamin und FIP durch

Enzymimmunoassays

Festphasen-Enzymimmunoassays delen neben ihrer  Anwendung zum direkten  Antigen
Antikorper Nachweis ene Methode zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen dar
[Loo et al., 1998; Takafuta et al., 1998]. Dabe wird der erse Bindungspartner in gereinigter
Form durch direkte Adsorption an die Obeflache ener Mikrotiterplaite gebunden. Nach
Absitigung unspezifischer Bindungsstelen efolgt die Inkubation dieser Oberfléche mit dem
zweiten Bindungspartner. Dabel kann es sch entweder um en gerenigtes Protein oder um
enen Proteinrohextrakt entsorechender Zellen handeln. Zum Nachwels des zwaeiten
Bindungspartners dient ein Antikdrper gegen das Protein. Dieser Antikorper wird wiederum
von enem gedgneten enzymgekoppelten sekundaren Antikorper erkannt. Die Resktion des
an den Antikorper gekoppdten Enzyms mit seinem Subdrat fihrt zu einem Produkt, dessen
Konzentration photometrisch bestimmbar is. Als Kontrolle der Bindungsspezifitét der beiden
Patner sollten angtedle des ersten Bindungspartners andere Proteine an die feste Phase
adsorbiet und aguivdent behanddt werden. Bel den in dieser Arbet durchgefihrten
Enzymimmunoassays wurde stets Rinderserumal bumin as Kontrollprotein verwendet.
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3221 Rekombinante FIP- und Filamin-Polypeptide binden in

Enzymimmunoassays aneinander

Enzymimmunoassays zum Nachweis der Interaktion rekombinanter Flamin- und  FIP-
Polypeptide wurden in verschiedenen Kombinationen durchgefiihrt. Sowohl Rod 1-6 ds auch
Rod 2-4 wurden in ener Konzentration von 50 pg/ml an die Oberflache ener Mikrotiterplaite
gebunden und mit Konzentrationen von O bis 800 pg/ml des rekombinanten FIP-Polypeptids
(9ehe Kapitd B.24) inkubiert. Der Nachweis der Bindung erfolgte tUber den monoklonaen
anti-FIP Antikérper K12-362-6 (Abbildung 20). Als Kontrolle einer unspezifischen Bindung
des rekombinanten FIP-Polypeptids wurden Locher einer  Mikrotiterplatte mit  BSA
beschichtet und analog behandelt.
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Abbildung 20: Enzymimmunoassay zum Nachweis der Bindung zwischen Filamin und FIP.
Rekombinantes Rod 16, Rod 24 oder BSA wurden mit einer Konzentration von 50 pg/ml an die Oberflache
einer Mikrotiterplatte adsorbiert und mit 0-800 pg/ml FIP-Polypeptid inkubiert. Der Bindungsnachweis erfolgte
Uber den monoklonalen FIP Antikorper K12-362-6 und anschlieffende Farbreaktion des an akalische
Phosphatase gekoppelten sekundéren Antikorpers. Jeder Datenpunkt représentiert den Mittelwert von sechs
unabhéngigen Messungen. Die Fehlerbalken ergeben sich aus den Standardabweichungen der Messwerte.

Man erkennt eine spezfische Bindung des FIP-Polypeptids an beide verwendeten Filamin-
Tellbereiche. In beiden Fdlen i die Bindung durch den Zusaz von 1% BSA be der
Inkubation des FIP-Peptids nicht zu behindern. Beide Wechsdwirkungen sind konzentrations-
abhangig und dreben gegen ene Séttigungskonzentration von ca. 300-400 pg FIP-Polypeptid
pro Milliliter.
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Alternativ wurde das rekombinante FIP-Tellstlick mit ener Konzentration von 10 pg/ml an
die Obeflache ener Mikrotiterplatte adsorbiert, mit aufsteigenden Mengen (0-50 pg/ml) von
Rod 1-6 inkubiert und Uber den monoklonden Filamin AntikOrper 82-382-8 nachgewiesen.
Da keiner der vorhandenen Filamin Antikorper en Epitop im Bereich des Polypeptids Rod 2
4 ekennt, konnte Rod 2-4 bea diessr Versuchsanordnung nicht eingesetzt werden. Als
Kontrolle einer unspezifischen Bindung wurde wiederum BSA verwendet (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Enzymimmunoassay mit adsorbiertem FIP-Polypeptid zum Nachweis der Bindung
zwischen Filamin und FIP. Rekombinantes FIP-Polypeptid wurde mit einer Konzentration von 10 pg/ml an die
Oberflache einer Mikrotiterplatte gebunden und mit G50 pg/ml gereinigtem Rod 16 inkubiert. Der Nachweis
erfolgte Uber den monoklonalen anti-Filamin Antikorper 82-382-8. Die Bindung wurde Uber die Farbreaktion
des an akalische Phosphatase gekoppelten sekundéren Antikorpers nachgewiesen. Jeder Datenpunkt
reprasentiert den Mittelwert von sechs unabhangigen Messungen. Die Fehlerbalken ergeben sich aus den
jeweiligen Standardabwei chungen der Messwerte.

Die Bindung der rekombinanten FIP- und Hlamin-Polypeptide ist auch be dieser
Versuchsanordnung spezifisch und konzentrationsabhéngig. Sie i durch den Zusaz von 1%
BSA nicht zu blockieren und strebt gegen eine Séitigungskonzentration von ca. 10-15 ug Rod
1-6 pro Milliliter. Die unterschiedlichen Konzentrationen bel der Kopplung der FIP- oder
Flamin-Polypeptide  sowie die unterschiedlich  hohen  Extinktionswerte  resultieren
wahrscheinlich aus ene  unterschiedlichen Affinitddé der FIP- und Flamin Antikorper zu
ihrem jeweiligen Antigen.

Durch diese Enzymimmunoasssys konnte die spezifische Bindung des im , Two-Hybrid"
Sysem engegrenzten Bindungsbereichs des FIP-Proteins an D. discoideum FHlamin auf der
Ebene rekombinanter Polypeptide bestétigt werden.
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3222 Filamin ausDictyostelium discoideum Extrakten bindet an rekombinantes

FIP-Polypeptid in Enzymimmunoassays

Zum Nachwes der Bindung von endogenem Flamin aus D. discoideum Zdlen an das
rekombinante FIP-Polypeptid im Enzymimmunoassay wurden Proteinextrekte dieser Zdlen
hergestellt. Dafiir wurden 2 x 108 Ax2-Zellen durch Passage durch einen Nuclepore-Filter
auffgechlossen und die zytoplasmatische Fraktion durch Zentrifugation von  unlédichen
Begtandteilen getrennt. Filamin befand sich be diessr Zentrifugation im Ubergtand.  Zur
Kontrolle der spezifischen Bindung des Filamins an das FIP-Polypeptid diente ein Aufschiuld
von Zdlen der D. discoideum Mutante GHR [Eichinger et al., 1996], die kein endogenes

Flamin exprimieren.

Im Festphasenimmunoassay wurden FIP-Polypeptid oder BSA mit ener Konzentration von
10 pg/ml an die Oberflache einer Mikrotiterplatte adsorbiert. Beide Proteine wurden sowohl
mit dem Zytosol von Ax2- ds auch von GHR-Zdlen inkubiert. Der Bindungsnachwels
erfolgte Uber den monoklonalen anti- Filamin Antikorper 82-382-8 (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Interaktion von Filamin aus D. discoideum Extrakten mit rekombinantem FIP-Polypeptid
im Enzymimmunoassay. Rekombinantes FIP-Polypeptid bzw. BSA wurde mit einer Konzentration von 10
pa/ml an die Oberfléche einer Mikrotiterplatte gebunden und mit Proteinextrakt aus D. discoideum Ax2- oder
GHR-Zellen inkubiert. Der Nachweis erfolgte Gber den monoklonalen anti-Filamin Antikorper 82-382-8 und
Farbreaktion des an alkalische Phosphatase gekoppelten zweiten Antikdrpers. Jeder Datenpunkt représentiert den
Mittelwert von drei unabhangigen Messungen. Die Fehlerbalken ergeben sich aus den jeweiligen
Standardabwei chungen der Messwerte.
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Die Kontrolle mit BSA zeigt be beden Zdlextrakten eine etwa gleich hohe Extinktion. Be
adsorbiertem FIP-Peptid seigt die Extinktion be GHR-Zdlextrakt nur leicht gegentiber dem
BSA-Wert an. Wurde jedoch Ax2-Extrakt auf adsorbiertes FIP-Polypeptid aufgebracht,
resultierte eine zwefach erhdhte Extinktion. Endogenes Filamin aus D. discoideum Extrakten

bindet demnach im Enzymimmunoassay an rekombinantes Fl P-Polypeptid.

323 Verifikation der Filamin-FIP-Interaktion durch , Blot-overlay*

Unter suchungen

Ba ,Blot-overlay“ Untersuchungen werden gereinigte Proteine oder Proteinextrakte aus
Zdlen durch SDS-Polyacrylamid-Geleektrophorese  aufgetrennt und  auf  Membranen
trandferiert. Diese Membranen werden mit ener Proteinlésung inkubiert. Dabel  binden
Protenmolekile aus der Lésung an ihre audf der Membranoberfldche immobiliserten
Bindungspatner und lassen dch  durch  Immunmakierung mit  gedgneten  Antikorpern
nachweisen [Faulkner et al., 2000]. Als Kontrollprotein wurde Rinderserumabumin

verwendet.

3231 » Blot-overlay” Studien mit rekombinanten FIP- und Filamin-Polypeptiden

Sowohl Rod 1-6 as auch Rod 2-4 wurden auf Nitrozdlulosemembran immobilisert und mit
gereinigtem rekombinantem FIP-Polypeptid inkubiert. Der FIP Antikorper K12-454-2 zeigt
ene spezifische Bindung des FIP an die beiden rekombinanten Flamin-Proteine (Abbildung
23, links). BSA ds Kontrollprotein wird vom FIP-Polypeptid nicht gebunden und es ist keine
Kreuzreaktion des FIP-Antikdrpers mit den immobiliserten Flamin-Polypeptiden nachweis-

bar.

Alternativ wurde rekombinantes FIP-Polypeptid auf der Membran immobiligert und mit ener
Rod 1-6 Ldésung behandet. Auch in dieser Versuchsanordnung lief3 sch ene spezifische
Interaktion des Rod 1-6 mit dem FIP-Peptid bestétigen. In Kontrollexperimenten mit BSA
wurde die Spezifitét der Resktion bestétigt.
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Abbildung 23: ,Blot-overlay® Assay mit rekombinanten FIP- und Filamin-Polypeptiden. Die Polypeptide
wurden in 12%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembranen transferiert. (links)
FIP bindet spezifisch an die immobilisierten Filamin-Doménen Rod 1-6 und Rod 2-4. Der FIP-Nachweis
erfolgte mit dem Antikorper K12-454-2 gegen FIP. (rechts) Rod 1-6 interagiert mit immobilisertem FIP-
Polypeptid. Zur Detektion von Rod 1-6 wurde der anti-Filamin Antikorper 82-382-8 eingesetzt. Als
Bindungsnachweis diente die ECL-Reaktion des zweiten, an M eerrettich-Peroxidase gekoppelten Antikdrpers.

3232 FI P-Polypeptid bindet an Filamin aus Dictyostelium discoideum Extrakten in
» Blot-overlay* Unter suchungen

In diesem Test wurden Gesamtproteinextrakte von D. discoideum Ax2- und GHR-Zdlen
geldektrophoretisch  aufgetrennt, auf ene Nitrozdlulosemembran trandferiert und mit ener
FIP-Polypeptidldsung  inkubiert  (Abbildung 24). Zunéchg wurde Flamin im  Immunoblot
nachgewiesen. Endogenes Filamin aus Ax2-Extrekten i sehr empfindlich fir proteolytischen
Abbau. Der anti-Flamin Antikorper erkennt daher in diesem Extrakt neben dem Flamin-
Sgnd bel 120 kDa noch zwe wetere Signade bel niedrigeren molekularen Massen (ca. 100
und 80 kDa) (Abbildung 24, links). Der GHR-Extrakt is Flamin-frei. Der Kontrolle der
geladenen Proteinmengen diente e@ne Immunmarkierung mit dem anti-a-Actinin  Antikorper
47-60-8. Im ,Blot-overlay® Versuch (Abbildung 24, rechts) erkennt der anti-FIP Antikorper
im Ax2-Extrakt an Filamin gebundenes FIP-Polypeptid (120 kDa). Welterhin interagiert das
FIP-Peptid mit dem Flamin-Abbauprodukt bei ca 100 kDa In dem Filamin-fraen GHR-
Extrakt sind diese Signadle nicht zu beobachten. Diese Kontrolle bestétigt die Interaktion des
FIP-Polypeptids mit endogenem Filamin aus D. discoideum Ax2-Zdlen. Zusdzlich wurde
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ene Kontrolle der Spezifitét des anti-FIP Antikorpers durchgeftihrt (-FIP). Der Antikorper
erkennt ohne vorherige Inkubation der Membran mit dem FIP-Polypeptid keine Signde. Da
es dch be den Extrakten um Zellen aus dem vegetativen Stadium von D. discoideum handelt,
snd nur geringe Mengen endogenes FIP vorhanden, die nicht detektiert werden. In der , Blot-
Overlay” Untersuchung erkennt man jedoch ein zusdizliches Sgnd be ca 230 kDa in beiden
Proteinextrakten. Moéglicherweise bindet das rekombinante FIP-Polypeptid an endogenes FIP
und verstérkt so die Resktion des Antikorpers. Dies ware ein erster experimenteller Hinwels
auif ene in Kgpitd B.23 aufgrund von Strukturvorhersagen diskutierte Dimeriserung des
FIP. Es konnte sch aber ebenfalls um einen weiteren Bindungspartner des F P-Polypeptids
handdn.
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Abbildung 24: ,Blot-overlay* Untersuchung mit rekombinantem FIP-Polypeptid auf Gesamtzellpraein-
homogenaten. Gesamtzellprotein von je 1 x 10° Ax2- oder GHR-Zellen pro Spur wurde in einem 8%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran transferiert. (links) Der anti-Filamin Antikorper
82-382-8 erkennt Filamin (120 kDa) und Abbauprodukte im Ax2-Extrakt. GHR-Extrakt enthdlt kein Filamin.
Der anti-a-Actinin Antikdrper bestétigt, dass gleiche Mengen Protein (1 x 10° Zellen/Spur) geladen wurden.
(rechts) ,Blot-overlay* Assay mit FIP-Polypeptid auf Zellextrakten von Ax2- und GHR-Zellen. FIP bindet
spezifisch an Filamin (120 kDa) und ein Filamin-Abbauprodukt (ca. 100 kDa) im Zellextrakt von Ax2-Zellen.
Zur Detektion wurde der anti-FIP Antikorper K12-454-2 eingesetzt. Die Bindungen der Antikorper wurden
durch ECL-Reaktion des zweiten, an M eerrettich-Peroxidase gekoppel ten Antikorpers nachgewiesen.
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3.24 Veifikation der Interaktion zwischen Filamin und FIP durch Koimmun-

pré&zipitationen mit rekombinanten Polypeptiden

Die Technik der Koimmunprézipitetion i eine wetere Methode zum Nachwels von Protein-
Protein Wechsdwirkungen. Gibt man enen Antikdrper in eine Lésung, die das Antigen und
en mit dem Antigen interagierendes Protein enthdt, so wird en Interaktionskomplex dieser
drei Komponenten gebildet. Dieser Komplex lésst sch durch die Affinité des Antikorpers zu
Protein A gekoppeter Sepharose prézipitieren. Die Komponenten des Komplexes kodnnen

dann durch Immunmarkierungsexperimente nachgewiesen werden.

Zum Nachwes der Interaktion zwischen Hlamin und FP in Losung wurden Koimmun-
prézipitationsstudien der rekombinanten Polypeptide Rod 1-6 und FIP durchgefihrt
(Abbildung 25). Dabei wurden sowohl der anti-FIP Antikdrper as auch der anti-FHlamin
Antikorper verwendet. Aus Gemischen der Polypeptide konnte mit beiden Antikdrpern neben
dem Antigen auch der jewdlige Bindungspatner prézipitiet werden (Spur 1 und 3).
Allerdings lag diesr jewels im Komplex in wesentlich geringerer Menge ds das Antigen
vor. Moglicheweise wird die Bindung der beden Polypeptide durch das im Immun-
prézipitationspuffer enthatene Natriumchlorid (150 mM) labilisert, so dass nur ein Tel des
Bindungspartners prazipitiet wird. Das Natriumchlorid im Puffer dient der Blockierung ener
unspezifischen Bindung der Polypeptide an die Sepharosematrix. Diese Kontrollen sind in
den Spuren 2 und 4 gezeigt. Zur Detektion der Polypeptide wurde die Membran mit einem
Gemisch der Antikorper K12-454-2 gegen FIP und 82-382-8 gegen Filamin inkubiert. In dlen
Spuren erkennt man die durch direkte Bindung des zweiten Antikdrpers markierte leichte und
schwere Kette der zur Prézipitation eingesetzten 1gG-Molekile.

Es wurden auch Koimmunpréziptiationsversuche der endogenen Proteine in D. discoideum
Proteinextrakten durchgefihrt. Unter den gewéhiten Bedingungen konnte dlerdings nur die
Immunprézipitetion der endogenen Proteine mit dem jewelligen Antikorper, nicht jedoch die
Kopréazipitation des I nteraktiongpartners dokumentiert werden.
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Abbildung 25: Koimmunpr&zipitationsversuche mit rekombinanten Filamin- und FIP-Polypeptiden. Zu
L 6sungen der Uber der jeweiligen Spur bezeichneten Polypeptide wurde der angegebene Antikorper gegeben und
1 Std. bel 4°C inkubiert. Die Antikorper-Antigen-Komplexe wurden an Protein A-Sepharose gebunden,
gewaschen, die Proteine in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran
transferiert. Der Nachweis erfolgte durch Immunmarkierung mit einer Mischung der Antikorper 82-382-8 gegen
Filamin und K12-454-2 gegen FIP. Die Bindung wurde durch einen sekundaren, an Meerrettich-Peroxidase
gekoppelten Antikérper und anschlieRende ECL-Reaktion detektiert. In alen Spuren erkennt man die durch
direkte Bindung des zweiten Antikdrpers markierte schwere (*) und leichte ¢*) Kette der zur Prézipitation
eingesetzten |gG-Molekiile.

4. Untersuchungen einer GFP-cFIP-Fusionsprotein
exprimierenden Zelllinie von Dictyostelium discoideum

4.1 Expression eines GFP-cFIP- Fusionsprotein in Dictyostelium

discoideum

Das ,,green fluorescent protein“ (GFP) aus Aequorea victoria hat ein Molekulargewicht von
27 kDa. Die Seitenketten der drei Aminosduren Serin, Tyrosin und Glycin der Postionen 65-
67 snd zu dnem Fuorophor® zyklisert. Durch Absorption von Strrahlung des blauen
Wdlenldngenbereiches (Absorptionsmaximum be 395 nm) wird diese Gruppe zum Leuchten
angeregt. Das Protein emittiet dann Licht mit enem Emissonsmaximum von 508 nm. Diese
Widlenlange liegt im grinen Spektrabereich. Die ¢cDNA des GFP wurde 1992 kloniert
[Prasher et al., 1992]. Satdem wird GFP in Fuson mit anderen Proteinen genutzt, um die
ubzdlulére Lokalisation dieser Proteine in lebenden Zellen zu beobachten.

3 Fluorophor = organische Gruppe, die in fluoreszierenden Stoffen als Trager der Fluoreszenz angesehen wird.
Fluoreszenz = Eigenschaft bestimmter Stoffe, bei Bestrahlung selber zu leuchten.
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Fur die Untersuchung von FIP in lebenden D. discoideum Zelen wurde der GFP-Expressons-
vektor pDEX-GFP [Wesphd et al., 1997] verwendet. In diesen Vektor wurde stromabwarts
vom GFP-Gen das 2,7 kb grof3e 3'-Ende des FIP kloniert. Das resultierende Fusionsprotein
wird kondtitutiv unter der Kontrolle des Aktin-15-Promotors exprimiert. Es setzt sich aus
GFP, enem Adt-Aminosduren Verbindungsstiick (KLELIRHE) und den Aminosauren 1163
bis 2038 von FP zusammen. Dies entoricht dem im , Two-Hybrid® Sysem gefundenen
Bereich des FIP. Das verwendete GFP hat einen Austausch der Aminosdure Serin gegen
Threonin in Pogtion 65. Dadurch ig das Emissonsmaximum des Fuorophors zu ener
Widlenlange von 511 nm verschoben. Die Expresson des GFP-cFIP-Fusonsproteins in
trandformierten D. discoideum Zdlen wurde im Immunoblot (Abbildung 26) mit dem FIP
spezifischen  Antikdrper  K12-454-2 Uberprift. Ein Vergleich der Expressonsmengen des
GFP-cFIP-Fusongproteins  (Molekulargewicht ca 130 kDa) mit endogenem FIP zum
Zetpunkt seiner daksen Expresson in der Entwicklung der D. discoideum Zdlen
dokumentiert iber die Zelpopulation gemittdt eine Uberexpresson des GFP-Proteins. Das
Fusongprotein ist unabhangig vom Entwicklungsstadium der Zellen nachwel sbar.

GFE<FIF HAxd

Abbildung 26: Vergleich der Proteinmengen des GFP-cFIP-Fusionsproteins mit endogenem FIP.
Gesamtzellprotein von je 1 x 10° Zellen vegetativer GFP-cFIP exprimierender Zellen (links) und fir 15 Stunden
entwickelter Ax2-Zellen (rechts) wurde in einem 8%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und mit dem FIP Antikdrper K12-362-6 inkubiert. Die Bindung des
Antikorpers wurde durch einen an Meerrettich Peroxidase gekoppelten sekundéren Antikérper und
anschlieflende ECL -Reaktion dokumentiert.
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Die Lokdisaion des GFP-cFIP-Fusonsproteins in lebenden D. discoideum Zdlen wurde
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Das Protein ig in Plasmamembranndhe lokadisert und
bildet dort enen sark fluorezierenden Ring. (Abbildung 27). AulRerdem erkennt man ene
schwache Féarbung im Zytosol und vereinzdt ene Fabung von Membranen grof3erer

intrazdluldrer Veskd.

Abbildung 27: L okalisation des GFP-cFIP-Fusionsproteinsin lebenden Ax2-Zellen. Mal3stab; 5 um.

Die Lokdisation des GFP-Fusonsproteins in vegetativen D. discoideum Zelen unterscheidet
gch von der durch indirekte Immunfluoreszenz bestimmten Lokdisation des endogenen FIP-
Proteins in entwickdten Zdlen (Kapitd B.2.7). Zwa befinden sch beide Proteine im
AulRenbereich der Zdlen, endogenes FIP lokdisert jedoch im Vergleich zum GFP-Protein
nicht kontinuierlich an der Pasmamembran. Es fabt vidmehr den Membranbereich
punktartig an. Eine Erkl&rung fir diese unterschiedliche Lokaisation konnte die Expresson
des GFP-Proteins in nicht entwickdten Zdlen san, wédhrend endogenes FIP in der
Wechdumsphase der Zdlen nur in sehr geringen Mengen vorhanden is. Gegen ene
entwicklungsabhéngige Lokdisation von FIP spricht dlerdings, dass dch die Vertellung von
GFP-cFIP im Entwicklungszyklus von D. discoideum nicht verandert. Aul3erdem ist nur der
ca. 100 kDa grof3e C-Terminus des FIP mit GFP fusoniert worden, die Ubrige Sequenz des
Proteins fehit. Eine eventudl durch den N-Terminus bedingte Lokaisation des endogenen FIP

kann daher mit diesem Fusionsprotein nicht untersucht werden.
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4.2 Indirekte Immunfluoreszenzstudien von GFP-cFIP exprimierenden

Zellen

Die ldentitét des GFP-cFIP-Fusonsproteins wurde auch durch indirekte Immunfluoreszenz-
untersuchungen mit den anti-FIP Antikorpern bestétigt. Das GFP-Fusonsprotein wird von
alen vorhandenen FIP Antikorpern erkannt (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Identifizierung des GFP-cFIP-Fusionsproteins durch indirekte Immunfluoreszenzstudien
mit anti-FIP Antikorpern. (A,B) GFP-Fluoreszenz; (A',B') Féarbung der FIP Antikorper K12-454-2 (A’) und
K12-362-6 (B'); (A'',B"’") Uberlagerung der Bilder A und A’ bzw. B und B’; (A’',B"’) Phasenkontrast-
aufnahmen; Maf3stab; 5 um.
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Abbildung 29: Kolokalisationsstudien des GFP-cFIP-Fusionsproteins mit  Filamin. GFP-cFIP
exprimierende Zellen wurden mit kaltem Methanol fixiert und mit dem anti-Filamin Antikérper 82-454-12
inkubiert. Zum Nachweis diente ein Cy3-gekoppelter Ziege-Anti-Maus Antikdrper. (A) GFP-cFIP-Fluoreszenz;
(A) Filamin-Cy3-Fluoreszenz; (A’’) Uberlagerung der Bilder A und A’; Mal3stab; 5 um.

FIP wurde aufgrund sener Assoziaion mit Flamin  entdeckt. In indirekten Immun-

fluoreszenzuntersuchungen  mit  anti-Flamin -~ Antikdrpern  (Abbildung 29) zegt dch ene
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Kolokdisation des GFP-Proteins mit Filamin. Beide Proteine befinden dch direkt an der
Plasmamembran de Zdlen. AulRerdem erkennt man sowohl in der GFP- ds auch in der

Antikorperfluoreszenz eine schwache Farbung des Zytosols und vesikularer Strukturen.

Zusdzlich wurde in Immunfluoreszenzstudien ene Kolokdisation des GFP-Fusonsproteins
mit Aktin untersucht. Aktin bildet unter der Plasmamembran der Zdlen en dreidimensondes
Netzwerk, das der Stabiliserung der Zdlform dient. Dieses Netzwerk wird unter anderem
durch die Querverneizung der Aktinfasarn durch  Flamin  aufgebaut.  In ruhenden,
unpolariderten  Zdlen ig¢ Aktin ebenso wie GFP-cFIP homogen unter der gesamten
Pasmamembran der Zelle zu finden. In polariserten, sch bewegenden Zdlen i Aktin vor
dlem im vordeen Bereich der Zdle angereéchet (Abbildung 30, Mitte), die GFP-
Fluorezenz zeigt dagegen ene Akkumulaion des GFP-cFIP-Fusonsproteins im
entgegengesetzten Bereich der Zdle (Abbildung 30, links). Eine &hnliche Vertellung wird fir
Myosin Il beobachtet, das eine Rolle beim Nachziehen des hinteren Zdlbereichs be der
Bewegung spidt [Chu und Fukui, 1996; Jay et al., 1995]. In aktiven, polariserten D.
discoideum Zdlen igt somit keine Kolokaisation der beiden Proteine zu beobachten, obwohl
sch sowohl Aktin ds auch GFP-cFIP direkt unter der Plasmamembran in der Peripherie der
Zdle befinden.

Abbildung 30: Kolokalisationsstudien des GFP-cFIP-Fusionsproteins mit Aktin. (A) GFP-Fluoreszenz; (B)
Lokalisation des Aktin, zur Detektion wurde der monoklonale Antikorper Act-1-7 verwendet; (C) Uberlagerung
der Bilder A und A’; Mal3stab; 5um.
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4.3 Lokalisation des GFP-cFIP-Fusionsproteins bei chemischer

Verdnderung des Aktin-Zytoskeletts

Die bisherigen Ergebnisse weisen darauf hin, dass FIP durch seine Bindung an Filamin mit
dem Aktin-Zytoskdett der Zdlen interagiet. Zur ndheren Charakteriserung dieser
Asoziaion bieten sch in vivo Untersuchungen der GFP-cFIP exprimierenden Zdlen an, be
denen das Aktin-Zytoskelett durch aul3ere Einfllsse veréndert wird.

4.3.1 Umor ganisation des Aktin-Zytoskeletts durch Cytochalasin A

Cytochdasne snd ene Familie von PRilzadkadoiden [Plhler; 1999]. Se inhibieren
verschiedene Formen der Zdlbewegung, indem se an Aktinfilamente binden und dadurch die
Anlagerung neuer Monomere unterbinden [Brown und Spudich, 1979]. Der Effekt ist
reversbe und die Substanz nicht toxisch. In D. discoideum findet das lipophile Cytochdasin
A Anwendung, da es ds enziges Mitglied der Cytochdasn-Familie von den Zdlen aus dem
Medium aufgenommen wird. Die ebenfdls in D. discoideum Zdlen verwendbaren
Cytochdasne B und D wirken ers nach Permesbiliserung der Zdlen, z. B. durch Elektro-
poration [McRobbie und Newell, 1985; Chu und Fukui, 1996; Lee et al., 1998].

Zur Untersuchung des Effekts von Cytochdasin A auf das Aktin-Zytoskdett und die
Vertelung des GFP-cFIP-Fusongproteins wurden D. discoideum Zdlen eéne Stunde in ener
Lésung mit 20 uM Cytochdasn A inkubiet und anschliel¥end fixiet. Be Cytochdasn A
Behandlung runden dSch die Zdlen & und werden unbeweglich. Die Immunfluoreszenz-
aufnehmen zeigen ene Kolokdisation des GFP-cHP mit Flamin (Abbildung 31, obere
Rehe), Aktin und GFP-cFIP kolokdiseren ebenfdlsg(Abbildung 31, unten). Jedoch ist bei
dlen dre Proteinen die homogene Farbung am Rand des Zdlkorpers gestort und man seht
ene fleckenatige Fabung im Aulenbereich dar Zdlen. Da Flamin sch auch in
kappenartigen Strukturen in  der  Zelperipherie befindet, liegt ene direkte Assoziation
dessdben mit dem verbleibenden Aktin nahe. Die Umorganisation des Aktin-Zytoskeetts
durch Cytochdasn A wirkt sch somit auf die Lokaisaion des Filamin und dadurch auf die
Lokdisation des GFP-cFIP-Fusiongproteins aus. Die Interaktionen dieser Proteine bleiben bel
der Behandlung der Zellen mit Cytochalasin A erhdten.
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GFP-cFIP Hlamin

Aktin

Abbildung 31: Kolokalisationsstudien des GFP-cFIP bei Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts durch
Cytochalasin A. Die Zellen wurden 1 Stunde mit 20 uM Cytochalasin A in Soerensen-Phosphatpuffer inkubiert
und anschlieffend mit kaltem Methanol fixiert. (A,B) GFP-Fluoreszenz. (A',B’) Féarbung der anti-Filamin (A")
und anti-Aktin (B’) Antikorper. Als sekundérer Antikorper wurde ein Cy3-gekoppelter Ziege-anti-Maus
Antikorper verwendet. (A"’ ,B'") Uberlagerung der jeweiligen GFP- und Cy3-Fluoreszenzen. MalRstab; 5 pm.

Die Betrachtung lebender GFP-cFIP exprimierender Zdlen unter Cytochdasn A Einfluss
(Abbildung 32) gibt Aufschluss Uber den zetlichen Velauf der Umorganisation des
Zytoskeletts in D. discoideum. Die Umvertelung des GFP-cFIP Proteins setzt zwischen 10
und 30 nin Inkubationsdauer mit Cytochdasin A en. Nach 60 min is GFP-cHP in grof3en,
kappenartigen Strukturen an der Plasmamembran lokaigert. Nach 90 min Behandiung mit
Cytochdasin A erkennt man grof¥e GFP-cHP enthatende Klumpen auch innerhadb der Zdle
Die Plasmamembran ist anhand der GFP-Huoreszenz kaum noch zu erkennen. Ob auch in
diesem fortgechrittenen Stadium der Umstrukturierung eine Kolokdisation des GFP-Sgnds
mit Flamin oder Aktin besteht, wurde nicht untersucht. Eine Bildung von Aktin-Clustern
wurde dlerdings b Studien mit Cytochdasn D in D. discoideum [Chu und Fukui, 1996]
bzw. Cytochdasn A in Aspergillus nidulans [Suelmann und Fischer, 2000; Torraba et al.,
1998] nicht nachgewiesen. Vidmehr konnte in diesen Zdlen keine F-Aktin Huoreszenz mehr
nachgewiesen werden, was auf eine vollstandige Depolymerisation des Aktins hinwest.
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Abbildung 32: Fluoreszenzaufnahmen bel  Cytochalasin A  Behandlung lebender  GFP-cFIP
exprimierender D. discoideum Zellen. Gezeigt ist die zeitliche Veranderung (0-90 min) der GFP-Fluoreszenz
Iebender GFP-cFIP exprimierender Zellen. Mal3stab; 5 um.

4.3.2 Umor ganisation des Aktin-Zytoskeletts dur ch 2,4-Dinitrophenol

2,4-Dinitrophenol  wirkt in Dictyostelium discoideum ds Entkoppler der oxidativen
Phosphorylierung [Jungbluth et al., 1994]. In Zdlen, die der Einwirkung von 5 x 10° M 2,4-
Dinitrophenol ausgesetzt snd, kann die durch Elektronentbertragung in der Atmungskette
geigferte Energie nicht zur ATP-Synthese verwendet werden. Dadurch sinkt ihr ATP-Gehdt
auf etwa 10% des normden Wertes. Die Entkopplung hat auch Auswirkungen auf das Aktin-
Zytoskdett der Zdlen. Die Phosphorylierungsrate von Tyrosnen im Aktin deigt und es
efolgt eéne Umorganisation des Aktin-Zytoskdetts. Die Zdlen verandern ihre Gestdt und die
Zdlbewegung ist eingechrankt. Das normderweise vor dlem an Sch verdndernden Stellen
der Plasmamembran lokdiserte Aktin i nach zehn Minuten Inkubation mit 24-
Dinitrophenol in den abgerundeten, unbeweglichen Zdlen homogen in der Zdlperipherie
vertellt. Nach 30 Minuten Dinitrophenol-Inkubation hat sch das Aktin zum Tel von der
Zdlperipherie ins Zytoplasma verlagert. Dort bildet es grofe, amorphe Zusammenlagerungen.
Der Effekt des 2,4- Dinitrophenols ist reversbd. Schon finf Minuten nach Entfernung der
Subganz liegt Aktin wieder in saner normden Lokdisgion an der Plasmamembran der
beweglichen Zdlen vor.
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In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der Entkopplersubstanz 2,4-Dinitrophenol auf die
Expresson und Vertelung des GFP-cFIP-Fusonsproteins untersucht. Aufgrund der  Uber
Filamin vermittdten Asozigtion an das Aktin-Zytoskelett liegt eine Umorganisation des
GFP-cHP durch die Entkopplung der oxidaiven Phosphorylierung nahe. GFP-cFIP verhdlt
sch jedoch anders as Aktin (Abbildung 33). Die homogene Vertelung unter der
Pasmamembran i gestort. Nach acht Minuten  Dinitrophenol-Einwirkung  ig der
fluorezieende Rand dea Zdlen von nicht fluoreszierenden Bereichen  unterbrochen.
Finfzehn Minuten nach Beginn der Entkopplung sind nur noch keppenartige Strukturen an
der Plasmamembran zu erkennen. GFP-cFIP akkumuliert jedoch im Gegensatz zu Aktin nicht
in Clusern im Zytosol. Die Revershilitét des Dinitrophenoleinflusses auf GFP-cFIP wurde
nicht getestet.

Abbildung 33: Verhalten des GFP-cFIP-Fusionsproteins bel  Entkopplung des  oxidativen
Phosphorylierung durch  24-Dinitrophenol. Gezeigt ist die GFP-Fluoreszenz lebender GFP-cHP
exprimierender D. discoideum Zellen nach den angegebenen Minuten Behandlung mit 5 x 10° M 2,4-Dinitro-
phenol in Phosphatpuffer. Mal3stab; 5um.
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4.4 Lokalisation des GFP-cFIP-Fusionsproteins bei Phagozytose und

Exozytose fluoreszierender Hefen

Phagozytose, dh. die Aufnahme von Feddoffen in die Zdle is be frelebenden D.
discoideum Amoben die enzige Moglichkeit der Nahrungsaufnahme. Thr Wachgum und ihre
Vermehrung snd von der Aufnahme von Bakterien oder Hefen abhéngig. In D. discoideum
Laborgammen, die auch in flissgem Medium Uberleben kdnnen, kommt die Pinozytose, d.h.
die Aufnahme von Hussgkeiten, ds Maoglichkeit der Nahrungsaufnahme hinzu. An beiden
Prozessen it das Aktin-Zytoskelett beteilligt. Be der phagozytotiscchen Aufnahme von
Bakterien werden zunéchst Pseudopodien gebildet, die das Bakterium umschlie?en. Nach
dem Verschmezen der Pseudopodien schnirt sich das Phagosom ab. Dieses Phagosom wird
enem Abbauweg zugefihrt, der mit der Verschmelzung von Phagosom und Lysosom endet.
Die Phagozytose wird hauptsachlich durch F-Aktin reguliert [Maniak et al., 1995]. Diese
Regulaion findet unter Betelligung Aktin-bindender Proteine wie z.B. Tdin und Coronin datt
[Niewohner et al., 1997; Maniak et al., 1995; Hacker et al., 1997]. Aulerdem wurde die
Betelligung von Motorproteinen - Myosn-I-Isoformen [Jung und Hammer, 1990] und
Myosin K [Schwarz et al., 2000] — und den kleinen G Proteinen RacC [Seastone et al., 1998],
RacF [Rivero et al., 1999], Rapl [Seastone et al., 1999] und RasS [Chubb et al., 2000]

nachgewiesen.

Sowohl bel der Aushildung der Pseudopodien wahrend der Phagozytose @Abhbildung 34, obere
Reihe) ds auch be der Invaginatiion des Phagosoms (untere Rethe) it GFP-cFIP an der
Plasmamembran vorhanden. Nach Abschniirung des Phagosoms von der Plasmamembran der
Zdle nimmt die Fluoreszenz in der Phagosomenmembran ab. Auch be der Exozytose berets
aufgenommener Hefen i GFP-cFIP ds Bedandtel der exozytotischen Membran
nachzuweisen (Abbildung 35).

Das fur GFP-cH P beobachtete Verhdten bel der Phago- und Exozytose dhndt dem Verhdten
von Aktin bel diesem Ablaufen [Peracino et al., 1998]. Da es keine Hinweise auf eine Aktin-
Interaktion von GFP-cHP gibt, liegt die Vermutung nahe, dass GFP-cFIP Uber seine
Interaktion mit Hlamin am Endo- und Exozytosgprozess telnimmt. Eine Beteligung von
Flamin an endo- bzw. exozytotischen Prozessen wurde von D. Cox gezeigt [Cox et al.,
1997]. Sie dienen hauptsichlich der Nahrungsaufnahme vegetativer D. discoideum Amaoben,
finden a@er auch noch nach Beginn der Entwicklung datt, so dass endogenes FIP in diesen

Stadien daran beteiligt sein konnte . Fir einen Nachwels des endogenen FIP bei endo- bzw.
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exozytotischen Prozessen wahrend der Entwicklungsphase der D. discoideum Zdlen snd
dlerdings weitere Untersuchungen ndtig.

Abbildung 34: Lokalisation des GFP-cFIP bei der Phagozytose fluoreszierender Hefen. Die obere Reihe
(Bilder A) zeigt die Lokalisation des GFP-cFIP bei der Ausbildung der Pseudopodien um die Hefezelle in
Zeitraum von 0 bis 7 Minuten. Der fluoreszierende Fleck innerhalb der Zelle kommt durch eine Akkumulation
des GFP-cFIP zustande, die in vielen GFP-cFIP exprimierenden Zellen beobachtet wurde. Die untere Reihe
(Bilder B) zeigt die Invagination und Abschniirung des Phagosoms (0-3 min). Die GFP-Fluoreszenz nimmt nach
der Abschniirung des Phagosoms von der Plasmamembran ab. Maf3stab; 5um.

115" 3’ 15"

Abbildung 35: L okalisation des GFP-cFIP bei der Exozytose fluoreszierender Hefen. Maf3stab; 5pum.

4.5 GFP-cFIP exprimierende Dictyostelium discoideum Zellen zeigen

Veradnderungen im Entwicklungszyklus

Nahrungsentzug datet in D. discoideum Amoben en  Entwicklungsprogranm, das zur
Ausbildung eines multizdlul&ren Organismus fuhrt. Die Amoben aggregieren und wandern
chemotaktisch auf enen zentrden Punkt zu. Als Chemodtraktans i CAMP identifiziert
worden. Wdrend der Aggregation nimmt die Zdl-Zdl-Adhdson zu. Eines der dafir
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verantwortlichen Proteine ist das ,contact dte A“-Glycoprotein, das sechs bis neun Stunden
nach Beginn des Hungerns gebildet wird [Beug et al., 1973; Muller und Gerisch, 1978]. Als
Llight aggregate’ wird das Stadium nach 14-16 Stunden bezeichnet. Unter glngtigen
Bedingungen kann dch das Pseudoplaamodium  (, Sug*-Stadium) phototaktisch  bewegen.
Wenn die Bewegung aufhort, rundet sich dr ,Sug* ab und schiebt die Pré& Sporenzellen nach
oben. Dieser Prozess wird ds Kulminaion bezeichnet. Der Stid wird an seiner Spitze durch
Invagination von Stidzelen verlanget. Diese morphologischen Verénderungen beginnen
nach 18 Stunden und sind nach etwa 24 Stunden mit der Bildung des Fruchtkorpers, der aus
Stiel und Sporenkopf besteht, beendet (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Morphologische Stadien der Entwicklung von Dictyostelium discoideum [aus: Witke, 1991].

Be der Andyse der Entwicklung von GFP-cFIP-Fusonsprotein exprimierenden Zelen wurde
im Vegedach zu Ax2-Zdlen ene Bexthleunigung festgestdIt (Abbildung 38). Der GFP-cFIP
Zdlgamm beendet saine Entwicklung auf Phosphatagarplaiten schon nach etwa 16 Stunden
Nahrungsentzug. Ax2-Zdlen benttigen dafir ca 24 Stunden und liegen nach 16 Stunden
Entwicklung noch im ,Sug-Stadium* vor. Ein welterer Unterschied besteht in der Grole der
gebildeten Aggregate bzw. der Lange der ausgebildeten Sporentréger. Aggregate von GFP-
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cFIP Zdlen snd im Mittd um ewa 34% klener ds Ax2-Zdlen des vergleichbaren
Entwicklungsstadiums (Abbildung 37, oben). Die Grolenvertellungskurve ist deutlich zu
kleneren Werten hin verschoben. Wéhrend der mittlere Durchmesser von  Ax2-Aggregaten
be ca 120 um liegt, Snd Aggregate von GFP-cFIP exprimierenden Zelen nur 80 um grol3
Dieses Vehdtnis zegt dch auch be ener Vermessung der Lange der gebildeten
Sporentréger (Abbildung 37, unten). Im Endgtadium der Entwicklung snd die Sporentréger
der GFP-cFIP Zdlen um 30% kirzer ds die des Wildtyps. Ihre mittlere Lange liegt bei 500
um, wahrend Ax2-Fruchtkorper im Durchschnitt eine Lange von ca. 700 um erreichen. Da
gleiche Zdlzahlen zur Entwicklung ausgebracht wurden, missen die GFP-cFIP Aggregate
aus weniger Zdlen gebildet werden ds die entsprechenden Ax2-Aggregate. Man erkennt
daher auch bel GFP-cFIP Zdlen eine grofliere Anzahl Aggregate bzw. Sporentréger pro Platte.
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Abbildung 37: GroRenunterschiede der Aggregate (oben) und Sporentréager (unten) GFP-cFIP
exprimierender Zellen gegeniiber Ax2-Zellen. In den linken Diagrammen sind jeweils die gemittelten
Durchmesser der Aggregate (tg) bzw. die gemittelten Langen der Sporentréger (t,4) dargestellt. Die Fehlerbalken
ergeben sich aus den Standardabweichungen. Die Diagramme rechts zeigen jeweils die GroRenverteilung in
Prozent. Zur Vermessung wurden je 1 x 10° Zellen auf einer Phosphatagarplatte fir 8 oder 24 Stunden
entwickelt, mikroskopisch dokumentiert und die Durchmesser bzw. Léngen ausgemessen. Der Versuch wurde
jeweils dreimal ausgefiihrt und die Werte gemittelt. Anzahl der ausgemessenen Aggregate: Ax2 (270) und GFP-
cFIP (268). Anzahl der ausgemessenen Sporentréger: Ax2 (41) und GFP-cFIP (96).
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Abbildung 38: Entwicklungsstadien der GFP-cFIP Zellen verglichen mit Ax2-Zellen. Je 1 x 10° Zellen
wurden auf einer Phosphatagarplatte ausgebracht und bei 21°C inkubiert. Die Aufnahmen wurden nach den
angegebenen Stunden der Entwicklung gemacht und zeigen jeweils einen gleich grof3en Bildausschnitt. Maf3stab;
Imm.




C Diskussion

1. Welche Funktionen besitzt Filamin in der Zelle?

Neben der Mikroinjektion von Proteinen oder Antikorpern ist die Isolierung von Mutanten in
Prokaryoten und Eukaryoten ene weit verbreitete Moglichkeit der Funktionsandyse enzelner
Proteine. Die Rolle der Aktin-bindenden Proteine wurde bidang hauptsachlich in
Saccharomyces cerevisiae [Novick und Botstein, 1985] und in D. discoideum [Schleicher et
al., 1995; Noegd und Schleicher, 2000] untersucht. In diesen Organismen konnen Gene
gezidt durch ,gene disuption®, ,antisense’-RNA  Techniken oder chemische Mutagenese
verdndert werden. In Hefe ig die Inaktivierung des enzigen Aktin-Gens letd. Auddle in
Aktin-bindenden Proteinen, wie Profilin [Haarer et al., 1990] oder ein zu Cap32 anaoges
Protein [Amatruda et al., 1989], flhren in den Zdlen zu verlangsamtem Wachsum und ener
veranderten Aktin-Vertelung. Aktin liegt in diesen Mutanten nicht in Form von Aktinkabeln,
sondern in ener fleckenformigen Vertellung vor. Generdl bedtzt die von ener Zdlwand
umgebene Hefe nur eine begrenzte Anzahl Zytoskdett-assoziierter Funktionen. So  kénnen
Bewegung, Pseudopodienbildung und Phagozytose von Hefezdlen nicht ausgefiirt werden.
Diesss geinge Repertoir zdluldrer Funktionen spiegelt sch in ener begrenzten Anzahl der
Zytoskdettproteine wieder. Hefe enthélt z B. nur @n enziges Aktin-Gen und ein Mitglied der
Flamin-Familieist nicht identifiziert worden.

Die Funktion des D. discoideum FHFlamins hingegen wurde in mehreren unabhdngigen
Mutanten untersucht, die durch chemische Mutagenese [Brink et al., 1990; Wadlraff und
Wadlraff, 1997] oder ,gene-disruption” [Cox et al., 1996; Eichinger et al., 1996] isoliert
wurden. Im vegetativen Stadium von D. discoideum zeigen diess Mutanten eine verénderte
Quervernetzung der Aktin-Flamente im Zdlcortex und ene Verdnderung der Zytoskelett-
sruktur. Die Zdlen bilden weniger und kleinere Pseudopodien aus. Dadurch ist ihre Motilitét
ebenso wie ihre Fahigket zu Chemotaxis und Phagozytose verringert. Im  multizeluléren
Stadium der Amdben ist die Orientierung der Aggregate bei Phototaxis- und Thermotaxis-
Experimenten gestort [Fisher et al., 1997]. Aus der Andyse dieser Mutanten |ésst sch ene
Funktion von Flamin be ene Vidzahl zdlulé&rer Prozesse, fir die eine Umorganisation des
Aktin-Zytoskeletts notwendig i, ableiten. Auf welchem Wege die zdlula@en Sgnde, die
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diese Umorganistion vermitteln, auf Flamin Ubertragen werden, konnte durch die
Charakteriserung der Mutanten jedoch nicht geklart werden.

In Drosophila melanogaster fuhrt ene Mutation im Hlamin-Gen zu Infertilitét der Weibchen
[Sokol und Cooley, 1999; Li et al., 1999]. Durch die Andyse dieser cheerio Mutante wurde
ene Funktion von Flamin ba der Aushildung des Aktin-Cortex in den Ringkanden der
Ovaien nachgewiesen. Ohne die dabiliserenden Aktinfilamente unter der Plasmamembran
werden die Ringkande nicht vollsandig ausgebildet. Dadurch wird der Hul3 des Zytoplasmas

von den Ammenzelen zur Oozyte unterbunden.

Mutationen im humanen Hlamin A-Gen verursachen die periventrikulare Heterotopie, eine
dominante Erbkrankheit des X-Chromosoms. Sie ig durch fehlende Migrationsféhigkeit von
Neuronen in den dch entwickelnden cerebraen Cortex gekennzeichnet [Poussaint, et al.,
2000; Fox, et al., 1998], die zur Bildung von Knoten unter dem Cortex der Hirnkammer fuhrt.
Die meisen der an peiventrikuldrer Heterotopie erkrankten Petienten snd welblich. Be
diesen Pdientinnen is be ener Schwangerschaft die Wahrschenlichkeit einer  Fehlgeburt
enes mannlichen Foten sehr hoch. Dies l&sst auf eine wichtige Funktion des Flamin A in der
Embryogenese schlief¥en.

2. Funktionsanalysen durch Untersuchung der Bindepartner

des Filamins

Auler durch Andyse von Mutationen und den damit verbundenen Krankheiten lassen sich
Informationen Uber die Funktion von Proteinen durch die Andyse ihrer Bindungspartner
ermitteln. Die Mitglieder der Flamin-Familie interagieren zusitzlich zu F-Aktin mit viden
verschiedenen Proteinen. Die Anzahl der bekannten Bindungspartner liegt zur Zeit bei 20 und
die Idetifizierung weterer i zu ewaten. Diese groe Zahl der Bindungspartner
untersreicht die wichtigen Funktionen von Flamin in der Zdle Einige dieser Interaktionen
verbinden das Aktin-Zytoskdett mit Membranrezeptoren der  Plasmamembran  und
intrazellul&rer Membranen und tragen s0 zur mechanischen Stabiliserung von Zdl-Zdl- und
Zdl-Matrix--Kontakten bei. Uber die Veankerung von Aktinfilamenten an  Membran
rezeptoren kann Flamin die Aktivierung lokder zdlul&rer Prozesse vermitteln. Durch die
Andyse von Bindungspatnen konnte weterhin @ne Beteligung an  Signdtransduktions-
kaskaden, die unter Betaligung des Aktin-Zytoskel etts ablaufen, festigestel It werden.
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Die Interektionen zwischen den Flamin-bindenden Proteinen und Flamin  wurden
grofdentells durch , Two-Hybrid* c¢cDNA-Bank Durchmusterungen in Hefe entdeckt und durch
in vitro und in vivo Untersuchungen bestétigt. Auffdlig dabe id, dass be diesen , Two-
Hybrid* Untersuchungen immer der jewellige Bindepatner ds ,Koderprotein® zur Durch
muderung eingesstzt und Filamin ds ,Beuteprotein®  identifiziet wurde. Die Interaktions-
patner des Flamins snd demnach nie gezidt eforscht worden, sondern wurden bel der

Aufklarung anderer Themen entdeckt.

En gutes Bespid dafir ig die Interaktion von Flamin mit den humanen Presenilinen
[Zhang et al., 1998]. Die Gene der Preseniline 1 und 2 wurden urspringlich bei der
Erforschung der Alzhemerschen  Krankheit, ener  neurodegenerativen  Erkrankung,
identifiziert. Etwa die Hafte der Fale familigrer Alzhemerscher Erkrankung (,early onsst
familid Alzhemer's deseass') lassen sch asf Mutaionen in den  Presilin-Genen
zurlckfihren, die in ener verdnderten Prozesserung des Amyloid-Precursor-Proteins (APP)
resultieren [Schenk, 2000; Annaert und de Strooper, 1999]. Das so entstehende Ab ;.42 Peptid -
der Hauptbestandteil der toxischen ,Plagues® im Gehirn von Alzheimer Patienten - negt
mehr zur Aggregation ds normaewese gebildetes Abi-40. Presenilin i aullerdem an der
Prozesserung des  Notch-Rezeptors  betellig, enes  Transmembranproteins  der
Plasmamembran. Durch Proteolyse des Notch wird eine Signakaskade ausgelost, die Uber die
Trandokation der lodichen intrazdlul&ren Doméne in den Zdlken zur Transkriptions-
aktivierung bestimmter Gene fihrt. Die Produkte dieser Gene snd fur die Zdldifferenzierung
wahrend der Entwicklung multizdlulérer Organismen verantwortlich. Eine Betaligung des
Filamins an diesen Mechanigmen erscheint zunéchgt nicht snnvoll. Mdoglicherweise  dient
Flamin jedoch der richtigen Pogtionierung des Presenilins. APP- und Notch-Proteolyse
finden in der Plasmamembran bzw. in der Membran endosomder Veskd dgatt, Presenilin it
aber in den Membranen des endoplasmatischen Retikulums, des intermedidren
Kompartiments und des cis-Golgi Netzwerks lokdisert. Einige Studien [Schwarzman et al.,
1999; Ray et al., 1999] berichten von einer an Filamin gebundenen Subpopulation des
Presenilins in der Plasmamembran, die an der Notch-Prozesserung betelligt i, Ein welterer
Hinwels auf ene Beeligung des Flamins an diesen Vorgangen i seine Interaktion mit
Furin, einer Protease, deren Substrat unter anderem auch Notch ist. Flamin is an der
intrazellulé&ren Kompartimentierung des Furins betelligt [Liu et al., 1997].
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3. Suche nach Bindungspartnern des D. discoideum Filamins

Nach bisherigen Erkenntnissen i D. discoideum Flamin en Aktin-quervernetzendes Protein,
das an viden Vorgangen in der Zdle betaligt id. Anhand des festgestdlten Phototaxis-
Defektes der Filamin-defizienten Mutante GHR [Fisher et al., 1997] wurde ene Beeligung
an Sgndtransduktionsvegen  im multizdlul&en, migrationdféhigen Stadium  der D.
discoideum Amoben diskutiert. Aufschlud Uber ene solche Vermittlerfunktion zwischen
zdluden Sgnden und dem Aktin-Zytoskeett konnte die Andyse von Bindungspartnern
geben. In der vorliegenden Arbeit wurde daher gezidt nach Bindungspatnern des Filamins
gesucht. Ein biochemischer Ansatz der  Affinitétschromatographie mit  gerenigten  Filamin-
Polypeptiden war nicht efolgreich. Deshdb wurde mit dem ,Two-Hybrid® System en
genetischer Ansatz zur Erforschung unbekannter Bindungspartner gewahit.

Das , Two-Hybrid* Sysem igt auch be D. discoideum Proteinen schon zum Nachwes von
Protein-Protein Interaktionen verwendet worden. Unter anderem wurde die Assoziaion des
CBPl1, dnes entwicklunggregulieten Kadzium-bindenden Proteins mit vier EF-Hand-
Strukturen, mit den Zytoskdettproteinen Protovillin und EF-1a durch ene ,Two-Hybrid"
cDNA-Bank Durchmuderung aufgezeigt [Dharams et al., 2000]. Gleichzetig wurde ene
Interaktion des CBP1 mit enem unbekannten Kazium-bindenden Protein CBP4a gefunden
[Dorywaska et al., 2000]. Die Assoziation des CBP1 mit dem Aktin-Zytoskeett wurde durch
indirekte  Immunfluoreszenzstudien  bestétigt und  die  patidle Ca*-Abhéngigkeit der
Bindungen durch in vitro Bindungsstudien dokumentiert. Diese Interaktionen konnten auf
ene Regulaion der Umorganisation des Aktin-Zytoskeetts wahrend der Zedlaggregation der
Amoben hinweisen. Welterhin konnte die Interaktion der klenen GTPase Ras mit ihrem
GTPase-aktivierenden Protein Ras GAP in ener ,, Two-Hybrid* Untersuchung nachgewiesen
werden [Leeet al., 1997].

Alle bisher bekannten Interaktionspartner der Flamine binden innerhdb der eongierten
Doméne, s0 dass Rod 1-6 des Dd Flamins as ,Koderprotein® fur die hier vorgestdlte
Durchmusterung der , Two-Hybrid“ Bibliotheken gewdhlt wurde Da Filamin in dlen
Entwicklungsstadien von D. discoideum vorhanden is, haben wir die ,Two-Hybrid"
Bibliotheken aus dem vegetativen Stadium und von entwickdten Zelen zur Durchmusterung
engessizt. Be e@nem nicht Kkonditutiv exprimierten  Protein misste man die zum
Entwicklungszeitpunkt  passende , Two-Hybrid®  Bibliothek einsetzen, da song potentidle
Bindungspartner  identifiziet wirden, die aufgrund unterschiedlicher Expressonsmuder in
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vivo nicht mitenander interagieren konnen. Eine dlgemene Beschrankung des ,, Two-
Hybrid“ Systems bel der Suche nach unbekannten Bindungspartners ist durch die notwendige
Trandokation der Hybridproteine in den Zelkern gegeben. Proteine mit Transmembran
doménen dnd somit von ener Bindungsandyse im , Two-Hybrid® System ausgeschlossen.
Gerade wegen der bekannten Interektion der humanen Flamine mit  verschiedenen
Membranrezeptoren und Transmembranproteinen muss diese Einschrankung der gewahlten
Methode berlickschtigt werden. Die Bindung dieser Proteine an Filamin wurde zwar durch
» TWo-Hybrid* Methoden entdeckt, jedoch wurden gets definierte zytoplasmatische Doménen
dieser Proteine ds ,Koderprotein® verwendet und Bereiche des Filamins ds ,Beuteprotein®
entdeckt. In dem in dieser Arbeit gewdhlten entgegengesetzten Ansatz konnte eine Interaktion
von Flamin mit eénem Transmembranprotein nur dann entdeckt werden, wenn die Bibliothek
zufdlig cDNA-Stiicke enthdlt, die ausschliedich fir zytoplasmatische Bereiche solcher
Proteine kodieren. Auch Proteine, deren Interaktion Uber ihren N-Terminus vermittet wird,
konnen evtl. nicht erkannt werden, da im ,Beuteprotein® die transkriptionsaktivierende
Doméne des GAL4-Proteins N-termind fusoniet vorliegt und die Interaktionsdomane
dadurch blockiert werden konnte. Postrandationde Modifikationen wie Phosphorylierung,
Glykosylierung oder Acetylierung sind ebenfals oft fir ene Wechsdwirkung zwischen zwei
Protenen notwendig. Solche Bindungspartner konnen im , Two-Hybrid* ebenfdls nicht
gefunden werden, da postrandationde Modifikationen der ,Beuteproteing' im Zytoplasma
der Hefe nicht vollzogen werden [Feds und Sternglanz, 1994; Allen et al., 1995; Phizicky
und Fields, 1995].

Die durchgefihrte , Two-Hybrid* cDNA-Bank Durchmugerung flhrte zu zwe ds richtig
positiv bewerteten Hefeklonen. Die Andyse von 390 weteren unabhangigen Hefekolonien
wurde im Rahmen diesr Arbet nicht weter vefolgt. Einer der postiven ,, Two-Hybrid"
Klone trug die Sequenzinformation der dongieten DOmédnen des Flamins sdber. Flamin
liegt in vivo ds sehr dabiles Dimer vor [Fucini et al., 1999; McCoy et al., 1999]. Diese
Dimeriserung konnte durch die , Two-Hybrid* Untersuchung nochmas bedtétigt werden. Auf
diesem Wege wurde aber auch die Funktionsfahigkeit des Filamin-, Koderproteins' bel der
Untersuchung verifiziet. Die zwete gefundene c¢cDNA kodiert fir den C-Teminus enes

unbekannten Proteins, das wir Filamin-interagierendes Protein, FIP, genannt haben.
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4, Das Filamin-interagierende Protein, FIP

Die durch die Durchmugterung einer D. discoideum Phagenbibliothek vervollsténdigte cDNA
hat ene Lage von ca 6,3 kb. Die Southern-Blot Andyse genomischer DNA &8sst zusammen
mit dem Vergleich der cDNA-Sequenz mit den Daten des Dictyostelium discoideum
Genomprojektes auf die Exigenz eines einzdnen, auf Chromosom 2 lokdiderten FIP-Genes
shliefen.  Die  genomische  Sequenz enthdt  zwe  nichtkodierende,  intervenierende
Sequenzbereiche (Introns). Introns snd im Genom von D. discoideum im Veglech zu
héheren eukaryotischen Organismen sdten [Kessin, 2001], was die geringe Anzahl Introns im
FIP-Gen eklat. Be da Untesuchung der  Transkriptmenge zeigt dch  ene
Entwicklungsregulation der mRNA. Im vegeativen Stadium der Zdlen sSnd nur sehr geringe
Mengen des Transkripts vorhanden. Bereits im frihen Entwicklungsstadium der Amoben
wird die Expresson der FIP-mRNA hochreguliet und nimmt ers zum Abschluss der
Entwicklung wieder ab. Dies deutet auf eine Funktion des FIP in der Entwicklung der Zelen
hin. Da die mRNA-Menge berets in der frihen Phase der Entwicklung zunimmt, kénnte FIP
sowohl bel der Aggregation ds auch be der Differenzierung und FruchtkOrperbildung eine

Funktion Ubernehmen.

Durch Trandation der FIP-cDNA resultiet en aus 2038 Aminoséuren bestehendes Protein,
ds nur sehr geinge Sequenzhomologien zu bekannten Proteinen aufweis.  Diese
Ahnlichkeiten wurden vor dlem zu eongierten Proteinen wie z. B. der schweren Kette des
Myosin |l oder Interaptin beobachtet. Se snd vermutlich strukturell bedingt, da se innerhab
der vorausgesagten a-helikden Doméne des FIP liegen und die homologen Proteine dle eine
a-hdikde Struktur bestzen. Die Strukturvoraussage wurde dlerdings nur  aufgrund der
Primé&rsequenz des FIP getroffen und ist nicht durch experimentedle Daen unterdtitzt. In
dena-hdikaden Bereichen wird durch den COILS Algorithmus [Lupas et al., 1991] eine
uperspirdiserte ,coiled coil* Region vorhergesagt. Durch diese Superspirdiserung von a-
helikden Bereichen konnen Dimere und Multimere gebildet werden. Unter anderem
dimeriseren die Zytokdettproteine a-Keain und Vimentin  durch superspirdiserte
Doménen ebenso wie die Motorproteine Myosin, Kinesn und Dynein [Burkhard et al., 2001].
Auch der be der Fuson von Membranen gebildete SNARE-Komplex besteht aus a-hdikden
Proteinen. Die Wechsdwirkungen, die be der Aushildung des SNARE-Komplexes aus
Syngptobrevin in der Veskdmembran und Syntaxin und enem anderen Protein in der

Zidmembran <attfinden, werden durch die Interaktion von vier a-hdikden Doménen
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vermittelt, die ene superspirdiserte Struktur ausbilden kénnen. Bel FIP schwankt die durch
das Computerprogramm bestimmte Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung ener ,coiled coil®
Struktur im a-helikaen Bereich des Proteins. Auch findet man in der Sequenz des FIP die fir
uparspirdiserte Bereiche typischen Wiederholungen von deben Aminoséuren nicht. Diese
Strukturvorhersagen  snd  demnach  nur  en  ede  Anhdtspunkt fir ene wetere

experimentelle Aufkl&rung der Struktur.

Zur eingehenderen Charakteriserung des FIP wurden sechs monoklonale Antikorper gegen
en rekombinantes FIP-Polypeptid hergestellt. Alle Antikorper detektieren das rekombinante
Polypeptid, en in D. discoideum exprimiertes GFP-cFIP-Fusonsprotein sowie endogenes FIP
aus D. discoideum Zdlextrakten im Immunoblot. Durch die Antikdrper konnte die Regulation
der FIP-Expresson im Entwicklungzyklus auf der Proteinebene bestétigt werden. FIP igt im
vegetativen Stadium der Zdlen durch die Antikorper nicht nachzuweisen. Seine Expression
deigt aber schon nach dreé Stunden Entwicklung an und erreicht nach ca neun Stunden ihren
hochsen Wert. Die hohe Expressonsrate wird bis zur Fruchtkérperbildung belbehdten. Eine
Untersuchung der FIP-Expresson in Zdlen der Flamin-defizienten Mutante GHR weist auf
ene verdndete Regulaion in diesen Zdlen hin. Erde Studien zeigen eine erhdhte Expresson
des FIP im vegetativen Stadium, anderersaits aber einen nicht so sarken Anstieg wahrend der
Entwicklung dieser Zdlen. Dieses Ergebnis deutet auf ene Beanflussung der Regulatiion der
FIP-Expresson durch Flamin hin. Watere Anhadtspunkte konnte hier eine RNA-Anayse des
FIP in GHR-Zdlen bringen. Die intrazdlul&re Lokaisation des FIP wurde durch indirekte
Immunfluoreszenzgtudien mit dem FP-Antikorper K12-454-2 geklart. Durch den Antikorper
wird in Paaformadenyd/Pkrinsaue fixieten Zdlen die Pasmamembran markiernt.
Allerdings wird keine kontinuierliche Markierung beobachtet, sondern nur ein Anfarben von
betimmten Berechen. Im Inneren der Zdle ekennt men veskul&re Strukturen. Die
Immunfluoreszenzandysen mit den FIP spezifischen Antikorpern waren nicht eindeutig. Alle
Antikorper erkennen das in D. discoideum Zdlen exprimierte GFP-cFIP Fusionsprotein, das
auch im Wesern-Blot erkannt wird. In Ax2-Zdlen konnte jedoch mit den Hybridoma-
Uberstdnden sowohl bel Methanol- ds auch bel Paraformadehyd/Pikrinséure-Fixierung keine
soezifische Markierung festgestellt werden. Die oben beschriebene Farbung war nur mit dem
Uber Protein A-Sepharose gereinigten Antikorper K12-454-2 in Paraformadehyd/Pikrinsdure
fixieten Zdlen zu erkennen. Die Probleme bel der Immunfluoreszenz mit diesen Antikorpern
konnten in der reativ niedrigen Expresson des FIP begrindet sein. Eine andere Ursache
konnte aber auch die Lage der von den Antikdrpern erkannten Epitope im Protein sain. Alle
sechs Antikérper sind gegen Sequenzen in einem 32 kDa grolen Polypeptid aus dem C-
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teeminden Berdch des FIP geichte. Be de  Immunfluoreszenzandyse liegen die
untersuchten Proteine durch die Fixierung ohne reduzierende Subgtanzen in nahezu nativer
Form vor. Sollten die von den Antikorpern erkannten Sequenzen dabe im Inneren des
Molekils liegen, so wére die Bindung der Antikorper behindert. Diese Hypothese lief3e sSch
evil. durch Immunfluoreszenzandysen unter  denaturierenden  Bedingungen kl&ren. Die
Epitope konnten durch die Denaturierung des Proteins moglicherwese besser fir ihre
Antikorper zuganglich gemacht werden. Eine Verbessarung von  Immunfluoreszenzstudien
durch den Einsatz reduzierender Reagenzien wie b-Mercaptoethanol oder Dithiotreitol wurde
fUr Bestandteile von Membranen des Golgi- Apparates gezeigt [Blum et ., 1999].

Die intrazdlul&e Lokdisation und Funktion wurde fir den C-Terminus von FIP durch
Expresson eines GFP-cFIP Fusonsproteins in D. discoideum analysert. GFP-cH P befindet
sgch an der Plasmamembran der Zelen, bildet dort aber eine homogenere Struktur aus as bel
den Immunfluoreszenzuntersuchungen mit dem FIP-Antikorper fur endogenes FIP beobachtet
wurde. AulRerdem ist GFP-cFIP an den Membranen grof3erer intrazdluldrer Vesked zu finden
In  Immunfluoreszenzaufnéhmen erkennt man ene Kolokdisaion des Fusongroteins mit
endogenem Filamin. Es konnte sain, dass die Lokdisation des GFP-cFIP durch seine
Interaktion mit FHlamin bedingt is. FIP enthdlt in sener Primé&sequenz keine groleren
hydrophoben Bereiche, die ene direkte Membranassoziation des Proteins erkldren wirden.
Die unterschiedliche Lokdisation konnte auch durch die dakere Expresson des GFP-
Fusonsproteins im Verglech zum endogenen Protein bedingt sein. Zur Beantwortung dieser
Fragestdlung wirde eine durch den endogenen FIP-Promoter reguliete Expresson enes
vollgéndigen FIP-GFP Fusonsproteins  beitragen.  Ein Vektor, der durch homologe
Rekombination mit dem FIP-Gen zu der Expresson dieses GFP-FIP Fusonsproteins fuhren
sl (,knock-in*  Vektor), wurde bereits kondgruiert. Bidang konnten jedoch keine
fluorezierenden Trandformanten erhdten werden. Weterhin muss  berlicksichtigt  werden,
dass eine Bedanflussung der intrazdlul&ren Lokaisation durch den N-Terminus des FIP durch
das GFP-Fusonsprotein nicht efasst wird. Die Vertelung des endogenen FIP konnte
demnach auch durch seinen N-Terminus bedingt sein.

GFP-cHIP nimmt an zdlulaen Vorgangen tel, ba denen das Aktin-Zytoskdett beteligt is.
So konnte sene Lokdisation an der Phagosomenmembran bel der Phagozytose und
Exozytose von Hefen nachgewiesen werden. Filamin is an diesen Prozessen ebenfals
beteligt [Cox et al., 1996]. Die Assoziation des GFP-cFIP mit Flamin bleibt auch bel einer
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts der Zdlen durch Cytochdasn A bestehen. Zusammen
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gefasst deuten diese Daten auf eine funktiondle Interaktion zwischen Filamin und FIP in D.
discoideum Zdlen hin.

GFP-cFIP exprimierende Zdlen zeigen eine Veranderung der Aggregation und Fruchtkorper-
bildung. Se bilden be der Entwicklung auf Phosphatagarplatten ca 30% kleinere Aggregate,
aus denen kirzere Sporentrager (ca. 30% Reduktion der Lange) hervorgehen. Aul3erdem ist
der Entwicklungszyklus diesr Zdlen gegenlber Ax2-Zdlen beschleunigt. Die Ausbildung
der Sporentrdger ist bei GFP-cFIP Zdlen bereits nach 16 Stunden abgeschlossen, wahrend
Ax2-Zdlen 24 Sunden zur Fruchtkorperbildung bendtigen. Die molekulare Ursache fir
dieses Verhdten ist unklar. Jedoch liegt die Vermutung nahe, dass die kondtitutive Expresson
des GFP-cHP Fusongrotens Einfluss auf die Entwicklung nimmt. Fals GFP-cFIP die
Funktion des endogenen FIP bei der Entwicklung der Zdlen ausilben kann, ist es schon im
vegetativen Stadium der Zdlen vorhanden. Endogenes FIP wird erst nach ca. drei Stunden
Entwicklung exprimiet. Diesr Zetvortel konnte die Beschleunigung des Entwicklungs-
prozesses erkléren. Aulerdem wird GFP-cHIP auch im Verglech mit der hdchsen
Expressongrate des endogenen Proteins in grof3eren Mengen gebildet. Die Verkleinerung der
Aggregate und der daraus resultierenden Fruchtkorper konnte durch diese Uberexpression
begrindet sein. Eventudl fihrt eine grolRere Menge des Proteins zu einem schndleren
Abschluss der einzelnen Entwicklungsstadien, so dass die Zeit fur die Rekrutierung ener
groleren Zdlzahl zu den enzenen Aggregaien nicht augreicht und die gesamte Entwicklung
beschleunigt wird. Diese Ergebnisse weisen auf eine Funktion des FIP be der Aggregetion
und Aushildung der Sporentréger der D. discoideum Zdlen hin.

5. Charakterisierung der Interaktion zwischen Filamin und FIP

Zur ndheren Charakteriserung der Interaktion zwischen Flamin und FIP wurden die
Bindungsdoménen beider Proteine durch , Two-Hybrid* Experimente mit verkirzten Fusions-
proteinen eingegrenzt. Ein Telbereich des FIP, der die Aminosauren 1719 bis 1826 enthdlt,
bindet an die Untereinheit Rod 3 der Flamin-Sequenz. Durch welche Aminosauren die
Bindung der beiden Proteine vermittelt wird konnte noch nicht geklat werden. Dazu wirden
sch Mutationsstudien der beiden Bindesequenzen anbieten, wie se z. B. be der Aufklérung
der Interaktion des humanen Filamin B mit bi-Integrin [Loo et al., 1998] durchgefihrt
wurden. Der Filamin-Bindebereich des FIP hat eine basische (pl=9,81), Filamin Rod 3 ene
saure Aminosdurezusammensetzung (pl=4,5). Die Bindung konnte demnach durch Séure-
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Base-Wechsdwirkungen vermittelt werden. Da aber die Wiederholungseinheiten Rod 1 bis 5
dle isodektrische Punkte zwischen 4,1 und 4,8 aufweisen, last dch die spezifische Bindung
an Rod 3 nur aus Betrachtungen der isodekirischen Punkte nicht erkldren. Bel aufgrund der
Sekundarstruktur - berechneten  Oberflachenladungsandysen  fdllt jedoch Rod 3 durch ene
deutlichere Trennung der pogtiven und negativen Ladungen auf der Oberflache auf [Fucini,
1997]. Das badsche FIP konnte demnach an diesen rein negativ geladenen Oberflachen
bereéich des Rod 3 hinden, wédhrend die Saure-Base-Wechsdwirkungen mit den anderen
Doménen durch ene Vermischung der postiven und negativen Ladungen auf der Oberflache
gedort is. Be einem Vergleich der Homologien zwischen Rod 3 und den humanen Filaminen
ghdt man die groRe Uberengimmung mit der Wiederholungseinheit 17 diessr Proteine.
Bade Untereinheiten weisen 34% identische und 14% &mnliche Aminosuren auf. Die
Ubereindimmung zwischen den humanen Filaminen sdber igt alerdings wesentlich groler.
Uber diesen Bereich des humanen Filamins findet z. B. die Interaktion mit dem Glykoprotein
Iba dat. FIP hat jedoch keinerlei Ahnlichkeit mit einem in diessm Bereich bindenden bereits
bekannten Bindungspartner der Filamine. Viedmehr weist FIP bei Daenbankrecherchen keine
signifikanten Homologien zu Proteinen anderer Organismen auf. Die Daen der verschiedenen
Genomprojekte, wie z. B. Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana oder C. elegans
lassen auf bis zu 30% Organigmus-Spezifische Proteine schliel¥en, die ene spezidiserte
Funktion innerhab dieses Organismus efillen. Diese Proteine haben keine Homologen in
anderen Organismen. Nach den bisherigen Daten des D. discoideum Genomprojektes kann
man auch fir D. discoideum mit enem zu 30-40% Organismus-spezifischen Proteom
rechnen. Das Fehlen von zu FHP &hnlichen Proteinen legt eine D. discoideum spezifische

Funktion dieses Proteins nahe.

Die Uber das ,Two-Hybrid® System entdeckte Bindung zwischen Flamin und FIP wurde
durch in vitro Andysen mit rekombinanten FP- und Filamin-Polypeptiden sowie mit
Zdlextrakten von D. discoideum Zdlen bestétigt. FIP und Filamin binden sowohl in ELISA-
Assys ds auch in ,Blot-Overlay” Untersuchungen aneinander. Diese Nachweismethoden
wurden auch be de Veifikation der Bindungen zwischen humanen Hlaminen und
Bindungspartnern angewendet. So wurde die Interaktion des Filamin B mit bi-Integrin durch
enen ELISA-Asssy mit synthetischen Integrin-Peptiden bewiesen [Loo et al., 1998]. ,Blot-
Overlay® Untersuchungen hingegen wurden bel der Interaktion des FATZ-Proteins mit der
muskdspezifischen Isoform des Flamins ds Nachwes benutzt [Faulkner et al., 2000]. Die
eleganteste Methode des Bindungsnechweises, die Koimmunprézipitation der beiden Proteine
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aus Zdlextrakten, gdang jedoch nicht. Allerdings konnte die Koimmunprézipitation mit
rekombinanten Polypeptiden erfolgreich durchgeftihrt werden.

Alle diese Untersuchungen lassen auf eine spezifische Interaktion des D. discoideum Flamins
mit ssinem neu entdeckten Bindungspartner FIP schliel}en. Erge Ergebnisse zur Aufkldrung
der in vivo Funktion der Interaktion zwischen Filamin und FIP deuten auf ene Funktion des
FIP ba der Entwicklung der D. discoideum Zdlen zum multizdlulden Zdlverband hin. FIP
und Flamin konnten dabe gemeinsam die eforderlichen  Umorganisationen des  Aktin-
Zytoskdetts vermitteln. Die anderen Mitglieder der Flamin-Familie tragen CUber ihre
Interaktionen mit Membranrezeptoren wie z. B. b-Integrinen oder dem vornWillebrand-
Faktor-Rezeptor-Komplex zur mechanischen Stabiliserung von Zdlen und von Zdl-Zdl-
Interaktionen bel [Pfaff et al., 1998; Loo et al., 1998; ; Takafuta et al., 1998]. Weterhin
Ubernehmen Filamine durch ihre Bindung an Bedandtelle von Signdtransduktionswegen die
Umorganistion des Aktin-Zytoskeletts nach Aktivierung der Signalkaskaden. Aufgrund des
Defektes bel der Phototaxis der Filamin-defizienten D. discoideum Zdllinie GHR wird auch
eéne Telnehme des Dd Flamins ba der zdlu&en Sgndibermitiung im multizdlulden
Stadium der Amdben diskutiert [Fisher et al., 1997]. Da FIP ebenfdls in diessm Stadium der
Zdlen exprimiert wird, konnte eine FHlamin-FIP Interaktion z. B. be der Waterleitung des
Phototaxissgnals zum Aktin-Zytoskelett eine Rolle spiden. Diese Hypothese l&sst sch nur
durch weiterfihrende Studien der Flamin-FIP Interaktion kl&ren. Dabel konnten vor dlem
Sudien des FIP in Flamin-defizienten Zellen sowie die Dargdlung und Charakteriserung

einer FIP-defizienten D. discoideum Zdllinie von Nutzen san.
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D. discoideum Flamin (Dd Hlamin) gehdrt zur Flamin-Familie der Akin-quervernetzenden
Proteine, die Aktin-Flamente zu dreidimensonden Netzwerken verknipfen. Fir Mitglieder
der Flamine-Familie wurden mehr ds 20 Proteine as Bindepartner beschrieben, Uber die eine
Beelligung des Flamins an Sgndtransduktionsvegen und be  der Erhdtung der
mechanischen Stabilitét von Zdlen vermittedt wird. Auler Aktin ig fir Dd Flamin bidang
kein weiterer Bindungspartner beschrieben worden.

In der vorliegenden Arbeit wurde durch eine , Two-Hybrid® cDNA-Bank Durchmusterung en
neuer Bindungspartner des D. discoideum Hlamins identifiziet. Die aus ene Phagen
bibliothek vervollsandigte cDNA-Sequenz  kodiet fir en aus 2038 Aminosauren
bestehendes Protein mit enem Molekulargewicht von 229799 Da, das Filamin
interagierendes  Protein (FIP) genannt wurde. Das FIP-Gen ig¢ auf dem Chromosom 2
lokalisert. RNA-Transkript und Protein sind in D. discoideum Zdlen entwicklungsspezifisch
reguliert. Im vegetativen Stadium der Amoében sind nur sehr geringe Mengen FIP vorhanden,
die Expresson geigt jedoch wéahrend der Aggregetion der Zdlen an, ereicht nach neun
Sunden ihr Maximum und blabt bis zum Ende der Entwickung kondant. Be
Zdlfraktionierungsexperimenten i FIP zum grolden Tel im Zytosol zu finden, ene
Subpopulation interagiert jedoch mit Membranen. Die intrazdlulde Lokadisation wurde in
indirekten Immunfluoreszenzstudien untersucht. In entwickelten D. discoideum Zdlen liegt
FIP in ener punktieten, veskul&ren Verdlung unter der Plasmamembran und im

Zytoplasmavor.

Es wurden monoklonde Antikérper gegen en rekombinantes FIP-Polypeptid hergestdlt. Die
sechs Antikorper reageren im Immunoblot mit rekombinantem Antigen, endogenem FIP und
gnem GFP-cFIP Fugonsprotein.  In  Immunfluoreszenzuntersuchungen  erkennen  dle

Antikorper das GFP-cFI P Fusionsprotein, jedoch nur ein Antikorper das endogene Protein.

Die fir die Bindung zwischen Filamin und FP verantwortlichen Bereiche konnten durch
» TWo-Hybrid* Untersuchungen von Deetionsmutanten auf die Wiederholungseinheit Rod 3
des Filamins und auf eine Aminosduresequenz aus 107 Aminoséuren (AS 1719-1826) vom G
Terminus des FIP eingegrenzt werden.

Die Interaktion zwischen Flamin und FIP wurde durch in vitro Untersuchungen mit
rekombinanten FIP- und Hlamin-Polypeptiden sowie mit D. discoideum Zdlextrakten
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bestétigt. Filamin und FIP binden in ELISA-Assays, in ,Blot-Overlay® Untersuchungen und
bel Koimmunprazipitationen rekombinanter Polypeptide aneinander.

Die Lokdisation des C-Terminus von FP in lebenden Zdlen wurde mit Hilfe enes GFP-
Fusonsproteins  untersucht. GFP-cFIP fabt die Plasmamembran und kolokdisert mit
Flamin. In polarigerten Zdlen is es in der rickwértigen Region zu finden, wéhrend Aktin
gch im vorderen Bereich der Zdle befindet. Ba der Umorganisation des Aktin-Zytoskeletts
durch Cytochdasn A bildet GFP-cFIP fleckenartige Strukturen im Aul¥enbereich der Zellen,
in denen es mit Flamin und Aktin kolokdidert. Unter Einflu’ von 24-Dinitrophenol wird die
oxidative Phosphorylierung entkoppelt, wobel die GFP-cHP Huoreszenz an der Plasma-
membran abnimmt. Weiterhin konnte GFP-cFIP bel der Phago- und Exozytose von Hefen ds
Bestandteil der Pseudopodien und des Phagosoms nachgewiesen werden.

Die GFP-cFIP exprimierenden Zdlen zeigen Unterschiede be der Entwicklung zum multi-
zdlul&ren Organismus. GFP-cFIP Zdlen bilden kleinere Aggregate und klrzere Sporentréger
aus. Aulerdem ig ihre Entwicklung zum Fruchtkorper gegeniber Ax2-Zdlen um acht
Stunden beschleunigt.

Alle diese Ergebnisse weisen auf ene funktiondle Interaktion zwischen Flamin und FIP be
der Entwicklung der D. discoideum Zdlen zum multizdluldren Fruchtkorper hin.
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1. Material

1.1 Labormaterialien

Einfrierréhrchen, 1,8 ml und 2,2 ml
Einweg-Pipetten, 5 ml, 10 ml und 25 m
Einweg- Pipettenspitzen
Elektroporationskivette

Fotofilm, Typ 100-6
Gewebekulturflaschen, 25 cn?, 75 e und 175 cn?
Gewebekulturplatten, 24 Loch, £ 16 mm
Hybridiserungsréhren

3MM Filterpapier

Mikrotiterplatten, 96 Loch, flacher Boden
Mikrotiterplatten, 96 Loch, U96 Maxisorb
Nitrocdlulose, Typ BA85

Nitroce lulose- Rundfilter, BA85 A 82mm
Nuclepore-Filter

Nylonmembran, Biodyne

Sterilfilter, 0,2 um und 0,45 um

Stevilfilter, 150 ml, Porengrofe 0,22 pm
Petrischden, Typ 3003

Petrischalen, /£ 90 mm x 17 mm
Petrischden, 120 x 120 x 17 mm
Mastikkivette

Quarzkivette Infrasl

15 ml Rohrchen, Typ 2095

50 ml Réhrchen, Typ 2070
Reaktionsggefd3e, 0,5 ml,1,5ml und 2,2 ml
Rontgenfilm X-omat AR-5, 18 x 24 mm
Rontgenfilm X-omat AR-5, 535 x 43 mm

1.2 Gerate

Blotkammer Trans-Blot SD
Chromatographiesaulen:
Mono S® Kationenaustauscher
Uno™ S Kationenaustauscher
Leersiulen
Chromatograhiesysteme:
BioL ogic Workgtation
Smart® Mikrochromatographiesystem
Crosdinker UVC 500

Nunc
Greingr
Greiner
BioRad
Kodak
Nunc
Nunc
Hybad
Whatman
Nunc
Nunc
Schleicher und Schilll
Schieicher und Schlll
Nuclepore
Geman Science
Geman Science
Falcon

Falcon

Greingr

Greingr

Greingr

Hdlma

Falcon

Falcon

Sarstedt

Kodak

Kodak

BioRad

PharmaciaBiotech
BioRad
BioRad

BioRad
Pharmacia Biotech
Hoefer
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Elektroporationsgerét, Typ Gene-Pulser
Elisa Reader, Multiscan RC
Fraktionssammler, Moddll 2128
Fraktionssammler, RediFrac
pH-Meter 766
Heizbl6cke:
Typ DIGI-Block JR
Typ Dri-Block DB x 20
Hybridiserungsofen
Inkubationsofen Lab-Therm
Magnetrihrer, Typ MR 3001 K
Mikroskope:
Lichtmikroskop
Lichtmikroskop, Typ DMIL
Laser Scan Microskop
Multipipette, Multipette plus
PCR-Maschine
Perigtdtikpumpe P1
Fattengielimaschine
Rotoren:
Typ JA-10
Typ JA-25.50
SLA-1500
SLA-3000
SS-34
TLA 45
Ruttler 3015
Ruttler Lab- Shaker
Spannungsverstérker Power Pac 200 und 300
Spektral photometer, Typ Ultraspec 2000
Tischzentrifugen:
Centrifuge 5414
Centrifuge 5415 D
K Uhlzentrifuge Biotech fresco
Sgma
Ultrazentrifuge Optima TLX
UV-Auflichtmonitor TFS-35 M
UV-Tranglluminator
Vortex REAX top
Wasserbader
Zentrifugen:
Beckman Avanti J25
Sorval RC 5C plus

BioRad
Labsystems
BioRad
Pharmacia Biotech
Knick

neolLab
Techne
Hybad
Kuhner
Heidolph

Olympus

Leica

Leica

Eppendorf
MWG-Biotech
Pharmacia Biotech
Technomat

Beckman
Beckman

Sorvdl

Sorvdl

Sorvdl

Beckman

GFL

Kuhner

Bio-Rad
Pharmacia Biotech

Eppendorf

Eppendorf
Heraeus Instruments

B. Braun Biotech Insruments
Beckman

Faust

MWG-Biotech

Heidolph

GFL

Beckman
Sorval
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1.3 Kits

Nucleobond AX 100 und 500
NucleoSpin Extract 2in 1
NucleoSpin Plus
pGem-Teasy-Vector System |
Stratagene Prime® It ||

Origind TA Cloning®

14 Enzyme, Antikorper und Inhibitoren

Enzyme fir die Molekularbiologie

Alkalische Phosphatase
DNase | (Desoxyribonuklease)
Lysozym

Klenow- Fragment

Proteinase K
Restriktionsendonukleasen

RNase A (Ribonuklease)
T4-DNA-Ligase
Tag-DNA-Polymerase

Primére Antikorper

anti- Aktin-Antikérper mAK Act 1-7
anti-a - Actinin-Antikorper mAk 47-60-8
anti- GFP-Antikorper mAk K3-184-2
anti- Hlamin-Antikorper mAk 82-382-8
anti-Hlamin-Antikorper mAk 82-454-12
anti- FIP230- Antikorper mAKk K12-131-2
anti- FIP230- Antikorper mAk K12-263-5
anti- FIP230- Antikorper mAk K12-290-4
anti- FIP230-Antikorper mAKk K12-349-7
anti- FIP230-Antikorper mAk K12-362-6
anti- FIP230- Antikorper mAk K12-454-2

Sekundére Antikorper

Ziege-anti-Maus-1gG, Peroxidase-Konjugat
Ziege-anti-Maus-1gG, Cy3-Konjugat
Ziege-anti-Maus-1gG, akalische Phosphatase K onjugat

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Promega
Stratagene
Invitrogen

Roche

Sgma

Sgma

Life Technologies

Sgma

Roche, Amersham, Gibco-BRL,
New England Biolabs

Sgma

Gibco-BRL

Roche

Smpson et al., 1984
Schleicher et al., 1984
unverdffentlicht

Brink et al., 1990
Brink et al., 1990
vorliegende Arbait
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbait
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit

Sgma
Sgma
Sgma
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Inhibitoren

Apratinin

Benzamidin

Complete® Inhibitoren Cocktal
Cytochdasin A

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
2,4-Dinitrophenol (DNP)

E 64 (trans- Epoxysuccinyl-L-leucylamido-
(4-guanidino)- butan)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Antibiotika

Ampidllin

Bladicidin S
Dihydrogtreptomycinsulfat
Geneticin (G-418)
Kanamycin

Tetracydin

15 Chemikalien und Reagenzien

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

Agarose (Elektrophoresis Grade)

3- Aminophtha hydrazid

Aminosauren

3-Amino-1,2,4-triazol

Bacto-Agar

Bacto-Pepton

Bacto-Trypton

BCIP/NBT Farbentwicklungssubstrat
Borsaure
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b - D-gdactopyranosd (X-Ga)
Bromphenolblau (Na Sdz)

BSA (Rinderserumabumin)
Cddumchlorid-Dihydrat

Chloroform

Coomassie-Brilliant-Blau G 250
Coomasse-Brilliant-Blau R 250
p-Cumarsiure

Cydoheximid

DE-52 (Diethylaminoethyl-Cellulose)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DM SO)
1,4-Dithicthreitol (DTT)
Ethylendinitrilotetraessgsaure (EDTA)
Ethylenglycolbig 2-aminoethylether]-
N,N,N" ,N'-tetraessigsaure (EGTA)
Essgsdure 98-100%

Ethanol

Sgma
Sgma
Roche
Sgma
Sgma
Sgma

Sgma
Sgma

Grunentha
ICN

Sgma
Gibco-BRL
Sgma
Sgma

Nat. Diagnogtics
Biomatic

Gibco

Huka

Sgma

Sgma

Difco

Difco

Difco

Promega
Merck

Roth

Sarva

Roth

Merck
Riedd-de Haen
Roche

Serva

Huka

Sgma
Whatman
Riedd-de Haen
Merck

Gerbu

Merck

Sgma
Riedd-de Haen
Riedd-de Haen
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Ethidiumbromid Sgma

Ethyl phenylpolyethylenglycol (NP-40) Huka

FCS (Fotales Kd berserum) Biochrom, Gibco
Fischgddine Sgma
Formadehyd Sgma
Formamid Merck
Gdatine Sgma
Glucose Merck
Glycerin Riedd-de Haen
Glydn Degussa
Harnstoff Gerbu
Heringssperma Roche

N-2- Hydroxyethylpiperazin-N'-ethansulfonsiure (HEPES) Biomol
Hefeextrakt Oxoid
Kaiumecetat Fluka
Kaliumchlorid Fluka
Kaiumdihydrogenphosphat Fluka
Kaiumhydrogenphosphat- Triphosphat Merck
Imidazol Merck

| sopropanol Merck

I sopropypl-b - D-thioga actopyranosd (IPTG) Loewe Biochemica
Magnes umacetat- Tetrahydrat Merck
Magnesumsulfat-Heptahydrat Merck
Maltose Merck
b-Mercaptoethanol Sgma
Methanol Riedd-de Haen
[Morphalino] propansulfonsaure (MOPS) Gerbu
Natriumacetat Merck
Natriumazid Merck
Natriumchlorid Fluka
Natriumcitrat Fluka
Natriumdi hydrogenphosphat- Dihydrat Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva
Natriumdeoxycholat Sgma
Natriumhydrogenphosphat Merck
Natriumhydroxid Riedd-de Haen
Natriumlaurylsarcosnat Sgma
Nukleotide Sgma, Roche
Paraformaldehyd Sgma
Pepton Oxoid
Phenal Roth
Phosphorsaure Merck
Pikrinsdure Sgma
Polyethylenglycol 4000 Merck

1,4- Piperazindiethansulfonsdure (PIPES) Sgma
Polyvinylglykol MW 10000 Sgma
Ponceau S Konzentrat Sgma
Saccharose Fluka
Sdzsdure 32%ig Fluka
Sephacryl S300 Pharmacia
Sephadex G50 Pharmacia
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Sigma Fast™ p-Nitrophenylphosphat- Tabl etten Sgma
Sorbitol Fluka
N,N,N" ,N' - Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck
Trichloressgsiure Merck
Trighydroxymethyl)aminomethan Fluka, Riedd-de Haen
Triton X-100 (Octylphenylpoly(ethylenglykol ether)) Merck
Tween 20 Roth
Wasserstoffperoxid (30%ige Losung) Merck
X-Gd (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-D-gaactopyranosid)  Roth

Y east Nitrogen Base Difco
Xylencyanolblau Fluka
Radiochemikdien

a-32P-Desoxyadenosin-5'-triphosphat (10 mCi/ml) Amersham

Alle Ubrigen nicht aufgefihrten Chemikdien in p.a Quditét wurden von den Firmen Huka,
Merck, Roth, Serva, Sigma und Riedd-de-Haen bezogen.

1.6 Vektoren

pACT2 Durfecet al., 1993
pPAS2 Harper et al., 1993
pBluescript SK (-) Short et al., 1988
pCR-2.1 Kit: Invitrogen
pDex-GFP Westphdl et al., 1997
pGemTeasy Kit: Promega

pT7-7 Tabor, 1990

1.7 Oligonucleotide

Die fir Sequenzierungen oder Polymerase-Ketten-Resktionen (PCR) eingesetzten Oligo-
nucleotide snd von der Firma MWG Biotech in Ebersberg bezogen worden.

Oligonudectide fir den pACT2-Vektor des , Two-Hybrid* Sysems

Gda4AD 5 -TACCACTACAATGGATG- 3
Rev4AD 5 -GAGATGGTGCACGATGCACAG- 3

Oligonucleatide fir den pAS2-Vektor des , Two-Hybrid* Sysems
PpAS2-1 5 -TCATCGGAAGAGAGTAG- 3
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Oligonudeotide fur FIP230

FIP156v
FIP676v
FIP1119r
FIP1312v
FIP1444r
FIP1582v
FIP1716r
FIP2161v
FIP3262r
FIP3395v
FIP3510vBamHlI
FIP3723v
FIP3832r
FIP3967v
FIP4278r
FIP4540v
FIP4857vEcoRI
FIP4857vNdel
FIP4858vBamHI
FIP4880rSacl
FIP5075v
FIP5155vBamHI
FIP5173vBamHI
FIP5179rSacl

FI P5456r
FIP5482vBamHI
FIP5503rSacl
FIP5744rSall
FIP5744rX hol
FIP5796v
FIP5969r
FIP6007v
FIP6137rPstl
FIP6140rSacl
FIP6140S4ll

Oligonukleatide fur Flamin

FIL728vNcol
FIL740vNcol
FIL1322vNcol
FIL1364rBamHlI
FIL1628vNcol
FIL1761rBamHlI
FIL1959rBamH|
FIL2574rSdl|

5 -GCAATTAAATTAGCAGATGC- 3

5 -CAGATTTAGACGATCCATCA- 3

5 -GTTGATTTAAAGTATCATTTAAAAT-3

5 -GGCACGAGTTTAAATTCAATCGATGGT- 3

5 -GTACCAACTATTGCTTGAGTAT- 3

5 -CAGAATTATTACCATTACAAAT- 3

5 -CCATTAATGATTGAATCTTTGATAATG- 3

5 -GCCATCCACAATCGGTTACACCA- 3

5 -GCAGCTTCAACTTGATCAACGAT- 3

5 -ACAAGATTTATCACCAACTACAATCT-3

5 -GGGATCCGAGAATTAGAGAAAAAACATCAAC- 3
5 -GAATTAGATAAATTAGAATCAAATGCA- 3

5 -AGTTCTTTATAATAGTAATCGTCTAAG- 3

5 -TGTTACAATCAAAAGATATAC- 3

5 -CTAAATAAGATTGTTGTCTTGATAAATCG- 3

5 -GACAATCAACTCAACAACCAA-3

5 -GAATTCGATTCAATTGATCCTATATTCCAATT- 3
5 -CATATGGATTCAATTGATCCTATATTC- 3

5 -GGGATCCGAGATTCAATTGATCCTATATTCC- 3
5 -CGAGCTCTTAAGGATCAATTGAATCTAATTGA- 3
5 -ATCACAATTGAAATCTAAATTATCTGAT- 3

5 -GGGATCCCAGACACAATTAAAGCTGAGA- 3

5 -GGGATCCAGGATATGTCAATCTCTTCACT- 3

5 -CGAGCTCTCCTTCTCAGCTTTAATTGTGTC- 3

5 -TACTTGAGCTGTTGAAATGAT- 3

5 -GGGATCCAACCTCAAAAACCAATTTTAAC- 3

5 -CGAGCTCGTTAAAATTGGTTTTTGAGGTT- 3

5 -GTCGACTTATGCTGCATTAATACATGAATCTT- 3
5 -CTCGAGTTATGCTGCATTAATACATGAATCTTCT- 3
5 -GAATTGGAAGCTTATGCAAATGC- 3

5 -ACCAATACCAGACTACATCTTG- 3

5 -CAAGTGTTAAAGCTGCTTCTG- 3

5 -CTGCAGCTTTTTAAATTTGTTTAAAGTACTTGTAC- 3
5 -CGAGCTCTTACTTTTTAAATTTGTTTAAAGT- 3

5 -GTCGACTTACTTTTTAAATTTGTTTAAAGT- 3

5 -CGCCCATGGAACGTCGTGAAACTTCAG- 3

5 -CGCCCATGGCTTCAGATGCCAGCAAGG- 3

5 -CGCCCATGGCAACCGAAGTTAAGATCCTC- 3

5 -GGATCCTTAACTGTTTTGAGAGTCAGAG- 3

5 -CCCATGGTTCATATTAAACCAGCTGCT- 3

5 -CTACGCAGGATCCTCAAGCGTATGATTTCTCTGG- 3
5 -GGATCCTTAGTGTTCAGCGGATGGGG- 3

5 -CGCGTCGACTTAATTGGCAGTACGAGTA- 3
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1.8 Puffer und andere Losungen

Puffer und Losungen, die hier nicht verzechnet snd, finden sch unter den jeweligen
Methoden.

Hepes-Phenal: 1 kg (10,6 mol) Phenol wird bei 60 °C im Wasserbad
geschmolzen und mit gleichem Volumen 1 M Hepes pH
75 &uilibriert. Die Loésung wird in Portionen be
—20 °C eingefroren.

10 Xx MOPS (pH 7,0/ pH 8,0): 41,9 g (0,2 mol) MOPS
16,7 ml 3 M Natriumacetatl 6sung
20ml 05M EDTA-L6sung
mit destilliertem Wasser auf 1 | auffillen.

10 x NCP-Puffer (pH 8,0): 12,1 g (0,1 mol) TrisHCI
87,09 (1,5 mal) NaCl
5,0 ml Tween 20
mit Wasser auf 1| auffillen.

PBG (pH 7,4): 0,5% Rinderseruma bumin
0,1% Gdlatine
in1x PBS
PBS (pH 7,2/ pH 8,0): Eine Losung aus 30 mM KH,PO,; und 150 mM NaCl

wird mit 70 mM NgHPO, auf enen pH-Wert von 7,2
oder 80 engestdlt. Die Lésung wird anschlief?end
autoklaviert.

1,2 M Phosphatpuffer (pH 6,8): 1,2 M NaHPO4-Lésung wird mit 1,2 M NaH»PO4-
Ldésung in einem Verhdtnis von 2:1 gemischt.

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

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

Tris-Phenal: 1 kg (10,6 mol) Phenol wird im Wasserbad be ener
Temperatur von ungefdhr 60 °C geschmolzen und mit
dem gleichenVolumen 1 M TrisHCI pH 8,0 &quilibriert.
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10 x Trig/Phosphatpuffer (pH 8,0): 43 g (0,36 mol) Tris
41,4 g (0,25 mol) NaH,PO4 x 1 H,O
3,7 g (10 mmol) EDTA
auf 11 mit Wasser auffillen. Der pH-Wert wird mit
Phosphorsaure eingestelIt. Die Lésung wird
anschlief3end autoklaviert.

10 x Trig/Boratpuffer (pH 8,3): 108 g (0,9 mal) Tris
55 g (0,9 mal) Borsaure
7,4 g (20 mmol)EDTA
auf 11 mit Wasser aufflllen.

50 x Tris/Acetatpuffer (pH 8,0): 242 g (2 mol)Tris
57,1 ml 16,6 M Eisessig
100 ml 0,5M EDTA-L0Osung
auf 11 mit Wasser auffillen.

1.9 Medien

Alle verwendeten Medien wurden mit deionisertem Wasser, das Uber eine lonenaustausch
anlage (Millipore) gefiltert wurde, angesetzt und bel 120 °C autoklaviert. Antibiotika wurden
nach Abkihlung des Mediums auf etwa 50 °C zugegeben. Das Gief3en der Platen erfolgte mit
einer habautomatischen Plattengiel3maschiene.

19.1 Medien fur dieE. coli-Kulturen [Sambroock et al., 1989]
LB-Medium: SOC-Medium:

10 g Bacto-Trypton 20 g Bacto- Trypton

5 g Hefeextrakt 5 g Hefeextrakt

59 (85,5 mmol) NaCl 0,59 (8,5 mmol) NaCl
auf 11 mit Wasser auffillen. 20 mM Glucose

auf 11 mit Wasser auffillen.

Der pH-Wet von 74 wurde jewels mit NaOH eingestdlt. Fir Agarplatten wurden den
Medien 09 % (w/v) Agar und bei Bedaf 50 mg/l Ampicillin oder Kanamycin zugesetzt. Fir
Farbindikatorplatten zur BlawWe3-Sdektion von E. coli-Transformanten  wurden  die
fertigen Patten jeweils mit 50 pl 0,1 M IPTG-Lésung und 90 pl X-gd-Losung (200 mg/10 mi
Dimethylformamid) bestrichen.
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1.9.2 Medien flr dieDictyostelium discoideum Kulturen

Kulturmedium (pH 6,7): Phosphatagarplatten (pH 6,0):

[Watts und Ashworth, 1970] 15 g Agar agar

14,3 g Pepton mit SoerensenPhosphat- Puffer (pH 6,0) auf 11

18 g (0,1 mol) Maltose

0,616 g (3,5 mmol) Ng;HPO,4 x 2 H,O
0,486 g (3,6 mmol) KH,PO,4

mit Wasser auf 1| auffiillen.

SaZ6sung:
[Bonner, 1947]
10 mM NaCl
10 mM KClI
2,7mM CaC|2

Soerensen-Phosphat-Puffer (pH 6,0):
[Mdchow et al., 1972]

2 mM NaHPO,4

15 mM KHyPO4

193 Medien fur die Hefekulturen

Y EPD-Medium:

20 g/l Difco Pepton
10 g/l Hefeextrakt

100 x Adeninlésung:

200 mg(1,2 mmol) Adeninin 100 ml
Wassr mit etwas HCl [6sen und steril
filtrieren.

100 x Hididinlésung:
200 mg (1 mmoal) Hidtidin in 100 ml
Wassar |6sen und seil filtrieren.

100 x Tryptophanl 6sung:

200 mg (1 mmoal) Tryptophan in 200 ml
Wassr 16sen und seril filtrieren.

auffillen.

SM-Agarplatten (pH 6,5):

10 g Agar agar

10 g Pepton

10 g (55 mmoal) Glucose

1 g Hefeextrakt

19 (4,2 mmol) MgSOy x 7 H,O
2,2 g (16,2 mmol) KH,PO4

1g (5,7 mmal) K;HPO4

mit Wassr auf 1 | auffillen.

Y EPD-Agarplatten:
20 g/l Difco Pepton
10 g/l Hefeextrakt
18 g/l Agar agar

100 x Tyrosnlésung:
300 mg (1,7 mmol) Tyrosnin 100 ml

Wassar mit etwas NaOH 10sen und steil
filtrieren.

100 x Leucinlésung;

1000 mg (7,6 mmoal) Leucin in 100 ml
Wasser [6sen und dexil filtrieren.

100 x Uracillésung:

200 mg (1,8 mmol) Uracil in 100 ml
Wasser unter Erwarmen [6sen und
eril filtrieren.
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1M 3-Amino-1,2 4-triazoll6sung: 100 x Cydoheximidlésung:
8,4 g 3-Amino-1,2,4-triazol in 100 ml 1 mg/ml Cycloheximid in Wasser 16sen
Wassr 16sen, einmd filtrieren und und Seril filtrieren.

Filtrat geril filtrieren.

10 x Aminosiurd ésung:

300 mg (2,3 mmoal) Isoleucin
1500 mg (1,1 mmol) Vdin

200 mg (0,9 mmoal) Arginin
300 mg (1,6 mmol) Lysin

200 mg (1,34 mmol) Methionin
500 mg (3 mmal) Phenyldanin
2000 mg (16,8 mmol) Threonin
mit Wasser auf 1| auffiillen

und gteril filtrieren

Die Zusammensetzung der Seektionsmedien und Agarplaiten wird in Tabelle 6 angegeben.
Nach der Zugabe von ,Yeast Nitrogen Bass’, Agar agar und Wasser wurde die Mischung
zunéchst autoklaviert. Die Zugabe der redtlichen StocklGsungen erfolgte nach Abkihlung auf
55°C.

Tabelle 6: Zusammensetzung der Selektionsagar platten fir das,, Two-Hybrid* -System® 2

Selektionsplatten

Reagenzien SD/-Leu |SD/-Leu+Cyh (SD/-Leu/-Trp |SD/-Trp |SD/-Leu/-His/-Trp/+3-AT
Yeast Nitrogen Base (] 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7
Agar agar [g] 20 20 20 20 20
Wasser [ml] 750 750 770 750 745
20%ige Glucosel 6sung® [ml] 100 100 100 100 100
10 x Aminosdurel 6sung [ml] 100 100 100 100 100
100 x Adenin [ml] 10 10 10 10 10
100 x Tyrosin [ml] 10 10 10 10 10
100 x Uracil [ml] 10 10 10 10 10
100 x Histidin [ml] 10 10 10 10 #
100 x Leucin [ml] # # # 10

100 x Tryptophan [ml] 10 10 # #

Cycloheximidldsung [ml] # 10 # #

3-AT-Losung [ml] # # # # 25

1) Angaben fur 1 | Agarplatten. 2) Die Zusammensetzung der Selektionsmedien entspricht der Zusammen-
setzung der jeweiligen Agarplatten ohne Agar agar. 3) Glucosel 6sung vor Gebrauch steril filtrieren.
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1.10 Bakterien-, D. discoideum- und Hefestamme
Bakteriengdmme
E. coli IM 38 Vieraund Messing, 1982
E. coli K 38 Tabor und Richardson, 1985
E. coli XL1 blue Bullock et al., 1987
E. coli BL21 (DE) Studier und Moffat, 1986
E. coli DH5a Hanahan, 1983
E. coli BNN 132 Elledgeet al., 1991
Klebsiella aeorgenes Williams und Newel, 1976

D. discoideum-S&mme

AX2-214 Axenisch und auf Bakterien wachsender
Abkommling von NC4 [Raper, 1935].

GHR Hlamin-defiziente Mutante von AX2
[Eichinger et al., 1996]

GFP-cFIP Fusiongprotein zwischen GFP und dem

C-Terminus von FIP exprimierender
Abkdmmling von AX2 [diese Arbeit]

Hefesamme
Y190 Harper et al., 1993
Hick und Johnston, 1990
Y 187 Harper et al., 1993
2 Kultur von Dictyostelium discoideum
2.1 Anzucht in Flussigmedium

AX2 und Transformanten wurden aus Vorkulturen, Sporen oder von SM-Agarpletten in AX2-
Medium angempft. Um die Kulturen von Klebsiella aerogenes zu befreden, wurden die
D. discoideum Zdlen in Dihydrosreptomycinsulfat (40 pg/ml) enthdtendes Medium
Uberfihrt. Die Generationszait in Schittelkultur betrug in 300 ml Kulturen ba 21 °C und 160
upm zwischen 8 und 9 Stunden. Be dlen zdlbiologischen Untersuchungen wurden die Zdlen
bis zu ener Dichte von maximd 5 x 10° Zelen/ml angezogen. Ab 5 x 10° Zdleml beginnt
die Wachstumskurve in die stationdre Phase Uberzugehen.
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2.2 Anzucht auf Agarplatten

Zum Klonieren von Trandormanten und zum Heddlen von Massenplaiten wurden SM-
Agarplaiten verwendet. Hierzu wurden je 0,1 ml ener dichten K. aerogenes Suspenson in
Szlosung  auf  vorgetrockneten SM-Platten  ausgedtrichen, die D.  discoideum-Zdlen
ausgebracht und die Plaiten bei 21 °C ca. 3 Tage inkubiert. Die Generationszeit betrug hierbel
3 bis 4 Stunden. D. discoideum Kolonien zeigten dch ds klae Fresshdfe auf dem
Bakterienrasen. Die Klone konnten auch mit Hilfe enes Animpfstédbchens auf SM-Platten

Ubergeimpft werden, die zuvor mit K. aerogenes bestrichen worden waren.

2.3 Sporengewinnung und Konservierung

Axenisch gewachsene Zdlen wurden zwemd mit  katem  SoerensenPhosphatpuffer
gewaschen, mit einer Dichte von 2 x 10° Zellevml resuspendiet und je 500 pl auf
Phosphatagarplatten gebracht. Die Zdlen entwickdten sch innerhdb von zwe Tagen und
bildeten Fruchtkorper. Die Sporen wurden im Deckel ener Petrischde gesammet, in 10 ml
kaltem Soerensen-Puffer aufgenommen, in 1 ml Aliquots auf Einfrierréhrchen (Nunc, 2,2 ml)
vertelt und in flissgem Stickstoff schockgefroren. Die Sporen wurden bei —80 °C gelagert.
Zum Animpfen wurde en Aliquot be Raumtemperatur aufgetaut und in 30 ml AX2-Medium
gegeben. Nach drel Tagen be 21 °C und 160 upm hatte diese Vorkultur eine Zdldichte von
etwa5 x 10° Zdlenvml.

24 Einfrieren von D. discoideum-Zellen

Zur Konsarvierung von D. discoideum-Zdlen wurden axenisch gewachsene Zdlen geerntet
und mit einer Dichte von 5 x 10’ Zdlewml in eskdtem Einfriermedium aufgenommen. Die
Zdlsugpensgon wurde in 1 ml Aliquots auf Einfrierréhrchen (Nunc, 22 ml) vertelt, die zwe
Stunden auf Eis gehdten wurden. Nach weteren zwe Stunden bei —20 °C wurden die
Ampullen ba —80 °C gdagert. Um engefrorene Zdlen wieder anzuziehen, wurde en Aliquot
aufgetaut, die Zdlen mit katem AX2-Medium gewaschen und der Inhat in eine Kulturschade
mit 10 ml AX2-Medium Uberfihrt. Bei Transformanten wurde nach 24 Stunden das Medium
gewechsdt und Geniticn in ener Konzentration von 5 pg/ml zugegeben. Nach dchtbarem
Anwachsen der Zdlen wurde die Konzentration auf 20 pg/ml erhoht.
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Einfrieemedium: 9 ml AX2-Medium
1 ml DMSO
1 ml Pferdeserum (Oxoid)

25 Entwicklung von D. discoideum in Suspensionskultur

Nahrungsentzug in  Schittelkultur  induziert  Entwicklungsprozesse, die zur  Expresson
entwicklungsregulierter  Proteine  flhren. Unter diesen Bedingungen ereichen die Zdlen
Aggregationskompetenz, d. h. se bilden dabile Zdl-Zdl-Kontekte aus und formen ,tight
aggregates’. Diese snd jedoch an einer morphologischen Welterentwicklung gehindert. Die
Expresson entwicklungsregulierter Gene ist in Schittelkultur gegentiber der Entwicklung auf
Agarplatten um enen Faktor 1,5 bis 2 beschleunigt. Die mediumfrei gewaschenen Zdlen
wurden auf eine Dichte von 1 x 10° Zdlen/ml in Soerensen-Puffer pH 6,0 eingestdllt und bei
21 °C und 160 upm geschiittelt. Dieser Zeitpunkt gilt as Beginn der Entwicklung (to).

2.6 Entwicklung von D. discoideum auf Phosphatagarplatten

In Phosphatpuffer gewaschene D. discoideum Zelen wurden auf eine Dichte von 2 x 10’
Zdlen/ml eingestellt. Je 5 ml diesr Suspenson wurden auf Phosphatagarplatten ausgebracht,
die Zdlen 15 min abstzen gdassen und der Uberschissige Puffer abgesaugt. Die Platten
wurden im derilen Luftsrom getrocknet und ba 21 °C inkubiet. Zu den jeweligen
Entwicklungszeitpunkten wurden die Zllen durch Abspllen mit Soerensen-Puffer geerntet.

3 Proteinchemische und immunologische Methoden

3.1 Expression und Reinigung der baktertiell exprimierten elongierten

Domanen des Filamins

Zur Expresson der dongierten Doménen des Flamins wurde das Plasmid pT7-7/Rod 1-6
[Koppd, 1994] in E. coli K38 [Russd & Modd, 1984] transformiert. Dieser Stamm enthalt
das Plasmid pGP1-2 [Tabor & Richardson, 1985], welches fur die hitzeinduzierbare T7 RNA-
Polymerase kodiert, die fur die Transkription klonierter DNA im Vektor pT7-7 zusténdig ig.
Zdlen, die sowohl pGPl1-2 as auch pT7-7/Rod 1-6 enthidten, wurden in LB-Medium plus
Ampidllin (50 pgml) plus Kanamycin (50 pg/ml) bei 30 °C Uber Nacht angezogen. Nach

ener 1:20 Verdinnung wurden die Zdlen be 30 °C bis zu ener ODgpo von 0,8 angezogen.
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Nach Inkubation bel 42 °C fur 30 min wurde Rifampicin zugegeben (Endkonzentration 200
pg/ml) und die Zellen wetere 10 min ba 42°C inkubiert. Anschlief3end wurden die Zdlen
zwel Stunden bei 37 °C inkubiert und dann geerntet (3000 x g, 10 min, 4°C).

Fur die Expresson des Polypeptids Rod 2-4 wurde pT7-7/Rod 2-4 in E. coli BL21 (DE)
[Studier & Moffat, 1986] trandormiert und die Zdlen in LB plus Ampicillin (50 pg/ml) Uber
Nacht be 37 °C inkubiert. Nach ener 1:20 Verdinnung wurden die Zellen be 37 °C bis zu
einer ODgoo von 0,8 angezogen. IPTG wurde in ener Endkonzentration von 0,2 mM
zugegeben und die Zellen weitere 4 Stunden inkubiert, bevor Sie geerntet wurden.

Zur Aufreinigung der exprimierten Polypeptide wurden die Zdlsedimente in TEDAB/P-
Puffer gewaschen und in 15 ml  TEDAB/P-Puffer pro Liter Ausgangssuspension
aufgenommen. Nach Einfrieren der Zdlen in flissgem Stckgtoff und Auftauen wurde
Lysozym in einer Endkonzentration von 0,1 mg/ml zugegeben und die Suspenson 45 min auf
Eis inkubiert. Nach funfmdiger Ultraschdlbehandiung fir jewells 10 sec wurde das Lysat bel
35.000 x g fur 20 min abzentrifugiert. Beide Polypeptide waren lodich. Der Uberstand wurde
auf ene DEAE-SAUle gdaden und mit enem 0-350mM NaCl-Gradienten in TEDAB/P-Puffer
duiet. Die Fraktionen, die die rekombinanten Proteine enthielten, wurden verenigt. Im Fale
des Rod 1-6 wurde das Protein mittds einer Gdfiltrationssdule (Sephacryl S300) in
IEDANB/P-Puffer weiter aufgereinigt. Das Polypeptid Rod 2-4 wurde auf 1,7 M (NH4)2SO4
in 100 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,0, umgepuffert und auf eine Phenylsepharosesiule
geladen. Die Eution efolgte im linearen 1,7-0 M (NH4)2SOs-Gradienten in 100 mM
Natriumphosphat- puffer, pH 7,0. Die gereinigten Proteine wurden be 4 °C oder bei —70 °C
gelagert.

TEDAB/P-Puffer (pH 8,0): IEDANB/P-Puffer (pH 7,6):
10 mM Trig/HCI, pH 8,0 10 mM Imidazol

1 mM EGTA 1mM EGTA

1mM DTT 1mM DTT

1 mM Benzamidin 200 mM NaCl

1 mM PMSF 1 mM Benzamidin

1 mM PMSF
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3.2 Expression und Reinigung eines bakteriell exprimierten Teilstlcks

des Filamin-Interagierenden-Proteins (FIP)

Zur Expresson enes C-taminden Teles des FIP-Proteins wurde pT7-7/C-HP in E. coli
BL21 (DE) [Studier & Moffat, 1986] trandformiert und die Zdlen in LB plus Ampicillin (50
pg/ml) Uber Nacht ba 37 °C inkubiert. Nach ener 1:20 Verdinnung wurden die Zdlen be
37 °C bis zu einer ODggp von 0,8 angezogen. IPTG wurde in einer Endkonzentration von
0,2 mM zugegeben und die Zdlen weitere 4 Stunden inkubiert, bevor sie geerntet wurden.

Zur Aufrenigung des exprimierten Polypeptids wurden die Zelsedimente in TEDA-Puffer,
pH 7,0, d&@ 1 mM PMSF enthidt, gewaschen und in 15 ml TEDA-Puffer pro Liter
Ausgangssuspenson  aufgenommen.  Nach  Einfrieren der Zdlen in flissgem Stickstoff und
Auftauen wurde Lysozym in ener Endkonzentration von 0,1 mg/ml zugegeben und die
Suspenson 45 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine 15 minitige Inkubation mit
0,025% Natriumdesoxycholat. Dann wurde DNase | zugegeben und die Mischung 20 min bel
Raumtemperatur inkubiert. Nach funfmdiger Ultraschdlbehandiung fir jeweills 10 sec wurde
das Lysat bei 35.000 x g fir 20 min abzentrifugiert. Das C-FI P-Polypeptid war [6dich.

Zur Aufreinigung wurde der Uberstand je nach Menge auf eine Mono S® Kationen
austauschersiule (Pharmacia Biotech) oder @ne Uno™ S Kationenaustauschersiule (BioRad)
geladen. Die Elution efolgte im lineren 0-1000 mM NaCl-Gradienten in TEDA-Puffer.
Gereinigtes C-FIP wurde stets bei —70 °C gelagert.

TEDA-Puffer (pH 7,0): 50 mM TrigHCI, pH 7,0
5mM EDTA
5mM DTT
5mM Benzamidin
1 mM PMSF

3.3 Herstellung monoklonaler Antikérper
331 Immuniserung von Mausen

Zur Immuniserung wurden zwel Bab/C Méuse verwendet. Bede Mause wurden mit
gerenigtem FIP-Polypeptid immuniset. Be Maus 1 wurde Freunds Adjuvans benutzt. Die
Maus wurde dreimd im Abstand von jewels dret Wochen mit ca 100 pg Antigen
immunigert. Be Maus 2 wurde das Immun Easy Mouse Adjuvant der Firma Quiagen

angewendet. Die Immuniserung efolgte dabei zweimd im Absand von drei Wochen mit
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jeweils 10 pg Polypeptid. Be beiden Mausen fand die letzte Injektion vier Tage vor der
Fuson der Milzzdlen dait.

332 Fusion

Durch die Fuson von Milzzdlen (B-Lymphozyten) mit Mydomezdlen ehdt man
sogenannte  Hybridomazellen  [Kohler  und  Milgein, 1976]. Diese verenigen die
Eigenschaften der Ausgangszdlen in gch, ndmlich Antikdrperproduktion  (B-Lymphozyten)
und Telungsfahigket (Mydomazdlen). Um auf diese Hybridomazdlen sdektionieren zu
konnen, werden Mydomazdllinien zur Fuson vewendet, die kene Hypoxanthin-
phosphoribosyltransferase (HPRT) besitzen. Diese Zdlen sterben in enem Medium ab, das
mit Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin supplementiert is. Da auch Milzzdlen nicht in
der Lage snd, in Kultur zu Uberleben, werden in diesem Medium nur die Fusonsprodukte
beder Zdlaten wachsen konnen. Die Milzzdle seuert das Enzym HPRT be, so dass die
Purinsynthese Uber Hypoxanthin ablaufen kann. Die de novo Synthese it durch Aminopterin
blockiet. Die Mydomazdle ihrersaits bringt die Tellungsfahigket in die Fuson en. Die
Hybridomazelle kann sch somit vermehren.

Die Milzen der beden immuniseten Mause wurden unter derilen  Bedingungen
herausprépariert und in jewels 5 ml kdtem RPMI 1640-Medium (Gibco) aufgenommen. Die
Milzen wurden mit Skadpdl und Pinzette zerkleinert, vom Fettgewebe befreit und mit einem
Glashomogenisator  vorgchtig in Einzdzdlen zelegt. Diese Zdlsuspensgonen  wurden
anchlieeend durch je ene mit Kundfasawolle gestopfte Spritze filtriert, um grobere
Bedtandteile abzutrennen. Die Zdlen wurden zwemd in kdtem, serumfreéen RPMI-Medium
gewaschen (Beckman, 1500 UpM, 5 min, 4 °C), anschlief®end in je 5 ml RPMIoH (RPMI-
Medium ohne Hepes-Puffer) aufgenommen und auf Eis gestdlt. In dlen Fdlen wurde die
Milz der Méuse in zwe Hdften aufgaelt, die dann mit zwe unterschiedlichen
Myelomastémmen (Stamm x63-Ag8.6538 und Stamm PAIB3zag8l) fusioniert wurden. Fir
jede Fuson wurden die Zdlen einer haben Milz (ca 5 x 10’ Zdlen) in 5 ml RPMIoH-
Medium und 25 x 10" Mydomazdlen in 5 ml RPMIoH-Medium zussmmengegeben. Dieser
Ansatz wurde zentrifugiert (Beckman, 1500 UpM, 5 min, 4 °C) und das Pdlet moglichst gut
trocken gesaugt. Das Pelet wurde mit der Spitze einer zugeschmolzenen Peteurpipette
ausgebreitet, 0,5 ml PEG 4000 (PEG solution ready to use, Sigma) zugegeben und genau ene
Minute im 37 °C Wasserbad inkubiert. Nach ener enminitigen Inkubation bei Raum-
temperatur wurden 10 ml RPMIoH-Medium unter leichtem Schitteln des Rohrchens im
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Wasserbad  tropfenweise  zupipettiert. Nach 10 minltiger Inkubation auf Eis wurden die
fudonieten Zdlen abzentrifugiat, das Sediment in 125 ml Normamedium aufgenommen
und auf 10 Codarplatten verteilt (0,5 ml pro Loch). In jedes dieser Lécher waren am Vortag
05 ml einer Makrophagensuspension pipettiert worden. Die Platten wurden be 37 °C, 5%
CO, und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. 24 Stunden nach der Fusion wurden in jedes Loch
05 ml enes drefach konzentrieten HAT-Sdektionsmediums zugegeben. Das Medium
wurde dreimad wochentlich gewechsdt, wobel nach 14 Tagen HAT-Medium durch HT-
Medium ersatzt und nach weiteren zwel Wochen die Selektion beendet wurde.

Norma medium: 500 ml RPMI 1640 mit Hepes und Glutamin
55 ml fétaes Kéberserum
5,5 ml 200 MM L-Glutamin
5,5 ml Kanamycinlésung (Gibco)
5,5 ml einer frischen 10° M b-Mercaptoethanoll6sung

3x HAT-Medium: 5715 ml Normamedium
16,5 ml HAT-Stocklsung
16,5 ml Aminopteringtockl 6sung

1 x HAT-Medium: 5715 ml Normamedium
5,5 ml HAT-Stochlsung
5,5 ml Aminopterinstockl ésung

1 x HAT-Medium: 571.5 ml Normamedium
5,5 ml HAT-Stockl 6sung

HAT-Stockl6sung: 1,0 x 10 M Hypoxanthin
1,6 x 10" M Thymidin

Aminopterin-StocklGsung: 4x 10° M Aminopterin

Alle zugesetzten L 6sungen wurden Steil filtriert.

M akrophagenl 6sung:

Zur Isolierung von Makrophagen wurden ca 10 ml Normamedium unter derilen
Bedingungen in die Bauchhohle einer durch Genickdidokation getdteten Maus injiziet. Die
10 ml Medium wurden wieder entnommen und der Vorgang noch zweima wiederholt. Die
Makrophagen wurden anschlief3end abzentrifugiert (Beckman, 1000 UpM ohne Bremse,
5 min, 4 °C) und zwema mit Normamedium gewaschen. Die Makrophagen wurden in
125 ml Normadmedium aufgenommen, dabei wurden fUr ene Fuson mit PAIBzag8l-Zdlen
Makrophagen von sechs Mausen und fir eine Fuson mit x63-Ag8.6538-Zellen Makrophagen
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von 10 Mausen verwendet. Zum Klonieren wurden Makrophagen von ener Maus in 10 ml

Normamedium aufgenommen.

333 Test der Ubersténde

Die Ubergtdnde der einzelnen Vertiefungen wurden getestet, sobad Klone sichtbar wurden
und dch das Medium gdblich verfabte Die Gdbféabung (Farbumschlag des zugesetzten
Indikators) it durch die Ansuerung des Mediums durch Stoffwechseprodukte bedingt. Die
Antikorpermenge im Uberstand it dann hoch genug, um detektiert zu werden. Als erster Test
wurde ein Enzymimmunoassay der einzelnen Uberstdnde durchgefiihrt. Dazu wurden 100
dar Ubergénde ene Sunde in mit je 1 pg gereinigtem Antigen  beschichteten
Mikrotiterplatten inkubiert. Als zweter Antikdrper wurde ein mit akalischer Phosphatase
gekoppelter  Ziege-anti-Maus  Antikorper eingesetzt. Als Subdrat  diente  p-Nitrophenyl-
phosphat (Sigma Fast" Tabletten, Sigma). Diese farblose Substanz wird durch die
Phosphataseresktion in  gelbes p-Nitrophenol umgewanddt. Nach ener haben Stunde
Reaktionsdauer wurde die Extinktion be daner Wdlenlange von 405 nm gemessen.
Ubergtdnde, die zu einer Extinktion groRer als 0,15 fuhrten, wurden im Immunoblot getestet.
Dafir wurden Nitrozdlulosestreifen, auf die im SDS-Gd  aufgetrenntes Gesamtproteinextrakt
von FIP-Polypeptid exprimierenden E. coli Zdlen aufgetrennt worden war, mit je 0,5 ml der
Ubersténde Uberschichtet. Die Teststreifen wurden Uber Nacht mit den Uberstanden inkubiert,
3 x 10 Minuten mit NCP-Puffer gewaschen und mit an akalische Phosphatase gekoppeltem
Ziege-anti-Maus Antikorper eine Stunde inkubiert. Anschliefiend wurden die Streifen wieder
in NCP-Puffer gewaschen und dann 5 min in 0,1 M Natriumcarbonatpuffer, pH 10,2,
inkubiert, um das fir die Enzymresktion eforderliche dkdische Milieu herzustdlen. Danach
wurden die Filter 10 min in ener Losung des Subgtrats BCIP (BCIP/NBT Farbentwickler-
substrat, Promega) geschwenkt und die Resktion durch Uberfilhren in Wasser gestoppt.
Zdlen von Ubergtanden, die in diesem Test eine Bande bel ca 32 kDa aufwiesen, wurden

kloniert.

334 Klonierung

Zur Klonierung wurden die Zdlen aufgewirbet und mit Normamedium verdinnt. Aus dieser
Sugpenson wurden dann mit ener ausgezogenen Peasteurpipette kleine Tropfen in die
Vetiefungen ener Mikrotiterplatte pipettiet. Unter dem Mikroskop wurde festgestellt,
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welches der Locher nur ene Zdle enthidt. Diese Vetigfungen wurden dann mit ener
Makrophagensuspenson in - Normamedium aufgeflllt und im Brutschrank ca 10 Tage
inkubiert. Danach efolgte en erneuter Test der Einzeklone im Immuncblot. Klone, die en
podtives Signad zeigten, wurden zunéchst auf Codarplatten Uberimpft und anschliellend in
Gewebekulturflaschen Uberfihrt. Hierzu wurden zunéchst 5 ml, dann 15 ml und 50 ml
Kulturen angezogen. Die 50 ml Kulturen wurden zum Sammeln der Hybridomalibersténde
vewendet (3 x wochentlich). Die Zdlen wurden hierba durch Zentrifugation abgetrennt
(Beckman, 1000 UpM, 5 min, 4 °C) und die Uberstande bei 4 °C oder —20 °C aufbewahrt.

335 Konservierung der Hybridomaklone

Zur Konsarvierung der enzelnen Klone wurden die Zdlen ener dichtgewachsenen 50 ml
Kultur geerntet und in 5 ml askdtem Einfrieemedium aufgenommen. Die Zdlsuspenson
wurde auf sechs Einfrierréhrchen (22 ml, Nunc) vertelt, die auf Eis gehdten wurden. Die
Ampullen wurden dann in en isolierendes Styroporbehdtnis gestdlt und fir mindestens 24
Sunden in ena 80 °C Gefriertrune aufbewahrt. Das Styroporgefdd sorgt dabe fir en
gentigend langsames Absinken der Temperatur in der Zdlsuspenson. Nach mindestens einem
Tag konnten die Zdlen in ein Aufbewahrungsgefald im Stickstofftank Gberfihrt werden.

Fur die eneute Kultivierung enes engefrorenen Hybridomaklons wurde eine Ampulle ziigig
im 37°C Wassrbad aufgetaut und der Inhdt in 10 ml Normamedium Uberfihrt. Nach
Zentrifugation (1000 UpM, 5 min, 4 °C) wurde das Medium abgegossen, die Zdlen in 1 ml
Normamedium aufgenommen und in ener Vetiefung ene Codaplate im Brutschrank
inkubiert.

Einfriermedium: 70 ml RPMI mit Hepes und L-Glutamin
20 ml fotales Kédberserum
12 ml DMSO
1 ml 10° M b-Mercaptoethanal (frisch angesetzt)

34 Aufreinigung monoklonaler Antikorper

Erger Schritt bel der Aufreinigung monoklonder Antikorper war die Prézipitation der im
Kulturlberstand vorhandenen Proteine. Dazu wurden 45 Tele Hybridomalberstand langsam
und unter dandigem Rihren mit 55 Telen kdter, gesdtigter Ammoniumsulfatl Gsung
gemischt und Uber Nacht bel 4 °C gertihrt. Das Prazipitat wurde abzentrifugiert (8000 x g,
20 min, 4 °C), der Niederschlag in 50-100 ml 100 mM TrigHCI, pH 8,9, gelést und Uber
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Nacht gegen 100 mM TrigHCI, pH 8,9, didysert. Das Didysat wurde nochmds zentrifugiert
(8000 x g, 20 min, 4 °C) und der Uberstand mit Festsubstanz auf 3 M NaCl gebracht. Diese
Lésung wurde auf eine mit Waschpuffer &quilibrierte Protein A-Sepharosesaule (1 ml Protein
A-Sepharose CL4B, Pharmacia) gdaden. Die Elution erfolgte mit 0,1 M Zitronensiure, pH
3,0, wobel in jedem Rohrchen des Fraktionssammlers 50 yl 2 M TrigHCI, pH 9,0, zur
direkten Neutrdisation vorgelegt wurden. Die Antikorper enthdtenden Fraktionen wurden
Uber Nacht gegen PBS diadysert und bei 4 °C gelagert.

Die Protein A Saule wurde mit 0,1 M Zitronensdure (pH 3,0) regeneriert und mit Wasch
Puffer &quilibriert. Eine Saule konnte mehrmals fir denselben Antikorper verwendet werden
und wurde in Wasch-Puffer mit 0,1 % Natriumazid bel 4 °C aufbewahrt.

Waschpuffer: 100 mM TrigHCl, pH 8,9
3 M NaCl
35 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

Fur die diskontinuierliche Polyacrylamidgddekirophorese [L&mmli, 1970] wurden 8 bis
15%ige Trenngele in ene Grole von 7,5 cm x 10 cm x 0,05 cm mit 5%igem Sammelge
(Tabdle 7) verwendet. Zu den aufzutrennenden Proteinldsungen wurden je nach Bedarf
unterschiedliche Mengen 5 x SDS-Probenpuffer gegeben und die Mischung funf Minuten
gekocht. Die Auftrennung der Proteine erfolgt be einer Spannung zwischen 100 und 190 V.
Als Standard diente en Gemisch von Proteinen definierter  Moleklimassen. Nach der
Elektrophorese werden die Proteine entweder mit Coomasse-Blau (s. Abschnitt E.3.8)
geféarbt oder durch ,, Western®-Transfer (s. Abschnitt E.3.6.) auf Nitrocellulose Ubertragen.

Tabelle 7: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele®

Trenngel Sammelgel

8% 10% 12% 15% 5%
Acrylamid 30:0,8? [ml]: 158 19,7 236 0 34
H,O [ml]: 274 235 196 132 14,3
1,5M TrigHCI, pH 8,8 [ml]: 16 16 16 16 2
10% SDS [ul]: 590 590 590 590 200
TEMED [pl]: 23 23 23 23 8
10% APS [I]: 165 165 165 165 80

1) Mengenangaben fur 12 Minigele; 2) Acrylamid : Bisacrylamid
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5 x SDS- Probenpuffer: 10 x SDS-PAGE-Laufpuffer:
25ml 1M TrigHCI, pH 6,5 0,25 mol Tris

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

2,0 ml Glycerin 1% Natriumdodecylsulfat

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

Mol ekl massenstandards:

LMW-Marker (Pharmacia) [Dal:  94.000; 67.000: 43.000; 30.000; 20.100; 14.400
HMW-Marker (Pharmacia) [Da]:  212.000; 170.000; 116.000; 76.000; 53.000

3.6 » Western-Blot* Analyse

Protene mit enem Molekulargewicht unter 100 kDa wurden mit Hilfe des Semi-Dry-
Trander-Verfahrens auf Membranen Ubertragen. Diese Methode zeichnet sch durch ene
kurze Tranderdauer, hohe Trandereffizienz und enen geingen Pufferverbrauch aus Der
Trandfer erfolgte fir 30-45 Minuten bei 10V.

Proteine mit einem Molekulargewicht grofRer ds 100 kDa wurden im Nal&Transfer-Verfahren
auf die Membran Ubertragen. Hierbel erfolgte der Transfer Gber Nacht bei 20V und 4 °C.

WesternTrander- Puffer: 25 mM TrigHCI (pH 8,5)
190 mM Glyadn
10% Methanol oder Ethanol
0,02% Natriumdodecylsulfat
3.7 Immunmarkierung und Detektion von Proteinen auf Membranen

Nitrocdlulose-Membranen wurden nach dem Protein-Transfer fUr mindestens zwe Stunden
mit 4% Magermilchpulver in NCP-Puffer abgeséttigt. Danach wurden e mit Hybridoma-
Ubersténden fir 1-16 Stunden be Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde die
Membran finfmd je 10 min mit NCP-Puffer gewaschen. Dann efolgte die Inkubation der
Nitrocdlulose-Filter mit dem sekundéren Antikérper (1:10.000 in NCP-Puffer verdinnt) fir
ene Stunde be Raumtemperatur. Im Rahmen dieser Arbeit handdte es Sch stets um enen
Meerrettich- Peroxidase-gekoppdten  Ziege-anti-Maus  1gG-Antikorper.  Nicht  gebundene
Antikorper werden anschlielend durch sechsfaches Waschen mit NCP-Puffer fir je funf
Minuten entfernt. Die Immunmarkierung wurde mit Hilfe von Chemilumineszenz  Schtbar
gemacht. Dabel oxidiet die am sekundéren Antikorper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase
Luminol, was zu einer Lichtresktion ba 430 nm fihrt. Dies verursacht die Schwéarzung enes
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Rontgenfilms. Die Membran wurde 2-3 min in der Luminollésung inkubiet und en
Rontgenfilm fur funf Sekunden bis dreil3g Minuten exponiert.

Lumingl: 2ml 1M TrigHCl, pH 8,0
200 pl (0,25 mal in DM SO) 3- Aminongphthylhydrazid
89 pl (0,1 mal in DMSO) p-Cumarséure
18 ml Wasser
6,1 ul 30%ige H,O»-LOsung

3.8 Proteinfarbung

Coomassie-Blau-Farbung:

Minigde (75 cm x 10 cm x 05 cm) wurden mindestens 15 Minuten in Farbedsung
gechiittelt. Nicht gebundener Farbstoff wurde anschlie?end durch  Schitteln  in - ener
Entféarberl6sung ausgewaschen.

Farbel sung: Entfarber:

0,1 % Coomasse-Birilliant-Blau R 250 10 % Ethanol
50 % Methanol 7 % Essgsiure
10 % Essigsdure

vor Gebrauch filtrieren.

Ponceaur Férbung von Proteinen auf Membranen:

Die Nitrocdlulose-Filter wurden nach beendetem Protein-Trandfer fir ene Minute in der
Farbebsung inkubiert und anschliefend kurz in Wasser geschiittdlt, bis die Proteinbanden
gchtbar waren. Die Entfabung efolgte durch kurzes Waschen mit Wasser, gefolgt von
Inkubation mit NCP-Puffer.

Férbel 6sung:
2 g Ponceau S-Farbstoff gelost in
100 ml 3%iger Trichloressgsaure

3.9 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinbestimmungen wurden nach der von M. M. Bradford (1976) beschriebenen Methode
durchgefiihrt. Diese Methode beruht auf der Bindung von Coomasse ,Brilliant Blug'® G 250
an Proteine. Dadurch wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm nach 595 nm
verschoben. Zur Ergtdlung einer Eichkurve wird BSA as Standard verwendet.
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Sowohl fiir die Probe ds auch fir den Standard wurden fir jeden Ansatz 33 pl Proteinldsung
mit 33 ul Wassr versatzt. Anschlie?end wurde 1 ml Bradford-Resgenz (Sgma) hinzu-
gegeben und nach funf Minuten die Extinktion bei 595 nm im Photometer gemessen.

3.10 Enzymimmunoassays zum Nachweis der Interaktion zwischen
Filamin und FIP

Enzymimmunoassays mit gekoppelten Filamin-Polypeptiden:

Die Adsorption der Proteine an die Oberflache einer Mikrotiterplatte (U96 Maxisorb, Nunc)
efolgte stets Uber Nacht bel 4 °C. Dazu wurden Rod 1-6 und Rod 2-4 und BSA auf ene
Konzentration von 50 pg/ml in Vodlers-Puffer, pH 9,6, eingestdlt und pro Loch 100 pl der

Losungen verwendet. Am néchgen Tag wurde die Mikrotiterplatte dreima mit Waschpuffer
gewaschen und anschliellend unspezifische Bindungsstdlen fir zwel Stunden mit je 150 pl
Blockpuffer abgeséttigt. Danach efolgte ene zwestiindige Inkubation mit je 100 pl seridler
Verdinnungen des C-FIP-Polypeptids (0-800 pg/ml). Anschlieffend wurde zunéchst zwel
Sunden mit Hybridomaliberstand des mAk K12-362-6 und dann mit dem sekundéren
Antikorper inkubiert. Als sekundérer Antikorper diente en an dkaische Phosphatase
gekoppelter Ziege-anti-Maus Antikorper (Sigma; Verdinnung 1:10.000 in Blockpuffer). Alle
Inkubationsschritte  wurden bel  Raumtemperatur  durchgefihrt  und  anschliel?end  wurde
jewells drema mit Waschpuffer gewaschen. Der Bindungsnechwels erfolgte durch eine 60
mindtige Inkubation mit einer p-Nitrophenylphosphat-Losung (Sgma Fast™ p-Nitrophenyl-
phosphat- Tabletten, Sigma) und Messung der Extinktion bel einer Welenlange von 405 nm
im ,, Elisa Reader (Multiscan RC, Labsystems).

Voallers-Puffer: 1,59 g/l NaCOs3

2,93 g/l NaHCO3
Waschpuffer: PBS, pH 7,4, mit 0,05% Triton X-100
Blockpuffer: Waschpuffer mit 1% BSA

Enzymimmunoassays mit gekoppatem C-Fl P-Polypeptid:

Enzymimmunoassays mit gekoppetem C-FIP-Polypeptid efolgten andog zu den Immuno-

assays mit  Flamin-Polypeptiden. Jedoch wurde zur Adsorption eine Konzentration von
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10 pgml C-FIP in Vollers-Puffer eingesetzt. Als zweiter Bindungspartner dienten entweder
sidle Vedinnungen des gerenigten Rod 1-6 Polypeptids (0-50 pg/ml) oder ene 1:100
Verdinnung enes D. discoideum Zelextraktes (sSehe Kapited E.3.13). Als erster Antikorper
wurde en Protein A-Sepharose gereinigter anti-Flamin Antikorper 82-382-8 (Verdinnung
1:5.000 in Blockpuffer) benutzt.

3.11 » Blot-Overlay* Analyse

Fur ,Blot-Overlay* Untersuchungen wurden entweder gereinigte Proteine (Rod 1-6, Rod 2-4,
C-FIP und BSA) oder Gesamtzdlproteinmischungen von D. discoideum Zdlen durch SDS-
Polyacrylamid-Geldektrophorese  (Kapitel E.3.5) aufgetrennt und durch ,Western®-Transfer
(Kgpitedd E.36) auf Nitrozdlulosemembranen Ubertragen. Die Membranen wurden zwel
Stunden mit 4% Magermilchpulver in NCP-Puffer abgesditigt und anschlief?end fir weitere
zwe Sunden ba Raumtemperatur mit 10 ml ene Protenlésung (ca 05 mg/ml in 4%
Magermilchpulver in  NCP-Puffer) inkubiert. Membranen, die Flamin-Polypeptide oder
Gesamtzdlprotein von Ax2- und GHR-Zdlen gebunden hatten, wurden mit ener C-FIP-
Losung inkubiet, Membranen mit C-FIP mit ener Rod 1-6-L6sung. Wéhrend dieser
Inkubationszeit sollen die Proteine jewels an ihre auf der Membran immobiliserten
Bindungspartner binden. Anschlief?end wurde dreimd je 10 min mit NCP-Puffer gewaschen.
Membranen, die Flamin-Polypeptide oder Gesamtzelprotein von Ax2- und GHR-Zdlen
gebunden hatten, wurden danach ene Stunde mit dem anti-FIP Antikorper K12-454-2
inkubiert. Membranen mit immohbilisertem C-FIP wurden in dem anti-Flamin Antikorper 82-
382-8 gexchittdt. Zur Kontrolle der AntikOrperspezifitét diente jewells ene &guivdente
Membran, die zuvor nicht mit der Lésung des jeweligen Bindungspartners, gegen den der
Antikorper gerichtet igt, in Berlhrung gekommen war. Es wurde ermneut dremd je 10 min mit
NCP-Puffer gewaschen und die Membranen danach mit enem Meereitich-Peroxidase-
gekoppelten Ziege-anti-Maus Antikorper  inkubiert. Die Andyse efolgte wie be  der
Immunmarkierung  (Kepitdl E.3.7) beschrieben durch Oxidation von Luminol, wobe die
Chemilumineszenz auf enem Rontgenfilm (1-60 min) dokumentiert wurde.

3.12 Koimmunprazipitation rekombinanter Polypeptide

Es wurden Lésungen von je 100 pg Rod 1-6, rekombinantem FIP-Polypeptid und zwel
Mischungen beider Polypeptide in je 500 pl IP-Puffer hergesdlt und 15 min auf Es
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inkubiert. Eine der Mischungen wurde mit gereinigten anti-FIP Antikorper K12-454-2, die
andere mit geranigtem anti-Flamin  Antikorper 82-382-8 versetzt. Als Negativkontrollen
wurde die Rod 1-6 Ldsung mit K12-454-2 und die FIP-Lésung mit 82-382-8 versetzt. Es
wurden je 10 ug Antikorper pro Ansatiz verwendet und die Ldsungen eine Stunde bel 4 °C
Uber Kopf geschittedt. Sodann wurde jeder Losung 40 pl ener Protein  A-Sepharose
Sugpenson (gequollene Protein A-Sepharose, 1.1 (viv) mit IP-Puffer verdinnt) zugesetzt und
die Mischungen 30 min Uber Kopf geschittelt (4 °C). Die Protein A Sepharose wurde durch
Zentrifugieren sedimentiert (13.000 x g, 2 min, 4 °C), das Sediment zweima mit Waschpuffer
gewaschen und anschlief3end in 30 pl SDS-Probenpuffer aufgekocht.

| P-Puffer: Waschpuffer:

20 mM TrigHCI, pH 7,0 20 mM TrigHCI, pH 7,0

150 mM NaCl 150 mM NaCl

1% Triton X-100 1% Triton X-100

1% BSA

3.13 Aufschluf3 von D. discoideum-Zellen und Fraktionierung

1-2 x 10® D. discoideum Zellen der logarithmischen Wachstumsphase wurden geerntet,
zweima mit SoerensenPhosphatpuffer gewaschen und in 1 ml Homogenisationspuffer, pH
74, aufgenommen. Die Zelen wurden durch dreimdige Passage enes Nuclepore-Filters
(Durchmesser der Poren 5 um) gedffnet. Dabe efolgt die Zerstérung der Zdlen durch
Scherkréfte.

Die Fraktionierung in Zytosol und Membranfrektion efolgte durch Zentrifugetion der
aufgeschlossenen Zdlsuspenson bel 100.000 x g und 4 °C fir eine Stunde. Danach befinden
dch die Membranbestandteile im Sediment, wéhrend die zytosolischen Proteine im Uberstand
bleiben. Der Ubergtand wurde abgenommen und ssin Volumen vermessen. Die im Sediment
enthatenen Membranen wurden zweimd mit 1 ml Homogenisationspuffer gewaschen und
jewels zentrifugiert (100.000 x g, 15 min, 4 °C). Danach wurde das Sediment in
Homogenisationspuffer resuspendiert (gleiches Volumen wie der Uberstand).

Homogenisationspuffer, pH 7,4: 50 mM TrigHCl, pH 7,4
5mM DTT
5mM EDTA
5 mM Benzamidin
5mM PMSF
5 UM E64 Protease Inhibitor (Sigma)
1 Tablette complete® mini Protease Inhibitor
Mix (Roche) pro 10 ml Puffer
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3.14 Immunprazipitation von Filamin und FIP aus D. discoideum Extrakten

Zur Immumpréazipitation von Flamin bzw. FIP aus D. discoideum Zdlhomogenat wurden
acht Stunden auf Phosphatagarplatten entwickdte Zelen wie in Kapite E.3.13 beschrieben
aufgeschlossen und die zytosolischem Bedandtelle von den Membranen getrennt. Filamin
und FIP befinden sch beide zum gréfden Teil im Zytosol.

Zur Immunprézipitation des Flamins wurden je 200 pl der Protenldsung mit je 20 ug
gereinigtem anti-Flamin AntikOrper 82-382-8 oder 82-454-12 versetzt. Zur Prézipitation des
FIP wurden die Antikdrper K12-263-5 und K12-454-2 eingesetzt. Die Mischungen wurden
ene Stunde ba 4 °C Uber Kopf geschittet und anschlief?end je 50 pl ener Protein A-
Sepharose Suspension (gequollene Protein A-Sepharose, 1:1 (viv) mit Homogenisationspuffer
verdinnt) zugegeben. Als Kontrolle ener ungpezifischen Bindung der Proteine an die
Sepharosematrix dienten 200 pl Proteinlésung, die nur mit Protein A-Sepharose versetzt
wurden. Die Mischungen wurden 1 Stunde inkubiert (4 °C, Uber Kopf schitteln) und die
Protein A-Sepharose durch Zentrifugation (13.000 x g, 1 min, 4 °C) sedimentiert. Die
Sepharose wurde zweimd mit je 1 ml Homogenisationspuffer gewaschen und mit 50 pl SDS-
Probenpuffer gekocht.

4, Zellbiologische Methoden

4.1 Indirekte Immunfluoreszenz von D. discoideum Zellen

Zum Nachwes der intrazdlulé&ren Vertelung von Proteinen wurden Zdlen fixiert und mit
monoklonalen  Antikorpern - markiert.  Anschlie3end  wurde die  Vertellung des erdsen
Antikorpers  mit  enem fluorezierenden zweten Ziege-anti-Maus-Antikérper  Sichtbar
gemacht. Zellkerne wurden durch 4’ ,6- Diamidino- 2- Phenylindol (DAPI) markiert.

Fir die Immunfluoreszenzmarkierung wurden vegetative oder fir acht Stunden auf
Phosphatagarplatten entwickelte Zdlen verwendet. Zdlen der Wachsumsphase wurden bis
zu einer Zdldichte von 25 x 10° Zdlen/ml angezogen, abzentrifugiert (4 min, 780 x g, 4 °C),
in Phosphatpuffer gewaschen und auf ene Dichte von 1 x 10° Zdlewml engestellt.
Entwickdte Zdlen wurden von der Phosphategarplatte geerntet, zentrifugiet und ebenfdls
asf 1 x 10° Zdlen/ml eingestelt. 200 pl dieser Zelsuspenson wurden auf ein Deckglaschen
(Durchmesser 18 mm) pipettiert und die Zellen 15 min abstzen lassen.
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Nach Absaugen der Uberschilssgen Hissgkeit wurden die Zelen entweder mit katem
Methanol oder mit einer Paraformadehyd / Pikrinsdure Losung fixiert. Fir die Methanol-
fixierung wurden die Deckgléaser fur 10 min in —20 °C kates Methanol gegeben. Bei
Fixierung mit Paraformadehyd / Pikrinsure wurden die Deckgléser mit je 300 pl ener Para
formadehyd / Pikrinsure Losung Uberschichtet und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann wurde das Fixierungamitte abgezogen und die Deckgléser 5 min mit 10mM PIPES,
pH 6,0, gewaschen. Die nachfolgende Behandlung efolgte bei beden Fixierungsmethoden
gleich.

Die Deckgldser wurden 3 x 5 min mit PBS/Glycin und 2 x 15 min mit PBG gewaschen und
fir 1-16 Stunden mit dem Antikorper enthdtenden Hybridomaiberstand inkubiert. Eine 1-3
giindige Inkubation erfolgte stets bel Raumtemperatur, langere Inkubationen bel 4 °C. Der
erste Antikorper wurde entfernt, die Prégparate 6 X 5 min mit PBG gewaschen und fur 1 Stun-
de mit enem Cy3-gekoppeten Ziege-anti-Maus-Antikbrper (1:1000 Verdinnung in PBG)
und DAP (1:2000 Verdinnung in PBG) inkubiert. Nach 2 x 5 min Waschen mit PBG und 3 x
5 min Waschen mit PBS wurden die Préparate kurz in Wasser getaucht, anschlief¥end in
Gedvatol eingebettet und zum Aushéarten Uber Nacht bel 4 °C aufbewahrt.

PBSGlyan: 50 mM Glycinin 1 x PBS
Paraformadehyd / Pikrinsdure: 0,4 g Paraformadehyd in 7 ml HO bel 40°C mit 2-3

Tropfen NaOH (2 M) lésen und 10 ml PIPES
(20 mM, pH 6,0) und 3 ml gesdtigte Pikrinsdure
zugeben.

Gevaol: 20 g Gelvatol 20-30 (Polyvinylglykol, MW 10.000)
in PBS 16 h rihren
40 ml Glycerin zugeben, 16 h rihren
15 min bel 12,000 x g zentrifugieren
25 ng/ml DABCO [Langanger et al., 1983] zum
Uberstand geben
Lagerung diquotiert bei —20 °C
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4.2 Fluoreszenzuntersuchungen lebender GFP-cFIP exprimierender

D. discoideum Zellen

Fur Fluoreszenzuntersuchungen wurden GFP-cFIP exprimierende Zellen ener Dichte von
2-5 x 10° Zdlevml geemntet, einma mit SoerensenPhosphatpuffer gewaschen und auf
1 x 10° Zele'ml in Phosphatpuffer eingestellt. 200 pl der Zellsuspension wurden auf @n mit
enem Rahmen versshenes Deckglas pipettiert und den Zdlen fir 15 min eraubt abzustzen
und unter dem Fuoreszenzmikroskop betrachtet.

4.3 Cytochalasin A Behandlung von D. discoideum Zellen

Cytochdasne gehdren zu den Pilzadkadoiden. Se inhibieren verschiedene Formen der
Zdlbewegung, indem de an Aktinfilanente binden, wodurch die Anlagerung neuer
Monomere verhindert wird [Brown und Spudich, 1979]. In D. discoideum Zdlen findet das
lipophile Cytochdasn A Anwendung.

D. discoideum Zellen wurden bis zu einer Dichte von 25 x 10° Zelen/ml angezogen, geerntet
(780 x g, 4 min, 4 °C) und enma mit Soerensen-Phosphatpuffer gewaschen. Die Zelen
wurden mit ener frisch hergestelten Losung von 20 pM  Cytochdasn A (Stocklésung:
100 mM Cytochdasin A in DMSO) in SoerensenPhosphatpuffer auf 1 x 10° Zdlevml
engesdlt. Je 200 pl diesr Suspenson wurden auf Deckgléser (Durchmesser 18 mm)
pipettiet und eine Stunde be Raumtemperatur inkubiet. Dann wurde der Uberstand
abgesaugt und die Zellen mit Methanal fixiert und weiter behanddt (s. Kapite E.4.1).

For die Dokumentation des Effektes von Cytochdasn A be lebenden GFP-cFIP
exprimierenden Zdlen wurden 200 pl der Zdlsugpenson auf en mit enem Rahmen
versehenes Deckglas gegeben und zu verschiedenen Zeitpunkten im  Huoreszenzmikroskop
betrachtet.

4.4 Behandlung von D. discoideum Zellen mit 2,4-Dinitrophenol

2,4-Dinitrophenol ist en Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung [Jungbluth et al., 1994].
Sein  Effekt auf Iebende GFP-cHP exprimierende D. discoideum Zdlen wurde
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dafir wurden GFP-cFIP Zdlen ener Dichte von 2-5 X
10° Zelle/ml geerntet und einma mit Phosphatpuffer gewaschen (780 x g, 4 min, 4 °C). Die
Zdlen wurden mit einer frisch bereiteten Losung von 5 x 10° M  2,4-Dinitrophenol
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(Stocklésung: 1 mM in H,0) in Soerensen-Phosphaipuffer auf eine Zdldichte von 1 x 10°
Zdlevml eingesdlt. 200 pl diesr Zdlsugpenson wurden af en mit enem Rahmen
versehenes Deckglas pipettiet und die zetlichen Verdnderungen der GFP-Fluoreszenz
dokumentiert.

4.5 Phagozytose von fluoreszenzmarkierten Hefen

Fluoreszenz-markierte Y SC-Hefen (Sigma) sind entsprechend der Vorschrift aus dem EMBO
Course, Juli 315, 1994 hergestellt worden. Dazu werden 5 g Hefen in 50 ml PBS suspendiert
und draflg Minuten unter Rihren erhitzt. Anschliel®end werden die Zdlen funfmad mit PBS
und danach zweima mit SoerensenPhosphat-Puffer gewaschen. Es wird ene Zdldichte von
1 x 10° Zdlevml eingestellt. Aligouts lassen sich be einer Temperaiur von —20 °C
aufbewahren.

Zur Fluoreszenzmarkierung werden 2 x 10'° dieser vorberditeten Zdlen in 20 ml 50 mM
NaHPO;-Losung, pH 9,2, die 2 mg TRITC enthdlt, resuspendiert und dreildg Minuten bel
37°C rotiet. Die Hefezdlen werden zweima mit  Natriumhydrogenphosphat- Puffer  und
anschlieRend vierma mit  Soerensen-Phosphat-Puffer gewaschen. Aliquots von 1 x  10°
Zdlen/ml werden in Soerensen-Phosphat- Puffer bel einer Temperatur von —20 °C aufbewahrt.
Diese Vorschrift lasst Sch auch fir die Hefemarkierung mit FITC anwenden.

Zur  fluoreszenzmikroskopischen  Betrachtung der  Phagozytose TRITC-markierter Hefen
durch GFP-cHP exprimierende D. discoideum Zedlen werden lebende Zdlen wie in Kapitel
E.4.2 beschrieben vorbereitet, mit 10-50 pl dner 1 x 10° Zdlen/ml enthatenden Hefelésung
versetzt und im Mikroskop betrachtet.

4.6 Fluoreszenzmikroskopie

Fur die konfokale Lasermikroskopie wurde en von der Fa Leca entwicketes CLSM-SP-
Mikroskop benutzt, das optische Schnitte durch die Préparate erlaubt. Die Préparate konnten
bei 63-facher VergroRerung (Pl APO 63x/1,32-0,6/ Ol) betrachtet werden. Das Gerét ist mit
enem Kryptonr und einem Argonlasr ausgedtaitet und ermoglicht eektronische Anregung
be unterschiedlichen Wadlenlangen. Der Emissonsbereich des zu empfangenden Signds
kann durch die Software eingegrenzt werden, so dass Kreuzanregungen durch die beiden
Laser verhindert werden. Die Daten wurden mit dem Bildverarbeitungssysem der Fa Leica

weiterverarbeitet.
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5. Molekularbiologische Methoden
5.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli im Mikromalf3stab
511 Boiling-M ethode

Dieses Vefaren i gedgne, ene grol®e Anzahl von Versuchsanséizen pardld zu bearbeiten
[Holmes und Quigley, 1981]. Die Methode berunt darauf, dass Proteine, Zdlwandmaterid
und chromosomade DNA beim Erhitzen auf knagpp 100 °C koagulieren und abzentrifugiert
werden konnen, wahrend RNA und Plasmid-DNA |6dlich sind und im Uberstand bleiben.

1,5 ml einer E. coli-Ubernachtkultur wurden in einem Eppendorfgefa bei 16.000 x g fir drei
Minuten zentrifugiert. Das Zdlpele wurde in 200 pl STET-Puffer suspendiert. Zur
Bakterienlyse wurden ca 70 pg Lysozym hinzugegeben und finf Minuten be Raum-
temperatur inkubiert. Das Lysat wurde anschlief3end fir neunzig Sekunden auf 95 °C erhitzt.
Nach Zentrifugation fir zehn Minuten bel 16.000 x g wurde das Pelet entfernt und der
Uberstand zur Falung der Plasmid-DNA mit 20 pl 3 M Natriumacetat, pH 7,0, und 500 pl
96%igem Ethanol gemischt. Die Fdlung efolgte fir drefig Minuten be —80 °C. Die gefdite
Pasmid-DNA wurde zehn Minuten bel 16000 x g sedimentiet, mit 70%igem Ethanol
gewaschen, danach ungefdlr zehn Minuten be Raumtemperatur getrocknet und anschlief¥end
in 30 pl Wasser ge6s.

STET-Puffer: 0,1 M NaCl
10 mM Tris, pH 9,0
1 mM EDTA, pH 8,0
5 % Triton X-100

51.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA im Mikromal3stab gemald M acher ey-Nagel

Um bis zu 40 pg saubere Plasmid-DNA aus E. coli-Kulturen zu gewinnen, wurde das von der
Firma Macherey-Nagd angebotene ,,NucleoSpin Plus*-Kit benutzt. Hierzu wurden 5 bis 10
ml ener E. coli-Ubernachtkultur in LB-Medium, welches das entsprechende Antibiotikum
enthdt, abzentrifugiert. Das Pdlet wurde dann mit 250 pl Lésung Al, die RNase enthdt,
versetzt. Danach wurden 250 ul Lésung A2 zugegeben, dre- bis finfma geschittet und fnf
Minuten bael Raumtemperatur inkubiert. Infolge der SDS- und Alkdibehandlung werden bel
diesem Resktionsschritt die Zdlmembranen zersttrt und durch die RNase die RNA verdaut.
Anschliellend efolgte die Zugabe von 300 pl eiskdter Lésung A3 zur Resktionsmischung,
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die dann gemischt und funf Minuten auf Eis inkubiert wurde. Dadurch werden Proteine,
chromosomde DNA und andere Zedlbesandtelle gefdlt. Nach zehnminitiger Zentrifugation
bei 16.000 x g und 4 °C wurde der Uberstand auf eine NucleoSpin-Saule gegeben. Es wurde
ene Minute ba 18000 x g zentrifugiert, wobe die Plasmid-DNA an das Saulenmaterid
bindet. AnschlieRend wurde die Saule zuers mit 500 pl Puffer AW und dann mit 700 pl
Puffer A4 gewaschen. Danach wurde noch enmd ohne vorherige Pufferzugabe zentrifugiert,
um Ethanolreste zu entfernen. Zur Elution wurden schliefdich 50 pl Lésung AE auf die Saule
gegeben, eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und dann eine Minute be 18.000 x g
zentrifugiert.

5.2 Praparation chromosomaler DNA aus D. discoideum

D. discoideum bestzt einen hohen Gehdt an RNA und Kohlenhydraten, die bel Reinigung
chromosomder DNA diese verunrenigen konnen. Deshdb wird die DNA aus angereicherten
Zdlkernenisoliert [Noegd et al., 1985].

D. discoideum Zdlen wurden mit 10 ml kaltem Wasser von einer dicht bewachsenen SM-
Agarplatte geerntet und ba 720 x g zwel Minuten zentrifugiert. Das Pdlet wurde mit katem
Wasser gewaschen, um D. discoideum Zdlen von K. aerogenes zu befreen. Anschliel3end
wurden die D. discoideum Zdlen in 5 ml katem NLB-Puffer, der die Zdlen lysert aber die
Kernmembran nicht angreift, resuspendiert und ermneut bei 2000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Die sadimentieten Kerne wurden in 1 ml TE-Puffer aufgenommen und mit 50 pl 10%iger
SDS-Losung versetzt. Nach Zugabe von 10 pl ener Proteinase K-Losung [100 pug/ml] wurde
die Resktionamischung zwe bis vier Stunden ba 37 °C inkubiert. Redliche Proteine und
RNA wurden durch zwefache Extraktion mit Wasser gesdtigtem Phenol entfernt.  Zum
Uberstand wurden zur DNA-Prézipitation das zweifache Volumen 96%iger Ethanol und ein
zehntd des Volumens 3 M Natriumacetat-Losung, pH 5,2, pipettiert. Die gefdllte DNA wurde
mit einem Glashékchen aus der Losung gefischt und mit reinem Ethanol gewaschen. Nach
Trocknen an der Luft wurde die chromosomae DNA in TE-Puffer gdést und bis zu ihrer
Verwendung be einer Temperatur von 4 °C aufbewahrt.
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NL B-Puffer: 10 mM Magnesiumacetat
10 mM NaCl
30 mM Hepes, pH 7,5
10% Saccharose
2% Nonidet P 40

5.3 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von  DNA-Redriktiondragmenten  efolgt aufgrund  der vom
Molekulargewicht abhdngigen Laufgeschwindigkeit in einer Agarosegelmatrix [Sambrook et
al., 1989]. Je nach Auftrennungsziel und Verwendung des Gels werden 0,6 bis 2%ige Gee in
Tris-Borat-Puffer oder in  Tris-Acetat-Puffer ds Gd- und Laufpuffer eingesetzt. Die
Auftrenung der DNA efolgte horizonta in Fachbett-Gelapparaturen verschiedener Grof3en
(75 cm x 8 cm; 11,5cm x 14 cm; 13 cm x 19 cm) in der Regel bel ener Spannung von 10
Vicm. Den DNA-Proben wurde vor dem Auftragen ein zehnted des Volumens DNA-
Probenpuffer zugesetzt. Zur Visudiserung der DNA-Fragmente unter UV-Licht (1 =302 nm)
enthidten die Agarose-Losungen 01 pg/ml  Ethidiumbromid. Zur  Grofenbestimmung  der
DNA-Fragmente wurde en gedgneter Grolenstandard zusdizlich aufgetragen.  Die
Dokumentation erfolgte durch Fotografieren der mit UV-Licht bedrahlten Gede mit einem
Videodokumentationssystem.

DNA-Probenpuffer: 40% Saccharose
0,5% Natriumdodecylsulfat
0,25% Bromphenolblau (Na Sdz)
in TE-Puffer

DNA-GroRenstandards:

100 Bp DNA Leiter (GibcoBRL):  von 100 - 1500 Bp in 100 Bp- Schritten; 2072 Bp

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

54 Southern-Blot-Analyse

Das ds Southern-Blot bezeichnete Verfahren dient dazu, die nach GrolRe aufgetrennte DNA
aus Agaosegden auf  Nylonmembranen zu trandferieren  [Southern, 1975]. Durch
Hybridiserung mit einer radioaktiv markieten DNA-Probe konnen spezifische Fragmente
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identifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit snd ausschliefdich genomische Southern-Blots
angefertigt worden.

Dafir wurde genomische DNA in e@nem Volumen von 300 pl mindestens finfzehn Stunden
mit Redriktionsenzymen verdaut. Anschlieiend wurde die DNA mit dem zwefachen
Volumen 96%igen Ethanols und dem 1/10-fachen Volumen 3 M Natriumacetat, pH 7,0, fur
zwe Stunden ba -20 °C gdfdlt. Nach zehnminltiger Zentrifugetion bel 4 °C wird der
Uberdand verworfen und die gefdlte DNA mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die DNA
wurde nach dem Trocknen in 20 yl Wasser aufgenommen, mit 4 pl Ladungspuffer versetzt
und in enem 06 bis 08%igem Agarosege aufgetrennt, wobe zusitzlich en DNA-
Grolenmarker mitlief. Um ene gute Auftrennung der DNA-Fragmente zu erreichen, wurde
der Gdlauf ungefdhr Sebzehn Stunden be 35 V  durchgefihrt. Das mit  Ethidiumbromid
gefabte Gd wurde gemeinsam mit einem angdegten Lined be ener Welenlange von 302
nm photographiert, um ene pédtere Grolenbestimmung der Signde zu  ermdglichen.
Anschlief?end wurde das Gd zundchs zwanzig Minuten in einem Denaturierungspuffer und
danach zwanzig Minuten in enem Neutrdiserungsouffer inkubiet. Der Trander der DNA
auf die Nylonmembran efolgte in 20 x SSC-LOsung Uber einen Zetraum von achtzehn
Stunden aufgrund von Kapillarkréften. Dabel lag das Agarosegd auf zwel in 20 x SSC-
L6sung getrankten Whatman 3 MM Papieren mit Kontakt zu enem 20 x SSC-LOsungs-
reservoir. Das G wurde mit der zunéchst in Wasser, dann in 20 x SSC-Ldsung befeuchteten
Nylonmembran, mit zwel feuchten Whatman 3 MM Papieren und mit einem ca. 7 cm dicken
Stapel Saugpapier Uberschichtet und mit einem Gewicht beschwert. Nach dem Transfer wurde
die Nylonmembran kurz in 2 x SSC-Lésung inkubiet und daan zwemd im UV-
Quervernetzer unter UV-Licht besrahlt. Die Nylonmembran wurde bis zu ihrer Verwendung
im Dunkeln aufbewahrt.

Denaurierungspuffer: Neutrdis erungspuffer:
1,5M NaCl 1,5M NaCl

0,5M NaOH 05M TrigHCI, pH 7,5
55 Isolierung von Gesamt-RNA aus D. discoideum

Zum Schutz vor RNasen wurden wédhrend der Arbelt stets Handschuhe getragen. Aul3erdem
wurden nur sterile Plagtikgefélze und Pipetten, sowie autoklavierte Lésungen verwendet.
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Fir einen ,RNA-timecourse* wurden je 1 x 10® Zellen auf Phosphatagarplatten ausgebracht.
Zu den jeweligen Zetpunkten wurden die Zdlen mit 15 ml eskdtem Wasser geerntet und
mit 50 mM Hepes-Puffer, pH 7,5, gewaschen. Die D. discoideum-Zdlen wurden sodann in 5
ml 50 mM Hepes-Puffer, pH 7,5, resuspendiert und durch Zugabe von 1 ml 10%iger SDS-
Lésung und 100 pl DEPC unter heftigem Schitteln lyset. Diese Suspenson wurde
unverziglich mit dem 2zwefachen Volumen Phend/Chloroform extrahiet. Hierzu  wurden
gleiche Volumen an Phenol, das mit 1 M Hepes, pH 75, gesdtigt war, mit Chloroform
gemischt. Zur Phasentrennung wurde die Suspension bel 5,000 x g zehn Minuten bei 4 °C
zentrifugiert. Die Extraktion wurde sooft wiederholt, bis kene Interphase mehr schtbar war.
Nach Zugabe von 1/10 Volumen 10 M LiClL6sung und zwe Volumen Ethanol wurde die
RNA zwe Stunden be —20 °C gefdlt, danach drellig Minuten bei 5000 x g und 4 °C
zentrifugiert, die RNA mit 70%igem Ethanol gewaschen, kurz getrocknet und in Wasser
aufgenommen. Die RNA wurde bis zu ihrer Verwendung bel —78 °C gelagert.

5.6 RNA-Agarose-Gelektrophorese

Zur gedektrophoretischen  Auftrennung von  RNA  wurden Agarosegde mit  ener
Endkonzentration von 1,2% Agarose verwendet [Lehrach et al., 1977]. Dazu wurden 24 ¢
Agarose mit 20 ml 10 x MOPS-Puffer, pH 8,0, und 148 ml Wasser versetzt und zum Seden
erhitzt. Nachdem die Mischung auf eine Temperatur unter 65 °C abgekihlt war, wurden 32
ml 36%iger Formadehydldsung hinzugegeben. Die Auftrennung efolgte in einer Hachbett-
Geapparatur (12,5 cm x 21 cm). Die zu trennende RNA wurde mit 1/3 Volumen RNA-Puffer
versetzt und funf Minuten bel 68 °C denauriert und nach Zugabe von 5 pl RNA-Farbmarker
aufgetragen. Die Trennung erfolgte mit einer Spannung von 35'V.

RNA-Puffer: RNA-Farbmarker:
50 pl 10 x MOPS, pH 8,0 50 % Saccharose
83 pl Formadehyd Bromphenolblau
250 pl Formamid in Wasser

5.7 Northern-Blot-Analyse

Nach der Elektrophorese wurden die RNA-Gde zundchgt zehn Minuten in Wasser und
anchliefend zehn Minuten in 20 x SSC-Losung gewaschen. Der Trander auf die
Nylonmembran efolgte Uber enen Zetraum von ungefdhr 18 Stunden in 20 x SSC Lésung
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andog zum Southern-Blot (Kapited E.5.5). Die Membranen wurden nach dem Trangfer in 2 x
SSC-L6sung gewaschen, kurz getrocknet und im UV-Quervernetzer bestrahlt.

5.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur |solierung von DNA-Fragmenten wurde die mit Redriktionsenzymen verdaute DNA (s.
Kapitdl E5.3) in 0,6-20%igen Agaosegden in Tris-Acetat-Puffer aufgetrennt. Das  mit
Ethidiumbromid gefarbte G wurde im UV-Licht betrachtet und das die zu isolierende Bande
enthdtende Agarosestiick mit einem Skdpdl aus dem Gd ausgeschnitten. Das Gestiick
wurde in én 05 ml Resktionsgefdld Ubeflhrt. In das Resktionsgefdd war zuvor mit ener
Kanlle am Boden ene Offnung gestochen worden, die mit slaniseter Glaswolle
verschlossen wurde. Dadurch kann Flissigkeit aus dem Resktionsgefd3 austreten ohne dass
Geldtiickchen mitgerissen werden. Das s0 vorbereitete 05 ml Resktionsgefdd wurde in en
15 ml Auffanggefd? gegeben und es wurde zweimd je 30 sec be 3.000 x g zentrifugiert.
Dabei wird die DNA mit der Fissgket aus dem Gd gespllt und gdangt in das 1,5 mi
Gefds Die DNA wurde sodann mit 2,5-fachem Volumen 96%igem Ethanol und 1/10-fachem
Volumen 3 M Natriumacetatlosung, pH 5,2, gefédlt, sedimentiert (13.000 x g, 4 °C, 10 min),
mit 70%igem Ethanol gewaschen und in 10-20 pl Wasser aufgenommen.

5.9 Radioaktive Markierung von DNA-Proben mit dem Stratagene Prime?

It 11-Kit

Die zur Makierung verwendete DNA wurde mit Redriktionsenzymen aus Plasmiden
geschnitten oder durch PCR-Resktion gewonnen. Es wurden ungefdr 25 ng DNA mit
Wassr auf en Endvolumen von 24 pl aufgefillt und mit 10 pl |, random:oligonucleotide-
primer versetzt. Die Probe wurde 5 min auf 92 °C erhitzt, 2 min auf Eis abgekihlt und
anschliefend mit 10 pl 5 x Primer-Puffer, 5 il a->P-dATP (50 pCi) und 2 U Klenow-Enzym
versatzt. Der Reaktionsansaiz wurde 10 min ba 37 °C inkubiert. Nicht eingebaute Nukleotide
werden durch Zentrifugation (3.000 UpM, 2 min) Uber eine 1 ml Sephadex G50-Saule in TE-
Puffer abgetrennt. Die radioaktiv markierte Probe wurde vor ihrem Einsatz im Southern- oder
Northern-Blot bel 100 °C fir 10 min denaturiert und danach 5 min auf Eis abgekiihlt.
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5.10 Nachweis mit radioaktiv markierten Sonden

Die hier angefihrten Hybridiserungsbedingungen sand ene Abwandlung der von M. C.
Mehdy (1983) vertffentlichten Technik. Die mit 2 x SSC-Lésung angefeuchtete Nylon
membran wurde in ene Glashybridiserungséhre Uberfihrt und mit 10 ml Hybridiserungs-
puffer eine habe Stunde ba 37 °C in enem Rohrenofen zur Vorhybridiserung inkubiert. Zur
Vemedung spderer unspezifischer Bindungen der radiosktiven Sonde an die Membran
wurde wéhrend der Vorhybridiserung 1 ml denaturiertes Heringssperma (200 pg/ml) zur
Losung gegeben. Nach Zugabe der radioaktiv markierten Probe zur Vorhybridiserungdésung
wurde die Membran Uber Nacht in einem Rotationsofen bel 37 °C inkubiert. Danach wurde
die radioaktive Probe abgegossen und die Membran zweima kurz mit  Waschpuffer
behanddt. Anschlief3end wurde zweima ene habe Stunde mit dem Waschpuffer bei 37 °C
unter Schitteln gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die Membran in Polyethylen-Folie
verpackt und en Rontgenfilm in ener Flmkassette mit Vergarkerfolie bel —70 °C exponiert.

Hybridiserungspuffer: Waschpuffer:

50% Formamid 50% Formamid

1% Natriumlaurylsarcosinat 1% Natriumlaurylsarcosinat

2mM EDTA, pH 7,2 0,2% Natriumdodecylsulfat

0,12 M Natriumphosphatpuffer, pH 6,8 2mM EDTA, pH 7,2

in2x SSC 0,12 M Natriumphosphatpuffer, pH 6,8
4 x Denhardt’' s Reagenz in2x SSC

511 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration von DNA und RNA in waéssiger Losung wurde spekiraphotometrisch
gegen TE-Puffer oder Wassr ds Referenz bestimmt. Bel ener Wdlenldnge von | = 260 nm
entspricht eine OD von 1,0 ener Konzentration von 50 pg/ml dsDNA, bzw. 40 pg/ml RNA
[Sambrook et d., 1989]. Uber den Grad der Verunreinigung mit Proteinen und Phenolen l&sst
sch mit Hilfe des Quotienten OD,s0/OD2gp €ine Aussage machen. Betrégt der Wert des
Quotienten 1,8 oder mehr, kann die DNA- bzw. RNA-hdtige Lésung ds ren angesehen

werden.
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5.12 In vitro-Rekombination von DNA
5121 Verdau mit Restriktionsenzymen

Der Verdau von DNA mit enem Redriktionsenzym efolgte jewells in dem vom Hergdler
empfohlenen Puffersysem und unter den angegebenen Temperaturbedingungen. Pro pg DNA
wurden 2-10 Enzymenheten (U) engessizt. Pasmid-DNA  wurde 1-3  Stunden,
chromosomae DNA Uber Nacht verdaut. Die Vollgandigkeit der Resktion wurde in enem
Agarosegd kontrolliert.

5122 Phosphatase-Behandlung

Um die Rdigation enes lineariseten Vektors zu verhindern, wurden endsténdige 5'-
Phosphat-Gruppen mit akalischer Phosphatase aus K@lberdarm (CIAP) entfernt. Lineariserte
Vektor-DNA (5-10 pg) wurde in einem 50 pl Ansatz mit 3 U dkdischer Phosphatase in
CIAP-PuUffer ba 37 °C fir 30 min dephosphoryliert. Die Resktion wurde durch
Hitzeinaktivierung des Enzyms be 70 °C (10 min) gestoppt und die DNA mit Ethanol gefdlt.

10 x CIAP-Putfer (pH 9,0): 0,5M Tris/HCI
10 mM MgCh
1 mM ZnCh
10 mM Spermidin

5123 Uberfiihrung tiber stehender Enden in glatte Enden

Vide Redriktionsenzyme erzeugen kohésve Enden mit enem 5- oder 3'-Uberstehenden
Ende. 5-DNA-Uberhinge konnen mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase |
aufgefullt werden. Der den 3-Uberhang tragende DNA-Strang kann von der T,-Polymerase
abgebaut und nach Zugabe von Nukleotiden wieder zu einem glatten Ende aufgefullt werden.

a) Reaktionsansatz fir das Klenow-Enzym: 1 ug DNA
2 pl 10 x NT-Puffer
2 ul dATPIGTPTTPICTP), je 1 mM
1 U Klenow-Enzym
mit Wasser auf 20 pl auffiillen
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De Resktionsansatz wurde dreiffig Minuten be 37 °C inkubiert. Dann wurde die Reaktion
durch zehnminltiges Erhitzen auf 70 °C gestoppt. Die DNA wurde nach Zugabe des DNA-
Probenpuffers in einem Agarosegel dektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Gd isoliert (s.
Abschnitt E.5.8).

b) Resktionsansatz fur die T4- Polymerase: 10 x Ty4-Pol.-Puffer (pH 7,9):
1 ug DNA 330 mM Tris-Acetat
2 W 10 x T4-Pol.-Puffer 660 mM Kaliumacetat
1-2 U T4-Polymerase 100 mM Magnesiumacetat
mit Wasser auf 18 pl auffiillen 5mM DTT
2U dATPIGTPTTPCTP), je5mM 1 mg/ml Rinderserumalbumin

Nach Zugabe der T;-Polymerase wurde zwel Minuten bel 37 °C, nach Zugabe der Nukleotide
wetere funfzehn Minuten ba 37 °C inkubiet. Der Ansaiz wurde enma mit Phenol/
Chloroform extrahiert und die DNA mit dem zweifachen Volumen Ethanol gefallt.

5.12.4 Ligation von Vektor- und DNA-Fragmenten

Die T4-DNA-Ligase katdyset die Ligation von DNA-Fragmenten und entsprechend
lineariserter Vektor-DNA.

Zur Vebindung glater Enden wurde 24 h be 21 °C, zur Verbindung Uberhéngender Enden
12-16 Sunden be 8 °C im vom Hergdler mitgdieferten Ligase-Puffer inkubiert. Fir die
Ligation kleiner Fragmente (< 1000 Bp) wurde ein etwa 10fach molarer Uberschul des
Fragments eingesetzt, grofRe Fragmente (> 3000 Bp) wurden mit der haben Menge Vektor
ligiert. Die verwendeten Vektoren waren in der Regel dephosphoryliert.

5.13 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenresktion (PCR) kann bel Wahl gedgneter Oligonukleotide zur in-
vitro-Amplifikation von DNA-Abschnitten verwendet werden [Saiki et al., 1985]. Dazu
werden eine doppddrangige DNA-Vorlage und zwe  begrenzende Oligonukleotide ener
kontinuierlich  aufenandefolgenden Relhe von Denaurierungen,  Primer-Hybridiserungen
und DNA-Polymeriserungen in Anwesenheit von Desoxyribonukleotiden und hitzeresstenter
Tag-DNA-Polymerase [Chien et al., 1976] ausgesetzt. Die Oligonukleotide konnen an den
Enden einen Uberhang von nicht hybridiserenden Nukleotiden haben, mit deren Hilfe andere

Sequenzen, wie z. B. Schnittstdlen fir Restriktionsendonukleasen, eingefihrt werden konnen.
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Um die DNA-Vorlage zu Beginn der Resktion vollsténdig zu denaturieren, wurde fUr den
esen Zyklus eine Denaturierungsdauer von 180 s gewéhit. Fir den letzten Zyklus wurde eine
Polymerisstionsdauer von 300 s benutzt, um vollsgandig polymeriserte Endprodukte zu
ehdten. Die Hybrididgerungstemperatur (Ty) enes besimmten  Oligonukleotids  wurde
anhand seiner Basenzusammensetzung folgendermal3en abgeschéizt [Suggs et al., 1981]:

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

Mit einem programmierbaren , Thermocyder” wurden die Zyklen automatisch gesteuert. Die
DNA konnte aus Agarosegelen isoliert werden (s. Abschnitt E.5.8).

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

2 pl Oligonukleatid B (20 pmol/ml) 0,1% (w/v) Gelatine

5 pl dNTP-Mix (jewells 10 mM)

5 ul 10 x Tag-Polymerase Puffer

1l Tag-Polymerase (3-4 U)

mit Wasser auf 50 pl aufflllen.

Die Resaktiongparameter (Temperaturen, Zeiten) wurden den jeweligen Bedingungen
angepad. Die Hybridiserungstemperatur wurde so gewéhit, dal} de ewa 2 °C unter der
gechédtzten Schmeztemperatur der Primer lag. Das Standard-PCR-Progranm  umfalde
folgende Schritte:

. Initide Denaturierung: 94 °C,3min

[1. Temperaturzyklus (20-35 Zyklen): Denaturierung (94 °C, 1 min)
Primer-Hybridiserung (58-64 °C, 1 min)
Primer-Extension (72 °C, 30-120 sec)

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

V. Kihlung auf 4 °C

5.14 Transformation von E. coli-Zellen
5.14.1 Her stellung kompetenter E. coli-Zelen fur die Elektroporation

1 | LB-Medium wurde mit 5 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C mit 250 UpM
kultiviert, bis eine ODgpo von 0,5 erreicht war. Die Zelen wurden auf Eis abgekihlt und dann
abzentrifugiert. Das Pdle wurde zwema mit insggesamt 11 autoklavietem Wasser
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gewaschen. Anschlielend wurden die Zdlen mit 50 ml 15%igem autoklavierten Glycerin
resuspendiert und bel 3.000 x g und 4 °C pdletiert. Nach erneutem Resuspendieren in 1 bis
2 ml 15%igem Glycerin wurden 50 pl Aligouts in flissigem Stickstoff schockgefroren und
be -80 °C gelagert.

5.14.2 Transformation von E. coli-Zellen mittels Elektroporation

Zur Trandformation wurden die Zdlen (50 ul) auf Eis aufgetaut und 1 pg Plasmid-DNA oder
die Hafte des Ligationsansatizes zupipettiet. Nach 10 min wurde das Zell-Plasmid-Gemisch
in ene eiskdte Elekiroporationskivette gefllt und die Zelen be 200 W, 25 kV und 25 pF
transformiert. Anschliel?end wurden die Zdlen in 1 ml SOC-Medium [Sambrook et al., 1989]
aufgenommen, 45 min bel 37 °C inkubiert und 50 und 300 pl Aliquots auf entsprechende
Sdlektionsagarplatten ausplattiert und Gber Nacht bel 37 °C inkubiert.

5.14.3 E. coli-Dauerkulturen

Wichtige Trandformanten werden ds Dauerkultur konserviet. Dazu wurden diee ds
Ubernachtkultur in LB-Sdektions-Medium angezogen und mit 10% DMSO bei -80 °C auf-
bewahrt.

5.15 Transformation von D. discoideum

Das Einfihren von DNA wurde nach dem Elektroporationsverfahren von P. K. Howard

vorgenommmen [Howard et al. 1988].

D. discoideum-Zdlen wurden bis zu einer Dichte von 2 bis 3 x 10° Zellevml kultiviert, durch
Zentrifugation bei 720 x g geerntet und enmd mit kadtem SoerensenPhosphat-Puffer, pH
6,0, sowie ein weteres Ma mit katem Elektroporationspuffer gewaschen. Danach wurden
die Zdlen mit einer Dichte von 1 x 10 Zdlen/ml in dsketem Elektroporationspuffer
suspendiert. 500 pl dieser Zdlsuspenson wurden zusammen mit 15 bis 30 pg des zu
trandformierenden  Vektors in eine Elektroporationskiivette pipettiet. Die Elektroporation
wurde in einer Elektroporationsgpparatur bel einer Kondensatorkepazitét von 3 pF, enem
Widergand von 200 W und einer Spannung von 0,9 kV durchgefihrt. Danach wurden die
Zdlen in dne Perischde Ubefihrt und zehn Minuten be Raumtemperatur inkubiert.
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Anschlief?end wurde CaCl, und MgChL zu ener Endkonzentration von 1 mM tropfenweise ds
Losung hinzugegeben. Nach finfzehn Minuten lachtem Schittedn (50 UpM) be ener
Temperatur von 21 °C werden 10 ml AX2-Medium zu den Zdlen pipettiert. Es schliefd sich
ene 24-gindige Inkubation bel 21 °C an, bevor Sdektionsdruck mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausgelibt wird.

El ektroporationspuffer: 50 mM Saccharose
10 mM Kaliumphosphat, pH 6,1

5.16 Durchmusterung einer D. discoideum | ZAP Phagenbibliothek

5.16.1 Her gtellung von XL 1blue-M altosezellen

Es wurde eine Ubernachtkultur von E. coli XL1blue-Zdlen in 50 ml LB-Medium mit 0,2 %
Mdtose und 10 mM Magnesumsaulfat hergestellt. Die Zdlen wurden abzentrifugiert (3000 X
g, 10 min, RT) und in 10 ml deriler Magnesumsulfatlosung (10 mM) resuspendiert. Die
Zdlen waren 2-3 Tage bei 4 °C haltbar [ Sambrook, 1989].

StocklGsungen: 20% Mdtose, serilfiltriert
1M MgSO,
10 mM MgSO4

5.16.2 Durchmuster ung der Phagenbibliothek

a) Ausbringen der Phagen:

Zur Vorbereitung wurden 20 grole (12x12 cm) LB-Agarplaten auf eine Temperatur von
42 °C vorgewdrmt und 20 Reagenzgléser mit je 9 ml Top-Agarose be 49 °C &quilibriert.
Aulerdem wurden zwanzig 1,5 ml Reagiergefdie mit je 200 yl XL1blue-Mdtosezelen
vorbereitet. 05 ml der Phagenbibliothek wurde mit 200 pl SM-Puffer verdinnt, je 10 pl
diesr Verdinnung zu den Madtosezellen gegeben und 15 min be 37 °C inkubiert. Die
Phagen injizieren dabel ihre DNA in die Zdlen. Die Mischungen wurden in die Top-Agarose
pipettiert, auf den LB-Agarplatten glechmddg vertelt, be Raumtemperatur ausgehértet und
Uber Nacht ba 37 °C inkubiert. Am néchsten Morgen wurden die Platten, auf denen fast dle
Zdlen lygert waren, mindestens 2 Stunden bel 4 °C abgekihlt.
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5,8 g NaCl

2gMgSO4 x 7 H,O

50 ml IM TrigHCl, pH 7,5
0,01% Gdatine

mit HO auf 1 | auffiillen,
autoklavieren

b) Filterabzlige hergtellen:

Auf jede Agaplate wurde fir 1 min en Nitrozdlulossfilter aufgeegt (Pate und
Orientierung des Filters markieren). Die Flter wurden vorschtig vom Agar gdést und in
ener Schde nachenander 1 min denaturiert, 5 min neutrdisert und weitere 5 min in 2 x SSC
gewachen. Dadurch |6sen dch anhaftende Zelreste von den Filtern, so dass nur die
Ubertragene Phagen-DNA zuriickbleibt. Die Filter wurden getrocknet und 1 Stunde bel 80 °C
inkubiert. Dabel verbindet sch die anhaftende DNA fest mit der Nitrozdlulose. Die Filter
wurden mit einer flr das gesuchte Gen spezifischen radioaktiv markierten Sonde hybridisert
(Kapitel E.5.10) und ein Rontgenfilm exponiert.

Denaturierungspuffer: Neutradid erungspuffer:
1,5 M NaCl 1,5M NaCl
0,5M NaOH 0,5M TrigHCI, pH 8,0

) Vereinzeln der markierten Phagenplaques.

Die durch die radioaktive Sonde markierten Stellen der Filter wurden den entsprechenden
Sdlen auf den Phagenplatten zugeordnet. An diesen Stdlen wurden die Phagen mitsamt des
Agas in 1 m SM-Puffer Uberfihrt und Uber Nacht be 4 °C inkubiert. Dabel gehen die
Phagen in den Puffer Uber. Je 0,5 ml diesr Phagenldsungen wurden mit je 100 pl XL1blue-
Madtosezdlen vermischt und wie unter @) beschrieben auf LB-Patten ausgebracht. Dabel
wurden kleine (Durchmesser 9 cm) Agarplaien und je 4 ml Top-Agarose verwendet. Die
Matten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von diesen Platten, die ineinander Uber-
gehende Phagenplagues zeigten, wurden wiederum Filterabziige angefertigt und hybridisert.
Die erhdtenen Signde wurden den entsprechenden Stellen auf den Phagenplatten zugeordnet
und die Phagen an diesen Stellen grob mitsamt des Agars in 1 ml SM-Puffer Gberfihrt und bel
4 °C aus dem Agar geost.



E Material und M ethoden 113

Am néchgen Tag wurde je ene 1/1000 Verdinnung der Phagenlésungen wie beschrieben
ausplattiert. Dabel soll die Konzentration der Phagen so gewéahlt werden, dass auf den Platten
en Bakterienrasen mit einzenen Phagenplagues entsteht. Jeder dieser Plagues igt auf die
Infektion ener Bakterienzdle mit e@nem ednzdnen Phagen zurUckzufUhren. Es  wurden
Filterabziige der Paten angefertigt, hybridiset und die durch die Sonde makierten
enzelnen Phagenplagues mit der Spitze einer Pagteurpipette aus dem Agar gestochen und in
je 500 pl SM-Puffer Uberflhrt.

d) Konvertierung der Phagen DNA in Plasmide

Die vereinzeten Phagenklone wurden sodann konvertiert, wobel ihre DNA zyklisert und in
das Genom des E. coli Wirtes integriert wird. Die DNA der | ZAP Il Phagen enthdt die
Sequenzen des pBlueskript SK(-) Phagemids flankiet von der Initiationsstelle und der
Terminationsstelle der DNA-Synthese. Bel  gleichzatiger Infektion von E. coli Zdlen mit
| ZAP 11 Phagen und dem fl Heferphagen wird durch f1 Phagen kodierte Proteine en
enzedrangiger  DNA-Abschnitt der | -DNA  zwischen Initigtions- und Terminationsstelle
gynthetisert und zyklidert. Diese DNA enthdt die pBlueskript-Vektorsequenz zusammen mit
der enthaltenden D. discoideum cDNA.

Dazu wurden je 200 pl XL1blue-Matosezdlen (ODgpp=1.0) mit 25 ul Phageniésung und 1 pl
R408 Hdferphage (10" pfu/ml) 15 min bei 37°C und 250 UpM inkubiert. Dann wurden je
5 ml LB-Medium zugegeben und wetere drei Stunden bei 37°C geschittelt. Daran schloss
sch eine 20 mindtige Inkubation bei 70 °C und eine Zentrifugation bei 3000 x g (10 min) an.
Der resultierende Phagemidstock wurde in ein neues Gefal tberfhrt.

Be der zweten Infektion wurden je 200 pl XL1blue-Mdtosezdlen (ODgpp=1,0) mit 10 pl
Phagemidstock 15 mit bei 37 °C geschittet (250 UpM) und ca. 100 ul auf LB-Agarplatten,
die 100 pg/ml Ampicillin enthielten, ausgebracht und bel 37 °C tber Necht inkubiert.
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5.17 Konstruktion von Vektoren
5171 Konstruktion der Hefe-Expressionsvektoren pACT2/ FIP |-VII

Zur Eingrenzung der Hlamin-Bindedoméne von FIP wurden verschiedene Bereiche der FIP-
cDNA (Tabdle 8) in den Hefe-Expressonsvektor pACT2 [Durfee et al., 1993] kloniert. Die
DNA-Fragmente wurden jewells durch Polymerase-Kettenresktion (Kapite E.5.13) erhalten
und in den Vektor pGemTeasy (Promega) ligiert. Aus diesem Vektor wurden sie mit den in
Tabdle 8 angegebenen Redriktionsendonuklessen geschnitten und in den entprechend
verdauten pACT2 Vektor ligiert.

Tabelle8: Klonierungsstrategien der FIP-Teilsequenzen in den pACT 2-Vektor.

Konstrukt | Nucleotide [ Aminosduren Restriktionsstellen fur Oligonucleotide
pACT2 PCR

| 1-2688 1-876 EcoRI/Xhol # #

I 1-1362 1-4%4 BamHI/Sacl BamHI/Sacl | FIP3510vBamHI/FIP4A871rSacl
Il 1348 - 2631 449 — 876 BamHI/Sacl BamHI/Sacl | FIP4858vBamHI/FIP6140rSacl
v 1348 - 194 449 — 664 BamHI/Sacl BamHI/Sacl | FIP4858vBamHI/FIP5503rSacl
\% 1973 - 2631 658 - 876 BamHI/Sacl BamHI/Sacl | FIP5482vBamHI/FIP6140rSacl
W 1348 - 1670 449 — 556 BamHI/Sacl BamHI/Sacl | FIP4858vBamHI/FIP5179rSacl
Vil 1664 - 194 554 - 664 BamHI/Sacl BamHI/Sacl | /FIP5173vBamHIFIP5503rSacl

Legende: Nukleotide — Nukleotide des FIP ausgehend vom ersten Nukleotid des , Two-Hybrid“-Klons,
Aminosauren — entsprechende Aminosauren des FIP ausgehend von der ersten Aminosaure des ,, Two-Hybrid" -
Klons, Restriktionsstellen fir pACT2 — verwendete Schnittstellen im pACT2-Vektor, Restriktionsstellen fur
PCR — Uiber PCR erzeugte Schnittstellen, Oligonukleotide — bei der PCR eingesetzte Oligonukleotide.

517.2 Konstruktion der Hefe-Expressionsvektoren pAS2/Rod 1-6, /Rod 1+2, /Rod
1-3,/Raod 3-6, /Rod 3, /Rod 4 und Rod 5+6

Zur  Eingrenzung der  HP-Bindunggdoméne des FHlamins durch , Two-Hybrid*
Untersuchungen wurden die fir verschiedene Bereiche der eongieten Doméne des Filamins
kodierenden cDNA-Fragmente in den Vektor pAS2 [Harper et al., 1993] kloniert (Tabdle 9).
Einige cDNA-Fragmente wurden durch Polymerase-Kettenreaktion (Kapitd E.5.13) erhalten
und in den Vektor pGemTeasy (Promegd) ligiert. Aus diesem Vektor wurden se mit den in
Tabdle 9 angegebenen Redriktionsendonuklessen geschnitten und in den entprechend
verdauten pAS2 Vektor ligiert. Andere cDNA-Bereiche wurden bereits vorhandenen
Kongtrukten im Vektor pT7-7 [Tabor, 1990] entnommen und in den pAS2-Vektor ligiert.
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Tabelle9: Klonierungsstrategien der einzelnen Filamin-Untereinheiten in den pAS2-Vektor.

Fragment | Nukleotide | Aminosauren Restriktionsstellen fr Oligonuklectide
pT7-7 pAS2 PCR
Rod 1-6 740— 2574 247 - 857 # Ncol/Sall Ncol/Sal Fil740vNcol /
Fil2574r <l
Rod 1+2 728— 1364 243- 454 # Ncol/BamHI | Ncol/BamHI | Fil728vNcol /
Fil1364rBamHI
Rod 1-3 7281761 243 - 587 # Ncol/BamHI | Ncol/BamHI | Fil728vNcol /
Fl11761rBamHI
Rod 3 1417-1761 | 473-587 Ndel/BamHI | Ndel/BamHI # #
Rod 4 1628—1959 | 543- 653 # Ncol/BamHI | Ncol/BamHI | Fil1628vNcol /
Fil1959rBamHI
Rod 3-6 1322-2574 | 441- 857 # Ncol/Sall Ncol/Sdll Fil1322vNcol /
Fil2574rdl
Rod 5+6 1933-2574 | 645- 857 Ndel/BamHI | Ndel/BamHI # #

Legende: Fragment — Untereinheit des Filamins, Nukleotide — Nukleotide des Filamins ausgehend vom ersten
Nukleotid des Startkodons, Aminosduren — entsprechende Aminosduren des Filamins ausgehend vom
Startmethionin, Restriktionsstellen fir pT7-7 — verwendete Schnittstellen im pT7-7-Vektor, Restriktionsstellen
fir pAS2 — verwendete Schnittstellen im pAS2-Vektor, Restriktionsstellen fir PCR — Uber PCR erzeugte
Schnittstellen, Oligonukleotide — bei der PCR eingesetzte Oligonukleotide.

5.17.3 Konstruktion des Expressionsvektors pT7-7/FIP

Fur die bakteridle Expresson enes Teles des FIP, weches die Filamin-Bindedoméne
enthdt, wurde der Vektor pT7-7/FIP konstruiert. Aus der cDNA des FIP-Konstruktes | im
PACT2-Vektor wurde mittedls Polymerase-Kettenreaktion en DNA-Fragment amplifiziert,
das fur die Aminosduren 1612 bis 1907 des FIP kodiert. Dafir wurden die Oligonuklectide
FIP4A857vNdel und FIP5744rSall  eingesetzt und eine Standard-PCR mit 20 Zyklen
durchgefiihrt. Die Hybridiserung der Oligonukleotide an die DNA efolgte be 50 °C. Das
PCR-Produkt wurde in den pGemTeasy-Vektor (Promega), in den PCR-Produkte direkt
engesetzt werden konnen, ligiet. Der resultierende Vektor wurde mit den Redtriktions-
enzymen Ndel und Sall verdaut und das erhatene FIP-DNA-Fragment mittels Elektrodution
aus einem Agarosegd (Kapited E5.8) gereinigt. Das Fragment wurde in den pT7-7-Vektor
[Tabor, 1990] Uber die Ndel und Sdl Schnittstelle gerichtet kloniert. Der resultierende
Expressonsvektor wurde pT7-7/FIP genannt. Das resultierende FIP-Polypeptid enthdt mit
Ausnahme des Startmethionins keine durch den Vektor kodierten Aminosauren.
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6. Methoden zum , Two-Hybrid“-System
6.1 Konvertieren der | -ACT Phagenbibliotheken in cDNA-Banken
6.1.1 Titerbestimmung der D. discoideum-Phagenbibliotheken

Zur Titerbesimmung wurden seridle Verdinnungsreihen (1:107, 1:10%, 1:10° und 1:10%) der
Phagenstocks in derilem SM-Puffer ergdlt. Je 100 pl Phagenverdinnung wird mit 100 pl
XL1blue-Matosezellen versetzt (s. Kapitd E.5.15.1). Die Proben werden zwanzig Minuten
be Raumtemperatur inkubiert, so dass die Phagen in die E. coli-Zdlen eindringen kdnnen.
Anschlieliend erfolgte eine weitere Inkubation der Proben be 37 °C fir zehn Minuten, bei der
die Phagen ihre DNA in die Wirtszdle injizieren. Die Mischungen wurden dann zu je 4 ml
vorgewarmter (49 °C) Top-Agarose gegeben, vorschtig gemischt und auf vorgewarmte LB-
Agarplatten (42 °C) ausgebracht. Die Agarplatten wurden Uber Nacht bel 37 °C inkubiert. Der
Titer lasst dch aus der Anzahl der Plagues auf der LB-Agarplatte unter Bertickschtigung der
entsprechenden Verdiinnung berechnen.

6.1.2 Amplifikation der D. discoideum-Phagenbibliotheken

2 x 10° Phagen wurden zu 2 ml XL1blue-Maltosezellen (s. Abschnitt E.5.16.1) gegeben und
finfzehn Minuten be 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden je 100 pl der E. coli-
Phagenmischung zu 8 ml 47 °C warmer Top-Agarose pipettiert und dann auf frische 37 °C
vorgewarmte LB-Agarplaiten gegeben. Nach Inkubation der Plaiten bel 37 °C fir sechs
Stunden wurde jede Agarplatte mit 8 ml SM-Puffer Uberschichtet. Die Agarplatten wurden
nun sechzehn Stunden bel 4 °C leicht geschiittelt. Danach wurde der SM-Puffer mit ener
Pagteurpipette abgenommen. Die Ubersténde wurden vereinigt, mit 1 ml Chloroform versetzt
und funf Minuten bel 4.000 x g zentrifugiert. Die wéssige Phase wurde zu e 2 ml diquotiert
und be 4 °C gdaget. Zur Stabiliserung der Phagenbibliothek wurde jedem Aliquot
2 Tropfen Chloroform zugesstzt. Zur Aufbewahrung bei —80 °C wurden 930 pl Aliquots der
Phagenbibliothek, die kein Chloroform enthielt, mit 70 ul DM SO versetzt.
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6.1.3 cre-lox vermittelte Konvertierung der | -Bibliotheken in cDNA-Banken und
Isolation der Plasmid-DNA

Eine 1:10 verdinnte E. coli BNN 132 Ubernachtkultur wurde bei 30 °C bis zu einer ODgoo
von 0,8 inkubiert. Nach Zugabe dessdben Volumens 10 mM MgClh-Lésung wurden 10 ml
der Bakteriensuspension mit 1 x 10° Phagen versetzt. Die Kultur wurde dreifig Minuten bei
30 °C ohne Schitteln inkubiert und anschlie?end 2,5 ml LB-Medium hinzugefugt. Nach ener
Stunde Wachstum bel 30 °C unter Schiitteln (150 UpM) wurden je 1 ml der Kultur auf 12 x
12 cm AmpidllinrAgarplatten ausgedtrichen. Die Agarplatten wurden Uber Nacht be 37 °C
inkubiert. Der Bakterienrasen auf den Agarplaiten wurde vorschtig mit TB-Medium geerntet.
Anschlie?end wurde die Bakteriensuspenson in inggesamt 6 | TB-Medium Uber Nacht bel
37 °C unter Schitteln (250 Upm) inkubiert. Die Plasmid-DNA wird entsprechend des Maxi-
Praparationsprotokolls der Fa. Macherey-Nagd isoliert.

TB-Medium: 12 g Bacto Trypton
24 g Bacto Hefeextrakt
4 ml Glycerin
900 ml Wasser
autoklavieren und anschlief3end mit 100 ml gteriler Lésung, bestehend
aus 0,17 M KH,PO4- und 0,72 M K,HPO,-L6sung, versetzen.

6.2 Transformation von Hefezellen
6.2.1 Modifizierte Lithiumacetat-M ethode

Diess Methode egnet dch fur die Transformation geringer DNA-Mengen [Elble, 1992]. Es
lassen gch vide unterschiedliche Transformationen pardld behandeln.

Y 190-Hefezdlen wurden Uber Nacht in YEPD-Medium ba 30 °C bis zur SEtigung kultiviert.
Fir jeden Trandformationsansatiz wurde 1 ml diesr Hefekultur in @ner Mikrozentrifuge finf
Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Sediment in der restlichen
Flissgkeit resuspendiert. Zu diessr Suspenson wurden 2 pl ener 10 mg/ml Heringssperma-
DNA enthdtenden Lésung und jewels ungefdhr 1 pg der Plaamid-DNA gegeben. Die
Resktionsmischung wurde geschittelt und dann mit 500 pl Pate-Mischung versetzt. Nach
erneutem Schitteln wurden 50 pl ener 1 M DTT-Losung hinzugegeben. Der Reaktionsansatz
wurde gemischt und Uber Nacht be Raumtemperatur gelagert. Dann efolgte en Hitzeschock
der Zdlen be 42 °C fir zehn Minuten. Nach kurzer Zentrifugation wurde der Uberstand
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abgegossen und die Zdlen in 100 pl Wasser resuspendiert. Die Hefesuspensionen wurden auf
die entsprechenden SD-Agarplatten (Tabdle 10) ausgebracht und 3-8 Tage bei 30 °C
inkubiert.

Tabelle 10: Verwendete SD-Agar platten fir Hefetransfor mationen.

Plasmid SD-Agar platte SD-K ontrollagar platte
pPAS2 SD/-Trp *
pACT2 SD/-Leu *
pPAS2 und pACT2 SD/-Hig-Leu/-Trp/+3-AT SD/-Leu/-Trp

Pate- Mischung: 90 ml 50%ige PEG-4000-L6sung

10 ml 1 M Lithiumacetatl 6sung
1ml 1M TrigHCl, pH 7,5
0,2ml 0,5M EDTA, pH 8,0

6.2.2 Simultane Transformation zur Durchmusterung der cDNA-Banken

a) Hergtdlung kompetenter Hefezdl len:

1 | YEPD-Medium wurde mit einer Y190-Ubernachtkultur auf eine optische Dichte (ODgoo)
von 0,2-0,3 angeimpft und 3 Stunden bel 230 UpM und 30 °C geschiittet. Die Zdlen wurden
abzentrifugiert (1.000 x g, 5 min, RT), das Sediment in 500 ml Wasser resuspendiert und
erneut zentrifugiert. Die kompetenten Zdlen wurden in 8 ml 1 x TE/LIAc-Puffer aufge-

nommen.
10 x LiAc-Puffer: 10 x TE-Puffer:
1 M Lithiumecetat, pH 7,5 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5

10 mM EDTA

b) Transformation der kompetenten Zellen:

De Transformationsansaiz bestand jeweils aus 8 ml kompetenter Y 190-Hefezdlen mit 0,5
mg pAS2/Rod 1-6, 0,5 mg der cDNA-Bank und 20 mg Heringsperma-DNA. Nach Zugabe
von 60 ml frisch hergestdlter, deriler PEG/LIAc-Losung wurde der Resktionsansaiz kurz
gemischt und dreilig Minuten bei 30 °C unter Schitteln (200 Upm) inkubiert. Anschliel?end
wurden 7 ml DMSO  hinzugegeben und die Zdlen 15 Minuten in einem Wasserbad auf 42 °C
erhitzt. Nachdem die Zdlen kurz auf Eis abgekihlt wurden, wurde die Suspenson fur finf
Minuten ba 1.000 x g und Raumtemperatur abzentrifugiert. Das Hefepdlet wurde in 1 |
Y EPD-Medium aufgenommen und eine Stunde bei 30 °C und 230 UpM inkubiert. Nach
diessr Erholungsphase wurden die Zdlen erneut abzentrifugiert (1.000 x g, 5 min, RT), in 8
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ml YEPD-Medium resuspendiert und jeweils 170 pl der Suspenson auf SD/-Hig-Leuw-
Trp/+3-AT-Agaplatten mit ener Oberflache von 12 x 12 cm ausplattiert. Die Platten wurden
5-10 Tage bei 30 °C inkubiert.

PEG/LiIAC-L&sung: 8 ml 50% PEG 4000- L 6sung
1 ml 10 x TE-Puffer
1ml 10x LiAc-Losung

¢) Ermittlung der Trandormationseffizienz:

100 yl ene Suspenson trandormierter Hefezdlen wurden in ener Verdinnung von 1:10,
1:100 und 1:1000 auf SD/-Trp-, SD/-Letr und SD/-Leu/-Trp-Selektionsagarplatten mit einem
Durchmesser von 100 mm ausgebracht. Die Platten wurden bel einer Temperatur von 30 °C
inkubiert, bis Kolonien sichtbar sind.

Zur Ermittlung der Transformationseffizienz wird zuerst die Zahl der Kolonien im Verhdtnis
zur eingesetzten DNA ermittelt:

cfu x Gesamtvolumen [pl]

cfu/pg DNA =
ausplatt. Volumen [pl] x Verdinnung x DNA-Menge [ug]

Bezogen auf die Gesamtmenge der eingesatzten Plasmid-DNA ergibt sch ds Gesamtzahl der
Klone:
Zahl der anadysierten Klone = (cfu/ug DNA) x DNA Menge[ug]

6.3 His*-Selektion der transformierten Hefezellen

Nach ca zehn Tagen wurden die Hefeklone, die nach der Transformation der cDNA-Banken
gewachsen dnd, mit derilen Zahngochern auf ene neue SD/-Hig-Lew-Trp/+3-AT-
Agaplatte Uberfihrt. Diese Platten werden erneut ungeféhr finf Tage be ener Temperatur
von 30 °C inkubiert. Diese Sdektion erfolgte zweimad hintereinander.

6.4 b-Glaktosidasetest der His *-Hefekolonien

Von den Agaplaten mit His'-Hefeklonen wurden Filterabziige mit  Nitrozellulosefiltern
gemacht [Schneider et al., 1996]. Die Pogtion des Filters auf der Platte wurde narkiert und
der Filter fUr zehn Sekunden in flissgen Stickgoff getaucht. Dadurch wird die Zdlmembran
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der Hefen permesbiliset, so dass de Fissgketen aufnehmen. Anschliellend wurde der
Filter be Raumtemeratur aufgetaut und mit der Koloniensate nach oben auf enen mit
Z-Puffer/X-Gal-Losung angefeuchtetes Filterpapier gelegt. Die Filter wurden bet 30 °C
inkubiert und in regem&dgen Absténden auf blau geféarbte Hefekolonien kontrolliert.

Z-Puffer (pH 7,0): Z-Puffer/X-ga-Loésung:

10,69 g (0,04 mol) NaxHPO,4 x 7 H,O 100 ml Z-Puffer, pH 7,0

5,59 (0,04 mol) NaH>PO4 x H,O 0,27 ml 14,4 M b-Mercaptoethanol
0,75 g (0,01 mol) KCl 1,67 ml X-ga-Ldsung (20 mg/ml DMF)

0,246 g (0,01 mol) MgSO,4 x 7 H,O
mit Wasser auf 1| aufflllen.

6.5 Cycloheximid-Selektion

Durch die Cycloheximidsdektion sollen Hefeklone erhdten werden, die nur noch das
PACT2-Plaamid enthdten. Hefen des Stammes Y190 tragen ein Cycloheximid-Resstenzgen
(cyn2) und sind somit gegen Cydoheximid unempfindlich. Es handelt sich dabei um einen
rezessven Phanotyp, der durch das auf dem pAS2-Plasmid liegende Wildtypgen fir
Cydoheximid-Sendtivitdt (cyh®2) aufgehoben wird. Ein  Ausbringen der , Two-Hybrid*-
Klone, die sowohl den pAS2- ds auch den pACT2-Vektor enthdten, auf Medium mit
Cycloheximid, resultiert demnach in enem Velus des pAS2-Plasmids. Dadurch wird die
Resstenz der Hefezellen gegen Cycloheximid wiederhergestellt.

Jewels d@ne Kolonie der His'- und LacZ'-Hefeklone wurde in 200 pl serilem Wasser
affgenrommen und vollgéndig durch heftiges Schitteln  suspendiert. 100 I der
Zdlsuspenson wurde auf SD/-Lew+Cydoheximid-Agarplatten ausgebracht. Danach  erfolgte
eine 10- bis 14-t&gige Inkubation der Patten bei 30°C. Anschliel®end wurden von jeder Platte
mehrere Kolonien auf SD/-Trp- und SD/-LeuSdektionsagarplatten  ausgestrichen.  Dadurch
wurde der Verlust des pAS2-Plasmids kontrolliert. Nach Inkubation bei 30 °C fur einige Tage
werden nur digenigen Klone im weiteren Verlauf bertcksichtigt, die nicht auf den SD/-Trp-
Agarplatten gewachsen sind. Die Hefeklone auf den SD/-LeuSdektionsplatten wurden einem
erneuten b-Gaaktosdase-Test (s Kapitd E.6.4) unterzogen, um Klone auszuschlief3en, deren
PACT2-Plasmid autokataytisch wirkt. Die so erhdtenen Leu'-, Trp- und cyh™-Klone wurden
zur Isolierung der pACT2-DNA eingesetzt.
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6.6 Isolation von Plasmid-DNA aus Hefezellen

Die Isolation von Plasmid-DNA aus Hefezdlen ig nur in sehr geringen Ausbeuten und mit
Verunreinigung genomischer DNA maglich. Deshdb liefert diese Methode Plasmid-DNA,
diein eénem weteren Schritt in Bakterien amplifiziert werden muss[Hoffman et al., 1987].

Eine Einzekolonie der trandormierten Hefezdlen wurde in 5 ml des entsprechenden
Sdektionsmediums  (bei  Leu-Trandformanten:  SD/-Le-Medium)  aufgenommen  und
vollgandig suspendiert. Nach mindestens 20 Stunden Inkubation bei 30 °C unter Schitteln
(250 UpM) wurde die Kultur funf Minuten bei 1.000 x g und 21 °C zentrifugiert. Das
Sediment wird in der redlichen Fissgket resuspendiet und in en 1,5 ml Eppendorfgefa
Uberfhrt. Nach Zugabe von 200 pl Hefe-Lyss-Puffer, 200 I Phenol/Chloroform-Mischung
(Mischungsverhditnis 1:1) und 04 g sSiuregewaschenen Glaskigechen (Sigma) wird die
Suspenson zwel Minuten  heftig  geschittdt. Nach  zehnminltiger  Zentrifugetion  bei
Raumtemperatur in ener Sigma- Tischzentrifuge bel 13.000 UpM wird die wd¥ige Phase in
en neues 1,5 ml Mikroregktionsgefd3 Uberfuhrt. Die Plasmid-DNA wird durch Zugabe eines
zehntd Volumens 3 M Natriumacetatlosung, pH 7,0, und des zwefachen Volumens Ethanol
bei —78 °C fur dreilig Minuten gefdlt und anschliefend zentrifugiert (13.000 x g, 10 min
4 °C). Das Sediment wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, kurz getrocknet und in 20 pl
Wasser aufgenommen.

Hefe-Lyss-Puffer: 2% Triton X-100
1% Natriumdodecylsufat
100 mM NaCl
10 mM TrigHCI, pH 8,0
1mM EDTA

6.7 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA aus Hefezellen

Die Trandormation der aus Hefezdlen isolierten Plasmid-DNA erfolgte nach der in Kapitel
E.5.13.2 beschriebenen Elektroporationsmethode in XL1 blue- oder DH5a-E. coli-Zdlen.
Dabe wurden jewells 5-10 pl der aus Hefen isolierten DNA engesstzt. Anschlielend wurde
die Plaamid-DNA mehrerer Kolonien nach der Boiling-Methode (s. Abschnitt E.5.1.1) isoliert
und durch Redriktionsverdauung mit dem Enzym Bglll kontrolliert. Von den Kolonien mit
endeutigen Klonen wurde die Plaamid-DNA durch Miniprégparationsmethode (s. Kapite
ES5.12) isoliet. Zusdzlich wurde von diesen Klonen jewells eine E. coli-Dauerkultur (s
Abschnitt E.5.13.3) angelegt.
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6.8 Hefe-Dauerkulturen

Von ener 5 ml Ubenachtkultur eines Hefeklons im  entsprechenden  Selektionsmedium
wurden 910 pl in e@n 1,5 ml Minipraparationsgefdd pipettiet und mit 90 yl DMSO versetzt.
Die Dauerkultur wurde bel —78 °C aufgehoben.

6.9 Proteinextraktion aus Hefen

Die Proteinextraktion aus Hefen efolgte durch die Hangtoff/SDS-Methode. Fir jeden zu
untersuchenden Hefetamm wurden 50 ml YEPD-Medium mit 5 ml ene gesitigten
Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer optischen Dichte (ODggo) von 0,4-0,6 inkubiert
(30 °C, 230 UpM). Die genaue optische Dichte wurde bestimmt und die Gesamt-OD-
Einheiten (ODggp x Ml der Kultur) berechnet. Die Kulturen wurden in enen zur Halfte mit Eis
gefullten Zentrifugenbecher Uberfiihrt und finf Minuten bel 1.000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Das Sediment wurde einma mit 50 ml eskdtem Wasser gewaschen und danach in flissgem
Stickstoff schockgefroren. Die Zdlen wurden bis zur weteren Verwendung be —70 °C
aufbewahrt.

Zur Protenextraktion wurden die Zelen kurz aufgetaut und mit auf 60 °C vorgewarmtem
Lysspuffer versetzt. Dabei wurden pro 7,5 OD-Einheiten 100 pl Lysspuffer verwendet. Die
Mischung wurde in en 15 ml Reagiergefdd mit 80 pl siuregewaschenen Glaskligelchen
Uberfihrt, 10 Minuten auf 70 °C erhitzt und anschlielfend eine Minute kréftig geschittelt
(10.000 UpM). Sodann wurden nicht aufgeschlossene Zdlen und Membranbestandteile be
13000 x g und 4 °C funf Minuten abzentrifugiet und der Uberstand abgenommen. Das
Sediment wurde 3-5 Minuten auf 100 °C erhitzt, ermeut ene Minute geschiittet (10.000
UpM) und zentrifugiert (13.000 x g, 5 min, 4 °C). Der Ubergtand dieser Zentrifugation wurde
mit dem ergen Uberstand vereinigt und direkt zur SDS-Polyacrylamid-Geleektrophorese
eingesetzt.

Lyss-Puffer- Stockl dsung: Proteasainhibitor- L 6sung:

48 g Harngtoff 0,1 mg/ml Pepgtatin A (Sigma)
59 SDS 0,03 mM Leupeptin (Sigma)
4ml 1M TrigHCl, pH 6,8 145 mM Benzamidin (Sgma)
20 ul 05 M EDTA 0,37 mg/ml Aprotinin (Sgma)
40 mg Bromphenolblau

mit Wasser auf 100 ml auffiillen.
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1 ml Lyss-Puffer- Stockldsung
10 pl b-Mercaptoethanal

70 pl Protessainhibitor-Lodsung
50 ul 0,1 M PMSF

6.10 Sequenzanalyse der , Two-Hybrid“-Klone

Die squenzierten , Two-Hybrid‘-Klone wurden sowohl auf Nukleinsdure- ads auch auf
Proteinebene durch Datenbankvergleiche untersucht. Zur Suche auf  Nukleinséureebene
wurden mit den Programmen BLASTN und TBLASTN die Datenbanken Genbank, EST
Divison, EMBL, DDBJ und PDB durchsucht [Altschul et al., 1990]. Wéhrend BLASTN sehr
dhnliche Sequenzen mit hoher Homologie erkennt, werden mit dem Programm TBLASIN
dhnliche Sequenzen mit groferen Licken ermittdt. Peptidsequenzvergleiche der |, Two-
Hybrid“-Klone wurden mit den Computerprogrammen BLASTP und TBLASTP gegen die
Datenbanken Genbank, PDB, SwissProt und PIR durchgefiihrt [Altschul et al., 1990]. Der
isodlektrische Punkt und das Molekulargewicht wurden mit dem Programm ,ProtParam tool”
berechnet. Die Sekundéstruktur der Proteine wurde mit dem Programm ,Pdle Bio-
informatique Lyonnais’ [Geourjon und Dedéage, 1995] emittdt. Mit Hilfe der Programme
MOTIFSearch und MotifFinder [Bairoch, 1992] werden bekannte Motive in Peptidsequenzen
emittdt. Strukturvorhersagen zur Wahrschanlichkeit der Bildung ener superspirdiserten
Helix wurden mit dem COILS Algorithmus [Lupas et al., 1991] gemacht. Verweise auf die
genannten Programme snd im Internet unter der World Wide Web-Adresse , EXPASY*
(http:/Avww.expasy.ch) zu finden.
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G Summary

The filamins ae a family of highly homologous actin-crosdinking proteins. Recent studies
give evidence that this protein family not only dabilises corticad celular actin but links actin
networks to membrane proteins and directs intracdlular dgnaling reactions to the actin
scaffold. These functions are mediated by the interaction with over 20 proteins.

The am of this work was to find new binding patners for the D. discoideum filamin
pardogue. The C-termind part of FIP, a new filamin-interacting protein, was found in a two-
hybrid screen with the Dd filamin rod-doman as bat. The FIP-gene is locaed on
chromosome 2 and the cDNA encodes a protein of 2038 aminoacids and 229.8 kDa molecular
mass. FIP RNA as wdl as protein expresson are developmentally regulated. A very low
amount is present in growth phase cdls, however it accumulates during aggregaion and
formation of spores. In immunofluorescence studies with newly developed monoclona
antibodies, FIP locdises to the plasma membrane in a patchy, vesicular pattern.

Usng two-hybrid assays with filamin and FP truncations, the minima requirement for
binding of the two proteins was narrowed down to the filamin rod domain 3 and to a 107
aminoacid sequence (aminoacids 1719-1826) in the C-terminad pat of FIP. To subgtantiate
the two-hybrid interactions, we verified the binding of filamin to FIP in in vitro binding
assays usng recombinant FIP- and filamin-polypeptides as well as D. discoideum cdl
extracts. Filamin and FIP bind to each other in ELISA, blot-overlay assays and coimmuno-
preci pitation experiments.

By use of a GFP-cFIP fusonprotein we investigated the locdisation of the Gtermind part of
FIP in living cdls. GFP-cHP danes the plasmamembrane and colocdises with filamin. In
polarised cdls it is found in the ear, wheress actin is locdisad to the leading edge of the cdll.
Upon cytoskeeta rearrangement induced by Cytochdasn A GFP-cFIP forms large clugters
undernegth the plasmamembrane, where it colocaises with filamin as wdl as actin. During
phago-and exocytoss GFP-cFIP is found in newly formed pseudopods and in the phagosoma
membrane. GFP-cHFIP expressng cdls show an acceerated development. The formation of
spores is speeded up by eight ours compared to wild-type cells. Furthermore, GFP-cFIP cells
form smdler aggregates and shorter fruiting bodies than Ax2 cdlls.

These data suggest a functiond interaction between filamin and FIP in the development of D.

discoideum cdls.
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